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1. INTRODUCCION

1. 1. El Virus del Papiloma Humano (VPH) como agente causal del cancer de cérvix.
En 1977, un grupo de la Universidad de Freiburg liderado por Harald Zur Hausen
identifico al virus del papiloma humano (VPH)! asocidndolo potencialmente con la
génesis del cancer de cérvix, hallazgo que le reportd el Premio Nobel de Medicina en
2008. Llama la atencion el lapso de tiempo entre los dos acontecimientos. La razén hay
gue buscarla en que no fue hasta 1999 cuando su hipdtesis etioldgica se vio
confirmada por las conclusiones de un trabajo de un cualificado grupo multidisciplinar
e internacional, que afirmaban de forma contundente y basdandose en evidencia
epidemioldgica de alta calidad, que el VPH era causa necesaria del cancer de cérvix: no
debe esperarse que una mujer VPH negativa desarrolle un cancer de cérvix.’

Identificar una causa infecciosa como imprescindible para el desarrollo de un cancer
ofrecia de forma muy novedosa la posibilidad de estudiar en profundidad su historia
natural y abria la puerta a la prevenciéon primaria — vacunacion — y a redisefiar la
prevencion secundaria, mas alla del uso de la citologia cérvico-vaginal, utilizada con
cierto éxito desde su descripcién por Papanicolaou. Fue en los afios cuarenta, tras
afos de investigacién, cuando Papanicolaou publicé en la Revista Americana de
Ginecologia y Obstetricia su articulo sobre la citologia exfoliativa vaginal, en el que
demostraba que era un método sencillo y barato, que se podia utilizar masivamente y
podia detectar el cancer de cuello uterino en su fase mas precoz®. Vacunacion frente al
VPH vy programas de cribado redisefados ocupan hoy dia un lugar preferente en la
prevencion integral del cancer de cérvix.*

Los papilomavirus (PV) son pequefios virus ADN de la familia Papovaviridae. La
clasificacion de los tipos de PV se basa en la especie de origen y en el grado de

homologia del ADN.”

En humanos se han secuenciado mas de cien tipos diferentes® con variantes para cada

tipo que tienen importantes influencias en su poder oncogénico.’
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El genoma del VPH estd formado por una doble cadena de ADN de entre 6.800 y 8.000
pares de bases (pb)® dividida en 8 regiones de lectura abierta (del inglés: Open Reading
Frame ORF), y la regiéon larga de control (del inglés: Large Control Region LCR). Las
ORF se dividen en E (Early) y L (Late) de acuerdo a su expresion temprana (E) o tardia

(L) durante la diferenciacién del epitelio.

Hay identificados seis genes de expresidon temprana, importantes en la fisiologia viral:
E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7. E4 se expresa durante todo el proceso de diferenciacién.

Estos seis genes codifican proteinas implicadas en la regulacion y replicacion viral.

o E1yE2:activadoras de la transcripcion.
o E4: maduracion y replicacién.
o E5: estimula la proliferacion.

o E6yE7: oncoproteinas transformantes.

Hay dos genes de expresion tardia, L1 y L2, que se expresan durante las fases finales,
generando las proteinas estructurales necesarias para el ensamblaje de la cubierta
viral. ® Estas proteinas sintetizadas por L1 y L2 son necesarias para la formacién de
viriones y conservan similitudes en los diferentes VPH, lo que no sucede con los genes

de expresion temprana.

En la figura 1 puede consultarse una representacion grafica del genoma del VPH 16.°

E2 E2 E1 SP1E2 E2 TATA P97
#4  #3 #2 #1 >
7156+ ;18
Figura 1: Genoma del VPH 16. \ /
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Clasificacion de los VPH

La clasificacion de los VPH mas util clinicamente es la basada en la malignidad de las

lesiones que provoca:

= Virus de Bajo Riesgo (VPH-BR) que originan las lesiones condilomatosas:
6,11,40,42, 43, 44, 54, 61, 70, 72y 81.
= Virus de Alto Riesgo (VPH-AR) que originan las lesiones precancerosas y
cancerosas: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56,58, 59, 68, 73y
82.°
Esta es la clasificacion clasica, siempre se ha hecho un énfasis especial en los genotipos
16 y 18 ya que causan el 70% de los canceres de cérvix ® aunque esta clasificacién se
estd revisando. Estd empezando a emerger una nueva evidencia de que los tipos 31y
especialmente el 33, tienen un riesgo mas alto que otros, y que los genotipos 39, 56,
59, 66 y 68 tienen un riesgo menor y podrian considerarse de riesgo intermedio.
También se apuntan cambios a los genotipos 18 y 45, que aunque se ha visto que no
tienen un alto valor predictivo positivo (VPP) para CIN2+, se relacionan con mayor
presencia de cancer invasivo en el canal endocervical, y merecerian un manejo
diferente, justificando repeticiones de test de VPH para detectar su persistencia.’®
Se propuso una nueva clasificacion de los genotipos de alto riesgo que quedaria asi:

Grupo A: Muy alto riesgo: 16,31y 33

Grupo B: Alto riesgo: 18, 52,35y 58

Grupo C: Riesgo intermedio: 45, 39, 66, 51, 68, 56 y 59.

La presentacion conjunta de 18 y 45 podria incrementar el riesgo.
Patogénesis del VPH

A diferencia de otros virus, los VPH para infectar necesitan la disponibilidad de las
células de la capa basal de los epitelios 0 mucosas, para asi poder integrarse en su

genoma vy, aprovechando la capacidad de proliferacién de estas células, poder
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completar su ciclo vital. Para que el virus alcance estas células de capas basales,

necesariamente debe haber una microlesién en la piel o mucosa de superficie.

Un concepto importante es que la presencia del virus no implica infeccion. Para hablar

de infeccion debe haber una integracién del virus en el ADN celular.

La mayoria de las lesiones en el cérvix se desarrollan en su zona de unidn escamo-
columnar: alli confluyen dos tipos diferentes de epitelio, escamoso exocervical y el
glandular endocervical. Este choque epitelial genera una zona especialmente inestable
y con mas tendencia a microlesionarse®®, por lo que se convierte en un &rea
especialmente apta para la colonizacién viral y la posterior infeccion real, paso que
implica la activacion de las ORF E6 y E7. Su expresion debe ser considerada parte

basica y fundamental de la accién oncogénica del VPH.
Las infecciones por VPH se clasifican como:
* Agudas o auto limitadas: representan el 90% de las infecciones VPH. El virus se
aclara a los 6 — 18 meses de ser detectado.

* Persistentes: el 10 — 15% de las infecciones persisten. Para calificarlas como
tales es necesario que un mismo tipo de VPH sea detectado en dos o mas
ocasiones con intervalos de 6 meses.

En la figura 2 puede consultarse el porcentaje de aclaramiento, persistencia y

progresion de las infecciones por VPH-AR®
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Figura 2: Porcentaje de aclaramiento, persistencia y progresion.

. . . . . 11
Conceptualmente se diferencian tres fases en la evolucién de la infeccidon por VPH:

* Fase latente
= Fase transitoria o productiva
» Fase transformante
La fase latente es aquella en la que el virus esta presente pero se expresa a muy bajos

niveles, suficientes para mantener el genoma, pero tan bajos que son indetectables.

La fase transitoria o productiva se caracteriza por tener baja expresion de E6 y E7 en
las células basales y parabasales que han sido infectadas. En situaciones normales,
libres de infeccidn por VPH, las células basales van madurando y ascendiendo hacia
estratos en el epitelio, perdiendo progresivamente su capacidad de proliferar
(diferenciacion). Si las células basales han incorporado ADN del VPH en su genoma
pierden su capacidad para salir del ciclo celular y dejar de proliferar: los genes del VPH
se expresan en tasas elevadas en el nlcleo de estas células infectadas. Si éstas
alcanzan las capas superficiales, el virus cambia su patron de expresién a los genes
tardios L1, L2 y E4, no expresados en situacion basal. Los productos de estos genes
tardios permiten el empaquetamiento del genoma viral replicado. Las nuevas
particulas virales producidas son liberadas por los queratinocitos que se desintegran

en la superficie del epitelio infectado.**
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La fase transformante estd caracterizada por la marcada sobreexpresion de E6 y E7 en
la capa basal y parabasal del epitelio. E6 y E7 son los oncogenes que juegan un papel
mas importante en la transformacion maligna de la infeccién. De forma independiente
los dos han demostrado capacidad para inmortalizar células de diferentes tejidos

. . .11
humanos, pero juntos aumentan su eficacia.

En la década de los 70 se empezd a estudiar el papel de p53 en la relacién de los virus y
el cancer. P53 es un gen supresor tumoral que juega un papel crucial en el cancer. En
el 55% de los canceres humanos se describe una mutacion de p53. La proteina
sintetizada por p53 es un regulador de la transcripcidén, detectando errores en el
genoma de las células, facilitando la reparacién del ADN, o enviando a la célula dafiada
a abandonar el ciclo celular, mediante la apoptosis, si la reparacién no es posible. E6
interacciona con p53, inactivandola, haciendo que no sea capaz de detectar errores en
el ADN de la célula dafiada y no sea capaz de enviarla a la muerte celular programada

(apoptosis).*?

La proteina del retinoblastoma (pRB) es una proteina supresora de tumores que se
encuentra alterada en muchos tipos de cancer. En las células normales, la actividad de
PRB se regula por un mecanismo de fosforilacidn / desfosforilacion. Durante la fase del
ciclo celular G1 la forma desfosforilada de pRB inhibe el paso a fase S, formando un
complejo con el factor de transcripcién E2F. Si pRB se fosforila, libera E2F activando el

. 1
ciclo celular con el paso de G1a S."2

E7 interactia con pRb vy lo inactiva. Esto hace que se libere el factor de transcripciéon
E2F, lo que provoca que la célula prolifere sin control. E7 interactia también con

INK4A (p16)™
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Esta secuencia de hechos en los primeros pasos de la oncogénesis del cancer de cérvix

es la que estd en este momento unanimemente aceptada y puede ser consultada en

las figuras 3y 4.
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Figura 3: Esquema de actuacion de E7
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Figura 4: Representacion esquematica de las fases de la infeccién VPH ™
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Publicaciones recientes, han subrayado la importancia de la infeccion latente.

HPV seropositive

'

Acquisition Progression ‘
Normal cervix HPV detection - High-grade CIN AL

Mild m°|Wic h
abnormalities

Figura 5: Esquema de la historia natural de la infeccién VPH. Tomado de Gravit. **

Se intenta aclarar un concepto que puede tener gran trascendencia clinica: explicar si
una nueva deteccién de VPH significa reinfeccién o reactivacion de una infeccion
antigua. Una determinacién negativa de VPH, ¢significa aclaramiento del virus o puede

relacionarse con una infeccion latente indetectable?.

Se ha sugerido que la “redeteccién” del mismo tipo de VPH en mujeres que han sido
negativas durante un tiempo (aclaramiento) es relativamente frecuente, un 10-20% de

1
los casos.**

Mientras que la proporcién de nuevas detecciones atribuibles a una infeccion previa
gue ha permanecido latente permanece constante con la edad, la proporcion de
positividades atribuibles a nuevas infecciones es mas alta en mujeres de entre 30-39
afos (48%) que en las mujeres de 40-50 afios (21%). Con la edad disminuye la
proporcién de infecciones nuevas, muy probablemente relacionado con cambios en los

. 1
patrones de relaciones sexuales. ™

La importancia de tener presente este escenario de reactivacion radica en la necesidad
de saber si hay una variacién en el riesgo de desarrollar cdncer, en funcion de si se

trata de una nueva infeccion o de una infeccion latente reactivada. Este es un asunto
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crucial para el disefio de los programas de vacunacion y cribado. En este sentido, una
publicacidon reciente™muestra que el riesgo para CIN3+ es mas alto en aquellas
mujeres con resultados negativos de VPH intermitentes en el cribado, si se compara
con el riesgo de aquellas mujeres que han sido siempre negativas.

Sabemos que el paso de infeccidon productiva a transformante sélo tendra lugar en un
porcentaje bajo de mujeres, ya que el VPH-AR es necesario pero no suficiente: para
causar cancer de cérvix es precisa la interaccién de otros factores, que junto con el
VPH de presencia necesaria, modularan el riesgo de transicion de simple presencia del

virus a infeccion verdadera con riesgo alto de desarrollar lesién premaligna o maligna.
Se han identificado algunos de estos cofactores:

Paridad:

La alta paridad se relaciona con un mayor riesgo y el riesgo aumenta mas con el
numero de gestaciones. Las mujeres con mas de siete gestaciones tienen cuatro veces
mas riesgo que las nuliparas. Los cambios hormonales producidos por el embarazo

. . . . . s 16,1
modulan la respuesta inmune al VPH y su riesgo de persistencia o progresion. ***’

Uso de anticonceptivos hormonales:

Que el uso de anticonceptivos aumente el riesgo de precéncer y cancer no ha sido
establecido de forma concluyente, aunque la mayoria apuntan a que su uso
prolongado por mas de 5 afios aumenta el riesgo hasta cuatro veces de desarrollar

. s . 16,1
lesidn en aquellas mujeres portadoras de VPH. '

Tabaquismo:

El tabaquismo se asocia de forma consistente con el riesgo de presentar cancer de
cérvix. El riesgo se multiplica por tres en fumadoras habituales. Se han encontrado

. . . s e . 16,1
nicotina y otros carcindgenos especificos del tabaco en el moco cervical. ***’
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Infecciones de transmision sexual concomitantes:

La infeccion conjunta VPH con Virus Herpes-2 (VHS2) o Chlamydia trachomatis
aumenta el riesgo de invasion.

Las mujeres positivas al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tienen riesgo
aumentado de desarrollar enfermedad premaligna y maligna, riesgo que aumenta
cuanto mas bajo sea el contaje de linfocitos T CD4. Este incremento del riesgo esta
asociado a la inmunosupresién y a la positividad conjunta para VIH y VPH. %

Edad de inicio de las relaciones sexuales y niimero de parejas sexuales:

La edad cada vez mas temprana de inicio de las relaciones sexuales, y numero
creciente de parejas, incrementan la prevalencia del VPH vy la incidencia del cancer de

cérvix. o’
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1.2 El cancer de cérvix: incidencia y mortalidad. Registros espaiioles.

Con una estimacion de 527.624 casos nuevos y 265.672 muertes en el afio 2012, el
cancer de cérvix es el cuarto cancer mas frecuente en las mujeres en el mundo, tras el
de mama, el colo-rectal y el de pulmdn. El 90% de los casos de muerte por cancer de
cérvix se dan en paises en vias de desarrollo.'® Estas cifras han ido evolucionando con
el paso de los afos: a pricipios de los afios 90 el cancer de cérvix era el segundo cancer
mas frecuente en mujeres en el mundo y la tercera causa a principios de los 2000. Esta

evolucion esta condicionada por la implantacion de los programas de cribado.*®

A finales de la década de los 60 ya se hacian citologias de cribado en Estados Unidos y
en los paises nordicos. En Inglaterra el cribado empezé en 1964, pero durante los
primeros veinte anos no se consiguieron tasas resefiables de cobertura: la estructura
era oportunista, se controlaba Unicamente a la mujer que consultaba al sistema
sanitario, publico y privado, un sistema claramente ineficaz e ineficiente, dato
corroborado en las ultimas informaciones.*

Fue durante los afios 80 cuando ya se empezaron a hacer recomendaciones para hacer
un cribado organizado, de cobertura poblacional controlada. El sistema nacional de
llamada-rellamada (programa poblacional) se establecié en el afio 1988 en Inglaterra
con el consiguiente y esperado impacto en cobertura e incidencia de cancer invasor

que se objetiva en la figura 6 tomada del articulo de Quinn.*
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g 12 40
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1 : 20
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Figura 6: Impacto de la influencia de la implantacién de los programas poblacionales de

cribado en la incidencia del cancer de cérvix.
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Desde que se conoce que el VPH es el agente causal del cancer de cérvix y la historia
natural de la enfermedad, se ha recomendado la determinacion por técnica validada
del ADN del VPH como técnica inicial de cribado en sustitucién de la citologia, que se
mantiene como alternativa aceptable. Para tomar esta decision la publicacién de los

. . 21
resultados de cuatro grandes ensayos europeos fue decisiva.

El cancer de cérvix es una enfermedad que cumple con todos los requisitos para

.y . . .. .. 22
resultar idénea para ser susceptible de cribado. Estos requisitos son los siguientes:

= Tiene que ser un problema de salud importante para la comunidad.

Cada afio se diagnostican alrededor de 500.000 nuevos casos de cancer de
cérvix, cifra que ha ido disminuyendo progresivamente. A principios de los afios
80 era la segunda causa de muerte por cancer en las mujeres.

Calcular la incidencia de las lesiones preneoplasicas es mas complicado, porque
son lesiones asintomaticas y se detectan sélo con el cribado, sin registros
poblacionales que las recojan, pero su estimada incidencia es muy alta, como
se detallard mas adelante, con unas cifras que muestran una enfermedad con
entidad suficiente para ser considerada un problema de salud publica y la
enorme importancia de acceder a su diagndstico con buenas estructuras de

cribado para evitar un aumento severo de la incidencia del cancer de cérvix.

= Enfermedad bien definida y con historia natural conocida.

Desde finales de la década de los 70, quedd establecida la relacién causal entre
VPH y céncer de cérvix. El VPH es un virus que se transmite por contacto sexual
a través de erosiones minimas. Su prevalencia es muy elevada en varones y
mujeres jovenes sexualmente activos, y evoluciona de forma natural al
aclaramiento en el 90% de los casos. La duracién media de la infeccidén por el
VPH varia entre diferentes series de 6-12 meses a 2 afios, siendo mayor en la
infeccion por virus VPH-AR que VPH-BR. Numerosos estudios han evidenciado

gue la presencia de VPH-AR es imprescindible para el desarrollo de lesiones de
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alto grado. El 25% de las mujeres con infecciones transitorias muestra cambios
citopaticos propios de lesiones de bajo grado. Las lesiones de bajo grado
remiten espontaneamente en el 80% de los casos y progresan a lesiones de alto
grado el 10% vy a invasién el 1%. El aclaramiento de la enfermedad ocurre

. 2
dentro de los primeros 40 meses.?

= Enfermedad con periodo de latencia detectable.

El proceso previo al cancer invasivo, que es lo que se pretende evitar, es
detectable. Mediante procesos diagndsticos que suman citopatologia y biologia
molecular detectaremos lesiones preneoplasicas, controlables y /o curables

.. ;. . 2
con procedimientos clinicos sencillos.?*

= Existencia de una prueba de cribado validada, simple (aceptada por quien la

recibe y por quien la practica), segura, fiable (especifica y sensible) y

eficiente.

La citologia es la técnica de cribado validada para el cribado del cancer de
cérvix, empleada durante mas de 50 afios. Su eficacia y eficiencia han sido
ampliamente corroboradas. Con ella se ha conseguido reducir en un 75% la
tasa de cancer cervical.

Como ya se ha anotado previamente, la determinacién de VPH-AR es mas
eficaz que la citologia en el cribado primario en mujeres mayores de 30 afios.
En mujeres menores de 30 afos, donde la infeccidn transitoria es muy alta,
seguiremos utilizando la citologia, mas especifica y con un valor predictivo
positivo mejor.

La determinacién del VPH debe practicarse con una técnica validada.

= Disponer de un tratamiento sencillo, seguro y eficaz de la enfermedad en su

fase precursora o inicial.

La relacion entre las lesiones preneoplasicas y el cancer invasor esta bien

definida, la media de edad de las pacientes con carcinoma in situ es entre 10 y

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



22

15 afios inferior a la media de edad de las pacientes con cédncer invasor, segln
la serie. La edad media de las pacientes con CIN ronda los 34 afios, siendo de
48 para cancer invasor. Estos resultados apoyan el concepto de que la
progresion entre las lesiones precursoras y el cancer invasor es de 10 afios.
Después de una citologia patoldgica, se realiza una colposcopia con toma de
biopsias, en las que se realiza el diagndstico definitivo de la lesidn, se define el
grado y se confirma la ausencia de invasién. Para tratar estas lesiones
preneoplasicas se utilizan diferentes técnicas, escision con asa diatérmica
(LEEP), conizacidén, ablaciéon mediante laser o crioterapia. Estas técnicas han
demostrado tener un indice de complicaciones situado entre el 2 y el 4%. Las
complicaciones mas comunes son la hemorragia, la estenosis cervical y la

infertilidad.?>*®

Para poder conseguir la disminucién de la incidencia y la mortalidad de una

enfermedad con un programa de cribado, se necesita alcanzar buenas tasas de
. . 2 .

cobertura, idealmente por encima del 70%°’, alcanzables con un programa de cribado

poblacional, no con un cribado oportunista.

Registros espaiioles.

La incidencia y mortalidad por el cancer de cérvix en Espafia son de las mas bajas del

mundo, siendo similares a las presentadas en Estados Unidos, Canada o Finlandia.”’

La incidencia de céncer de cérvix estimada en Espaifa es de 2511 casos (de mama se
estiman 25215 casos) con una tasa estandarizada por edad de 7,8 por 100.000
mujeres. La mortalidad para el cancer de cérvix estimada es de 848 casos con una tasa

ajustada por edad de 2,1 por 100.000 mujeres.®
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Espana esta dividida en 17 comunidades autonomas, cada una con su politica de salud

publica. Cada regién se va adaptando progresivamente a las recomendaciones de

cribado de las sociedades cientificas. De forma general, se aplica un cribado
oportunista con la citologia como prueba de cribado, alcanzando unos rangos de

cobertura que oscilan entre un 50 y un 69%.

La Guia Espafiola liderada por la Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y
Colposcopia (AEPCC) y auspiciada por 8 Sociedades Cientificas, ya citada®’, publicada
en 2014, recomienda el test de VPH como técnica de cribado primario a partir de los
30 afos (mantiene la citologia de 25 a 30) con una determinacién cada 5 afios en caso

de tener resultado negativo.

Estas nuevas recomendaciones se van aplicando de manera paulatina en las diferentes

comunidades autdnomas.
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1. 3. Lesiones pre neoplasicas de cérvix
1.3.1 Estimacion de su incidencia

No hay registros poblacionales de lesiones de alto grado de cérvix. La estimacion de su
incidencia se realiza a través de la tasa de resultados citoldgicos andmalos anotados en
los programas de cribado, programas que histdricamente han reflejado un potente

incremento de su diagndstico en las mujeres cribadas (Figura 7)
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Figura 7: Tomada de Quinn y colaboradores.”
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La Guia Espafiola para la prevencién del cancer de cuello uterino, ya referenciada

hace las siguientes estimaciones:

“Se estima que de la totalidad de mujeres sexualmente activas en Espafia, 1.938.996,
presentan una infeccion detectable por VPH (1.433.389 entre 25-65 afios) y 438.358
una citologia anormal (336.441 entre 25-65 afios). Pero si se tienen en cuenta las
coberturas estimadas del cribado, sélo se detectaria una citologia anormal a 287.067
mujeres en un periodo de 3 afios. Resultado de este cribado oportunista se detectarian

6139 casos de CIN3 al afio.”

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



25

Las estimaciones globales publicadas se muestran en la figura 8.
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Figura 8: Estimacion de la incidencia de las lesiones preneoplasicas de cérvix. Guia de la

AEPCC.*

Otro dato importante a tener en cuenta es que el tiempo evolutivo de lesién pre-

neopldsica a cancer invasor es de unos 10 afos, y la media de edad de diagndstico de

las neoplasias intraepiteliales es de 34 afos, frente a los 48 afios de media en el

diagndstico de cdncer invasor, datos publicados histéricamente que no han sido

modificados.?’
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1.3.2. Clasificacion: nuevas propuestas.

Fue en 1969 cuando Govan >° describid las caracteristicas histoldgicas de diferentes
anormalidades del epitelio escamoso cervical, separando estos cambios en dos
grandes grupos, los que se consideraban cambios banales (hiperplasia de células
basales, hiperplasia de células de reserva, metaplasia escamosa inmadura, metaplasia
escamosa madura) y los que se consideraban entidades previas al cancer invasor,
entidades con potencial capacidad de progresion. Estos cambios lo dividia en displasia
y carcinoma in situ. La displasia podia ser leve, moderada o severa. La gradacién de la
displasia dependia de la atipia celular y del espesor del epitelio afectado.

A principios de los afios 80 ya se empezaron a publicar numerosos estudios que ponian
de manifiesto la falta de concordancia entre patdlogos a la hora de clasificar las
lesiones siguiendo este sistema, que ademds consideraba como dos entidades
diferentes la displasia severa y el carcinoma in situ, sin definir de una manera
facilmente entendible y reproducible las caracteristicas de cada una de estas dos

entidades.

En este ambiente de confusidn se hizo necesario crear una nueva clasificacion, y asi es
como nace en los 80 la clasificacién: Neoplasia Cervical Intraepitelial (CIN).3! Usando
una terminologia ya propuesta por Ralph Richart en 1973.3? Esta clasificacion se centra
en describir las lesiones consideradas preneoplasicas, sin mencionar otro tipo de

modificaciones epiteliales.
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Esta clasificacion contempla y define tres categorias:

CIN 1: las células que muestran alteraciones estan situadas en el tercio inferior del
epitelio. En el tercio superior vemos los coilocitos (efecto citopatico del virus en la

infeccidn productiva)(flechas). (Fig. 8)

Figura 8: CIN 1 (HE 20x)*

CIN 2: las caracteristicas citolégicas son similares a las descritas para CIN 1 pero las
células afectadas se situan por encima del tercio inferior, pero sin superar los dos

tercios. (Figuras. 9y 10)

Figura 9: CIN 2 (HE 20x)*
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Figura 10: CIN 2 (HE 20x)*

CIN 3 / Carcinoma in situ: en este caso el pleomorfismo suele ser mayor y los cambios
afectan a todo el espesor del epitelio. En esta imagen identificamos figuras de mitosis

(flecha) (figura 11)

Figura 11: CIN 3 (HE 20x)*

*Imagenes posteriormente sometidas a tratamiento digital.
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CIN3 y carcinoma in situ se consideraron similares y se englobaron en una misma

entidad.

Esta clasificacion en tres categorias es la que se sigue utilizando en diferentes ambitos
en el momento actual, a pesar de que desde el principio ya se vio que las
concordancias tanto inter como intraobservador eran muy bajas. Se utilizaba esta
clasificacion tanto en los diagndsticos citolégicos como en los histolégicos. Al respecto,
a principios de los 90 aparecen estudios publicando datos sobre la baja concordancia
entre patélogos a la hora de realizar los diferentes diagndsticos, publicando datos de
indice de concordancia (kappa) interobservador para CIN 1y CIN 2 de 0,329y 0,457 y
de 0,749 y 0,952 para CIN3 y carcinoma invasor, e intraobservador de 0,122, 0,193,
0,574 y 0,797 para CIN1, CIN2, CIN3 y cancer invasor respectivamente.33 Son datos

realmente bajos especialmente para CIN1/2.

En este ambiente de discrepancias, en el afio 1988, un pequefio grupo de citélogos,
patdlogos y clinicos, entre otros, se reunieron en Bethesda, Maryland, USA, con el
objetivo de acordar un sistema de informe de los extendidos citoldgicos obtenidos de
cérvix que intentara aclarar la situacién y, ademas, pudiera dar informacién relevante

al ginecélogo que pudiera orientar su conducta clinica.
El resultado del primer encuentro fue el Sistema Bethesda 1988, publicado en 1990 **
Esta nueva terminologia pretendia respetar tres conceptos fundamentales:
® Laterminologia empleada debe comunicar informacién de relevancia clinica.
® Laterminologia debe ser uniforme y reproducible.
= Laterminologia debe reflejar los conocimientos mas actuales.

Al principio la nueva clasificacion fue recibida con escepticismo ya que eliminaba la
categoria diagnodstica CIN2 o displasia moderada, para utilizar una clasificacion binaria:
lesiones de alto o bajo grado (HSIL-LSIL). Este sistema separaba las entidades para

facilitar la actitud clinica (bajo grado: seguimiento vs alto grado: colposcopia) y al
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eliminar una categoria pretendia conseguir mayor reproducibilidad. En 2002 se publicé
la revision del sistema, que con pocas modificaciones, se usa en el informe citoldgico

en la actualidad.®

A finales de los afios 90 ya existen publicaciones que sugieren la aplicacion de esta
clasificacion binaria al diagndstico histoldgico, intentando mejorar los indices de

concordancia®®
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1.3.3 Los problemas para su diagnéstico. Papel de los biomarcadores.

A lo largo de la primera década del siglo XXI siguen publicAndose numerosos trabajos
donde se hace patente la baja concordancia expresada por el indice kappa entre
patdlogos a la hora de diagnosticar las biopsias de cérvix, sobre todo a la hora de
diagnosticar CIN2 (Tabla 1)*"%33%4° E| diagnéstico de CIN2 es importante, puesto que

se considera una lesiéon de alto grado, y como tal va seguida de un tratamiento

escisional con las consiguientes complicaciones.

CN1 No consta 0,64 0,53 No Consta
CIN2 0,40 0,40 0,35 0,43
CIN3 0,61 0,68 0,72 0,80

Tabla 1: comparacion de los indices kappa de concordancia entre diferentes series.

En este ambiente de confusién, en Marzo de 2012, se reunié el Colegio Americano de
Patdlogos y la Sociedad Americana de Patologia Cervical y Colposcopia para intentar
estandarizar criterios y poner al dia la nomenclatura de las lesiones del tracto genital
inferior (cérvix, vagina, vulva y ano) asociadas al VPH. De este encuentro nace el

Proyecto LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology).**
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Conociendo la biologia del VPH, el virus interacciona con el epitelio escamoso de dos
maneras diferentes: de una manera transitoria, productora de viriones, que origina las
lesiones de bajo grado, y de una manera persistente, en la cual los oncogenes virales
ya se han integrado en el genoma de la célula huésped desencadenando la produccién
de las oncoproteinas virales E6 y E7, que forman complejos con p53 y con pRb®,
produciéndose una expansion clonal del epitelio. Esta ultima es la que nos interesa
detectar y tratar. Son dos formas claramente diferentes de interaccionar el virus con
el epitelio, que representarian las lesiones de bajo y alto grado respectivamente. El
Sistema Bethesda ya aplica esta clasificacion a la citologia, mas relacionada con la
naturaleza de enfermedad, y no la clasificacion CIN, mas compleja y menos
reproducible. El fin Ultimo de los sistemas preventivos es detectar y tratar, si procede,

las lesiones de alto grado.

Con estas premisas, LAST sugiere aplicar la clasificaciéon binaria a las biopsias, para

mejorar reproducibilidad y facilitar el manejo de las lesiones.

La interpretacion de la colposcopia y de la biopsia son subjetivas, y puede haber
lesiones en diferentes estadios. El uso racional y adecuado de la biopsia, basado en la

localizacién y tipificacion adecuada de las imagenes colposcépicas es mandatorio.***

Es en este punto, en el de mejorar la precision, donde podriamos apoyarnos en los

biomarcadores para mejorar la concordancia y hacer mas preciso el diagnéstico.

Aunque se han estudiado varios (p53, Ki-67) el biomarcador por excelencia en las
lesiones del tracto genital inferior relacionadas con VPH es p16*. Existen mdltiples
estudios analizando Ki67 y p53 sin obtener resultados satisfactorios que permitan la

estandarizacion de su uso.**

Recientemente se ha descrito una nueva poblacion celular de la unién
escamocolumnar que presenta una serie de biomarcadores caracteristicos, entre ellos
la citoqueratina 7 (CK7) un marcador de uso habitual en todos los laboratorios de

Anatomia Patoldgica. Estos marcadores, son positivos en casi todas las lesiones de alto
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grado y en los cénceres invasores y en los adenocarcinomas VPH positivos. Se ha
descrito que las lesiones positivas para CK7 tienen menor indice de regresion, aunque
deben realizarse mas estudios en esta linea para poder obtener conclusiones

definitivas. *

P16 es una proteina inhibidora 2A de quinasa dependiente de ciclina, también
denominada CDKN2A. Es una proteina supresora de tumores codificada en humanos

por el gen CDKN2A.

Esta proteina bloquea la fosforilacion de varias ciclinas y contrarresta la fosforilacién y
la inactivacion de pRB. Asi en células normales, una sobreexpresion de p16 inhibe el

ciclo celular, por tanto p16 es un factor antiproliferativo protector del genoma.™

El Oncogen E7 cuando se integra en el genoma celular interacciona tanto con pRB
como con pl6. Esta sobreexpresion puede detectarse con técnicas de
inmunohistoquimica. Una sobreexpresion de p16 como indicador de integracién viral
se detecta en una biopsia de cérvix como tincidn intensa y difusa en el epitelio

escamoso, tal como se muestra en la figura 12 y en la figura 13.

Figura 12: Biopsia de cérvix tefiida con p16 que muestra positividad intensa y difusa en todo el

espesor del epitelio. (p16 20x) *
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Figura 14: Imagen que muestra positividad de p16 sélo en estratos basales. (p16 20x)*

*Imagenes posteriormente sometidas a tratamiento digital
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Los canceres de cérvix, y sus precursores, demuestran una sobreexpresién de p16

como resultado de la inactivacion de pRb por E7 (Figura 15).

Aunque la mayoria de biopsias tefidas con pl6 son faciles de interpretar como
positivas o negativas, existen casos ambiguos, en los que diferentes patdlogos
discrepan. Un trabajo reciente analiza una serie de estos casos, mas dificiles de valorar

observando que el 70% de estos casos son negativos para VPH de alto riesgo®.

Series recientes demuestran una sensibilidad y una especificidad para detectar HSIL de
pl16 que ya alcanza 99% y 95% respectivamente, ademas de tener un muy buen valor
predictivo positivo, cuando la tincidn en el epitelio es fuerte y difusa, y muy buen valor

. . . . . .7 2
predictivo negativo cuando no existe tincién.”

La evidencia demuestra que las lesiones de bajo grado (LSIL) son las que regresan en
su mayor parte y como tales se manejan, haciendo seguimiento. Las LSIL equivaldrian a
las anteriores CIN1. Las lesiones de alto grado (HSIL) son aquellas con verdadero riego
de progresion a cancer invasor y hay que tratarlas. Los antiguos CIN3 estarian en esta

categoria.

El problema estd con los CIN2. Esta categoria diagndstica supone un verdadero

problema tanto para ginecdlogos a la hora de manejarlos, como para patdlogos a la
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hora de diagnosticarlos. Hasta ahora, los CIN2 se consideraban lesiones de alto grado
con verdadera capacidad de progresién a cancer y como tales se trataban, pero la
literatura®’, ha demostrado que es una categoria ambigua, hasta un 64% regresan en
los 12 primeros meses® y tiene muy baja concordancia entre patdlogos a la hora de
diagnosticarla, por lo que se ha hecho necesario el uso de técnicas de soporte,
biomarcadores, para intentar homogeneizar diagndsticos. No se pretende el uso
indiscriminado de los biomarcadores, sino un uso racional, sélo en aquellos casos en

los que es necesario.

La concordancia entre patdlogos a la hora de diagnosticar CIN2 es del 43%, con series
en las que no se alcanzan el 31%. Los CIN2 representan lesiones que algunos

patdlogos clasificarian como CIN1 y otros clasificarian como CIN3.*

Los biomarcadores, p16 concretamente, ayudarian a resolver estos casos complejos,

ya que por criterios sélo morfolégicos los CIN2 son dificiles de manejar.

LAST da unas recomendaciones muy claras sobre cuando debemos utilizar p16 en las

biopsias de cérvix:

= En los casos en los que con la Hematoxilina-Eosina existan dudas sobre si se
trata de una lesién de alto grado (CIN2-CIN3) o una lesion benigna (metaplasia

escamosa inmadura, atrofia, cambios reparativos)
= Enlos casos que se interpreten como CIN2:
o Tincidn fuerte y difusa afectando a todo el espesor del epitelio: HSIL

o Ausencia de tincion o cualquier otro tipo de patron diferente al

comentado anteriormente: LSIL — o Lesidon no relacionada con el VPH.

= (Casos en los que existe desacuerdo entre patdélogos, cuando una de las

opciones posibles sea CIN2-3.
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= (Casos de biopsias negativas con citologias previas patoldgicas (citologias
diagnosticadas de Atipia Escamosa de significado indeterminado
(ASCUS)/HPV16+, Células atipicas que no permiten descartar una lesién de alto
grado (ASC-H) o Atipia de células Glandulares (AGC). Anotemos que Ordi y
colaboradores refieren un incremento de deteccion de 24,5% de lesiones
intraepiteliales utilizando pl6 en este supuesto?’. Existen otras series mas
recientes, como la de Alana et al*® que también muestran un incremento

significativo en la deteccién de lesiones en este supuesto.
También LAST insiste mucho sobre cuando no usar p16:
* Enlos casos claros de CIN1
* Enlos casos claros de CIN3

= En los casos negativos (excepto el cuarto supuesto descrito en el apartado

anterior)

Apoyando estas recomendaciones, encontramos diferentes publicaciones, que
muestran la mayor concordancia entre patdlogos a la hora de diagnosticar CIN2 con el

uso de p16.

La serie de Meserve y colaboradores®’ presenta un incremento de 8 puntos, el
metandlisis de Reusenbach®® presenta una K entre observadores para el diagndstico de
CIN2 sdlo con Hematoxilina-Eosina (HE) de 0,41 frente a una K de 0,73 si le afiadimos
pl6. Tom Wright en su estudio CERTAIN*® presentado en la IPV de Ciudad del Cabo
(2017) presenta unos datos de mejora en la concordancia para CIN2 de 0,58 sélo con

HE a 0,73 si afladimos p16.

Apoyando el uso racional de p16, es decir, apoyando su no uso fuera de estas
recomendaciones, existen muchos datos que demuestran la poca efectividad del
biomarcador para intentar seleccionar el 10-15% de lesiones de bajo grado con

probabilidad de progresar.>®
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Este ultimo punto es muy importante, ya que un uso indiscriminado y no adecuado
puede tener consecuencias, nos puede llevar a un sobre diagndstico de lesiones que
realmente son de bajo grado y por una positividad de p16 se diagnostican de HSIL,
cuando en ese caso no deberiamos haber realizado la técnica.”

LAST también nos explica qué criterios debemos seguir para considerar una tincion p16
como positiva. Aunque la bibliografia refleja tasas de concordancia de 0,91*a la hora
de interpretar un pl6 como positivo o negativo, existen toda una serie de casos
intermedios que no son tan faciles de valorar.

Las recomendaciones son considerar una p16 positiva cuando la tincion del epitelio es
intensa y difusa, ya que es en estos casos donde se ha demostrado su gran sensibilidad
y su valor predictivo positivo®, el resto de supuestos (tincion débil, focal, parcheada o
ausencia de tincién) serdn considerados negativos. Sobre los supuestos intermedios
hay bibliografia que justifica falsos diagndsticos de HSIL por interpretar como positivas

biopsias que no lo son. *°

Por tanto, vemos que el diagndstico definitivo se debe hacer de forma conjunta,
valorando primero la Hematoxilina-Eosina y en funcion de ésta realizar p16 cuando sea

necesario.

Con la utilizacién de la clasificacion binaria y el uso de p16, se pretende conseguir una

mayor exactitud diagndstica para poder identificar las lesiones que deben tratarse.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Si p16 se expresa como consecuencia de la reaccién celular a la integracion viral en la
infeccion por VPH, su patrén inmunohistoquimico en lesiones CIN2 puede ser un
marcador de riesgo de progresion y contribuir a la clasificacion predictiva de estos

Casos.
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3. OBJETIVOS PRINCIPALES

* Analizar si la adicion de un corte consecutivo teiido con p16 a la tincidon con
Hematoxilina-Eosina (HE) mejora la concordancia entre patdlogos en el diagndstico
de las biopsias pequefias de cérvix.

* Estudiar si la tincion con pl6 puede predecir la evolucion de lesiones

diagnosticadas como Neoplasia Intraepitelial de Cérvix (CIN) 2.

4. OBJETIVOS DERIVADOS

* Analizar si el uso de la clasificacion dicotédmica — LSIL — HSIL - mejora la
concordancia entre diferentes patdlogos a la hora de valorar biopsias pequefias de
cérvix tefiidas con HE en comparacion con la observada con el uso de la
clasificacion clasica, CIN 1 -2 — 3.

* Estudiar la concordancia entre patdlogos al valorar biopsias tefiidas con p16.
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5. MATERIAL

5.1 Grupo estudio:

Se han seleccionado de entre todas las biopsias de cérvix que se registraron en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Son Dureta, Servicio Balear de Salud, Palma
de Mallorca entre los afios 1999 y 2007, (6196 biopsias) aquellas que habian sido
diagnosticadas de neoplasia intraepitelial de cérvix (CIN) grado 2 por los patdlogos a

cargo, en aquellos afios, de la Patologia Ginecoldgica.

5.2 Criterios de inclusidn:

Para la valoraciéon de hematoxilina-eosina (HE) y p16, se incluyeron las biopsias cuyo
blogue estaba en el archivo, en buen estado de conservacion, y con material
macroscépicamente de tamafio valorable, mayor de 2 mm. La seleccidén final incluyé 132
bloques de CIN2 (“CASOS”)

Para usar como “CONTROLES” se ha hecho una seleccion de 154 biopsias de cérvix,
diagnosticadas en nuestro servicio del Hospital Universitario Son Espases*, entre 2015 y

2016.

Para la segunda parte del estudio (estudio de la evolucién del CIN2), se seleccionaron
entre los 132 CASOS, aquéllos pertenecientes a pacientes con historia clinica vy

seguimiento en el hospital. Hemos recuperado 116 historias clinicas para revisar.

Ademas, se han recogido de las historias clinicas de las pacientes:

* Edad

* Habito tabaquico

* Técnica Anticonceptiva

* Estado Inmunolégico

¢ Informe de la conizacién realizada. Se realiza conizacion en nuestro hospital a 109

pacientes, estudiando el resultado anatomopatoldgico.
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El material sometido a evaluacion en el presente estudio ha incluido, en consecuencia,
286 biopsias: 132 piezas diagnosticadas de CIN2 del histérico (entre 1999 y 2007)
(CASOS) para evaluacion y estudio de la evolucion y 154 biopsias diagnosticadas
recientemente como N.LIE, CIN1, CIN2 o CIN3, (CONTROLES)

La distribucidn final para cada uno de los tramos diagnodsticos de los controles resulté la
siguiente:

- 11 biopsias negativas

-102CIN 1

-7 CIN 2*

-34CIN3

* No se han seleccionado mds biopsias CIN2 para no incrementar aun mds el numero de

biopsias en esta categoria diagnostica al tener ya los 132 CASOS.

5. 3 Criterios de exclusion:
Biopsias demasiado pequenas, bloques ausentes y pacientes sin ningun tipo de

seguimiento en nuestro Hospital.

*En el aflo 2011 se cerro el Hospital Son Dureta trasladando a todo el personal y todos

sus servicios al Hospital Universitario Son Espases.
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En la tabla que se adjunta a continuacion, podemos ver un diagrama del trabajo

realizado.

132 CASOS 154 CONTROLES
Biopsias CIN 2 diagnosticadas entre Biopsias de cérvix diagnosticadas entre
1999-2007 2015-2016
116 PACIENTES CON H2 CLINICA * 11 biopsias negativas
., ¢ 102CIN1
109 PACIENTES CON CONIZACION e 7CIN2
e 34CIN3

286 BIOPSIAS VALORADAS

Tabla 2: Resumen del manejo del Material para este trabajo.
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6. METODO

Dos técnicos especialistas en Anatomia Patoldgica (NL y AB) realizaron dos cortes de los
bloques de parafina de los 132 CASOS incluidos, uno para tenir con Hematoxilina-
Eosina (HE) y otro para teifiir con p16.

No fue necesario realizar nuevos cortes de las 154 biopsias CONTROL, ya que las HE
estaban en perfecto estado y cumplian los criterios de inclusion.

De estas 154 biopsias, se seleccionaron 52 al azar para realizar p16, para que los
patdlogos valoraran los 132 CASOS de CIN 2 mezcladas con otras biopsias, y asi evitar
sesgos.

Para la realizacion de p16 hemos utilizado el Kit CINtec® (Ventana Roche Diagnostics,
Tucson, Arizona) para histologia. Se ha utilizado con los equipos de tincion VENTANA
BenchMarch ULTRA usando el sistema de deteccion OptiView DAB IHC. Uno de los
sistemas disponibles para la realizacién de las técnicas de Inmunohistoquimica en los
Servicios de Anatomia Patoldgica.

En el estudio han participado tres Patélogos evaluadores (GMC, JEST y JJTR) con mas de
veinte anos de experiencia. Los tres son Patélogos Generales, uno de ellos con mayor
dedicacién al campo de la Patologia Ginecoldgica (GMC) y otro con mayor dedicacién a
la Citopatologia Ginecoldgica (JEST).

Los patdlogos realizaron cuatro rondas diagnosticas:

1. Primeraronda: Evaluacion de las HE

Los patdlogos revaluaron las 132 biopsias diagnosticadas de CIN2 previamente, (CASOS)
y establecieron un diagnostico basado en la clasificaciéon CIN1 — CIN 2 — CIN3, con seis
categorias posibles:

0: biopsia negativa

1:CIN1

2:CIN2

3:CIN3

4: Carcinoma
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5: Adenocarcinoma

6: Biopsia no valorable
Para que la evaluacidn fuera ciega y sin sesgos por conocimiento previo, las 132 biopsias
con diagndstico inicial de CIN2 (CASOS) se mezclaron con las 154 con diagnostico
variable (CONTROLES).
A los 3 patdlogos se les pasaron un total de 286 biopsias tefiidas con HE, acompaiadas
de una tabla para que anotaran sus diagndsticos. Todos ellos valoraron los mismos
cristales, en el mismo orden, de manera secuencial. Ninguno de ellos sabia el
diagndstico previo ni el diagndstico del resto de patélogos.

2. Segunda ronda: Evaluacion de p16

Se solicitd a los tres Patélogos la valoracién de las 132 biopsias que habian sido tefiidas
con p16 de forma separada, sin ir acompafiados de la HE correspondiente.

Se les pidid que las clasificaran segln dos niveles de diagndstico:

* Positivo: valor 1, tincidn difusa e intensa de todo el espesor del epitelio.

Figura 16: Ejemplo de biopsia de cérvix tefiida con p16 con resultado positivo.
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* Negativo: valor 0, cualquiera de las otras opciones, sin tincidn, tincién focal, tincién

parcheada o difusa afectando sélo a la capa basal del epitelio.

Figura 18: Ejemplo de biopsia de cérvix tefiida con p16 con resultado negativo, ya que muestra

una tincion débil y focal.
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3. Tercera ronda: Evaluaciéon de HE + p16

Como tercera ronda diagnostica a los Patélogos evaluadores se les proporcionaron, las
132 biopsias CASOS mas 52 biopsias CONTROL (elegidas al azar del total de 154 ) : total
184 biopsias revisadas con HE+p16. De todas ellas se les proporciond la laminilla tefiida
con HE acompanada de su p16 correspondiente.
Para establecer el diagndstico se utilizd fa misma escala diagndstica que en la primera
ronda, ayudandose ahora de la tincion p16:
0: biopsia negativa
1:CIN1
2:CIN2
3:CIN3
4: Carcinoma
5: Adenocarcinoma
6: Biopsia no valorable

4., Cuarta ronda: clasificacion dicotémica con HE

Como cuarta y ultima ronda se les proporcionaron de manera secuencial, 50 HE - sélo
HE- seleccionadas al azar de manera ciega, del total inicial de las biopsias (286) para que
esta vez establecieran el diagndstico de Negativo, Lesion de Bajo Grado (LSIL) o Lesion

de Alto Grado (HSIL) (clasificacién dicotomica).

Si sumamos todas las lecturas que han hecho los patdlogos de las diferentes laminillas,

tanto de HE como de p16, de forma separada y conjunta, teniendo en cuenta las cuatro

rondas, obtenemos que en este trabajo se han realizado un total de 2508 lecturas.
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A continuacidon podemos ver un esquema resumen, donde se recogen las laminillas que

revisa cada patdlogo en cada una de las rondas y las opciones diagnésticas.

RONDA 1 0: NEGATIVO

P1 — LGN

2:CIN 2
286 BIOPSIAS HE 3:CIN3

— | P2 —

132 CASOS + 154 CONTROLES 4: CARCINOMA
\ 5: ADENOCARCINOMA

P3 m) | 6:NOVALORABLE
RONDA 2
P1
132 BIOPSIAS TENIDAS SGLO CON P16 / ¢ | 0: NEGATIVO
286 BIOPSIAS TOTALES I—' —_— | p2 —
132 CASOS 1: POSITIVO
N1
RONDA 3
0: NEGATIVO
‘ 1:CIN1
P1
184 BIOPSIAS TENIDAS CON P16 + SU HEMATOXILINA-EOSINA / 2:CIN2
132 CASOS + 52 CONTROLES —_— | P2 ——
\ 4: CARCINOMA
5: ADENOCARCINOMA
P3 ) | 6:NOVALORABLE

RONDA 4
P1
286 BIOPSIAS H-E 50 BIOPSIAS H-E
‘ L: LSIL
132 CASOS + 154 CONTROLES ELEGIDAS AL AZAR P2 —)
\ H: HSIL
~ /V

Tabla 3: Esquema de las diferentes rondas diagndsticas realizadas por los patélogos.
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Recogidos todos los datos de las cuatro evaluaciones se han analizado:

* Concordancia interobservador al realizar el diagndstico sélo con HE: Ronda 1.

* Concordancia interobservador a la hora de valorar p16: Ronda 2.

* Concordancia interobservador a la hora de valorar HE + p16 (Ronda 3) y concordancia
intraobservador a la hora de establecer un diagnéstico sélo con HE (Ronda 1) vs HE +
p16 (Ronda 3).

* Concordancia intraobservador a la hora de establecer un diagndstico dicotdmico de las

biopsias (LSIL - HSIL): Ronda 4.

Por otro lado, se han estudiado las conizaciones que se realizaron posteriormente a la
biopsia de CIN2. El resultado de estas conizaciones, se ha relacionado con el resultado
de p16 de la biopsia previa, para valorar si la positividad previa de p16 se asociaba a un

mayor numero de HSIL en la pieza de conizacién.

Anadlisis estadistico

Los resultados de cada variable se presentan como media y desviacidon estandar, en el
caso de las variables continuas, y utilizando el recuento de casos por cada categoria y su
frecuencia relativa del total en el de las variables categoricas. En determinados

estimadores se presenta su valor y su intervalo de confianza al 95%.

No se realizé formalmente un cdlculo del tamafio muestral ya que se disponia de una

muestra de mujeres participantes y sus muestras de conveniencia amplia.

La significacion estadistica en las tablas se compara en cada variable realizando una
ANOVA inicial y posteriormente un test bilateral para las variables continuas, y una Chi’
para las categoricas. La correlacidn de Pearson y Spearman se utilizd para determinar la
asociacién entre variables continuas y discretas, respectivamente. Para determinar la
concordancia entre los patélogos se utilizd el porcentaje de casos concordantes y el

indice kappa, estimador que tiene en cuenta la concordancia atribuible al azar en la
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proporcién de la concordancia observada. A la hora de interpretar el valor de kappa es

util disponer, a pesar de su arbitrariedad, de una escala como la detallada en la tabla 4.

Valoracién del indice Kappa

Valor de k Fuerza de la concordancia
<0.20 Pobre

0.21-0.40 Débil

0.41-0.60 Moderada

0.61-0.80 Buena

0.81-1.00 Muy buena

Tabla 4. Fuente: Altman DG. Practical statistics for medical research. New York: Chapman
and Hall; 1991. *?

Finalmente, en todas las pruebas estadisticas realizadas se utilizé un nivel de significacidon

estadistica inferior al 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas sociodemograficas

7.1.1 Edad:

Recogimos la fecha de nacimiento de todas las pacientes de las que habiamos
estudiado una biopsia. Pudimos recoger la edad de todas las pacientes, ya que aunque
no consiguiéramos recuperar todas las historias, la fecha de nacimiento se recoge en

nuestra base de datos acompanando a la biopsia.

La edad media de las pacientes incluidas fue de 34 afios.

EDAD al DX 286 17 68 34,62 8,731

Valid N 286

Tabla 5: En esta tabla observamos la media de edad de las pacientes de todas las biopsias de

cérvix estudiadas.

La media de las pacientes “casos” es de 33,77 afios, oscilando entre 19 y 68 afios.

Se consiguieron del archivo 116 historias clinicas de entre las 132 pacientes CASOS
(pacientes con biopsia de CIN2 en nuestro hospital entre 1999 y 2007) para poder
analizar los datos sociodemograficos. Las 16 pacientes restantes no tienen historia

clinica ni seguimiento en nuestro hospital.
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7.1.2 Tabaquismo:

Se recoge de las historias clinicas si las pacientes fuman, han fumado o no han fumado

nunca. Se codifica numéricamente para facilitar el analisis estadistico.

0: No fumadora
1: Exfumadora
2: Fumadora activa

NC: No Consta. Hay un resto de 4 pacientes en las que no se recoge el dato en la

historia.
[ [ reemss ] e ]
NC 4 3.4
0 35 30.2
1 3 2.6
2 74 63.8
Total 116 100.0

Tabla 6: En esta tabla recogemos los datos respecto al habito tabaquico de las pacientes de
nuestro estudio. NUmero total de pacientes en cada una de las categorias, y porcentaje de

cada una de las categorias con respecto al total.
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7.1.3 Anticoncepcion:
Recogemos de las historias clinicas el uso de anticonceptivos y en el caso de utilizarlos,

especificar cual es. Igual que en ejemplos anteriores, codificamos numéricamente.

0: Ninguno

1: Anticoncepcidon hormonal

2: Dispositivo Intrauterino (DIU)

3: DIU hormonal*

4: Método definitivo (Ligadura de trompas)
NC: No Consta

NC 19 16.4
0 52 44.8
1 34 29.3
2 4 34
4 7 6.0
Total 116 100.0

Tabla 7: En esta tabla observamos el nimero de usuarias de cada uno de los diferentes

métodos y el porcentaje de cada uno de ellos con respecto al total.

*Vemos que no existe ninguna paciente que tenga registrado el uso de DIU hormonal, por este

motivo el nimero 3 no aparece en la tabla.
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7.1.4 Estado Inmunitario

Recogemos el estado inmunitario de las pacientes, diferenciando si Ia
inmunosupresion se debe al Virus de la Inmunodeficiencia Humana o si se debe al uso
de farmacos inmunosupresores por diferentes causas. Codificamos numéricamente

igual que en los casos anteriores.

NC: No consta
0: Normal

2: Tratamiento inmunosupresor

3: VIH
[ [ reewwe ] e ]
NC 4 3.4
0 106 91.4
2 1 9
3 5 4.3
Total 116 100.0

Tabla 8: En esta tabla observamos el estado inmunitario de las pacientes, representadas como

numeros absolutos y como porcentaje del total.
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Hemos codificado los diagndsticos, en todos los casos, de la siguiente manera:

0: Negativo
1: CIN1

: CIN2

: CIN3

: Carcinoma

: Adenocarcinoma

o u A~ W N

: No valorable

RONDA 1

286 BIOPSIAS HE

132 CASOS + 154 CONTROLES

P1

/'

_—*

P2

~

P3

0: NEGATIVO

1:CIN1

2:CIN2

3:CIN3

4: CARCINOMA

5: ADENOCARCINOMA

6: NO VALORABLE

Figura 17: En esta figura observamos una representacion esquematica de la ronda 1.

7.2.1 RONDA 1: Estudio de las biopsias s6lo con la HE

a. Diagndsticos con Hematoxilina Eosina (HE): los tres patdélogos revisaron las 286

biopsias, estableciendo un diagndstico basado en las 6 categorias citadas

anteriormente. (Ver tablas de frecuencia de resultados en el Anexo 1)

b. Comparaciones diagndsticas patdlogos vs GOLD: Hemos comparado los

diagndsticos hechos por cada uno de los patélogos con el diagndstico que

tenian estas biopsias en el archivo. A este diagndstico lo hemos denominado

“GOLD”:

* Patdlogo 1 vs Diagndsticos del archivo (GOLD)
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* Patdlogo 2 vs Diagndsticos del archivo (GOLD)

* Patdlogo 3 vs Diagndsticos del archivo (GOLD)

Con cada una de estas comparaciones, se establecieron unos indices Kappa de

concordancia. (Ver tablas de resultados de la concordancia en el Anexo 2)

c. Comparaciones diagnosticas entre cada uno de los patdlogos: Hemos

comparado los diagndsticos hechos por cada uno de los patdlogos entre ellos

sélo con HE, estableciendo también unos indices Kappa de concordancia.
A continuacién presentamos las tablas obtenidas de las comparaciones realizadas

entre los diagndsticos de cada uno de los patélogos sélo con HE para poder establecer

unos indices de concordancia.
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Tablas de concordancia entre el Patdlogo 1y el Patélogo 2 sélo con HE

HE P2 Total
0 1 2 3 4 6
HE 0 Count 7 1 0 0 0 0 8
P1 % within HE 30.4% 1.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 2.8%
P2
1 Count 16 86 23 1 0 4 130
% within HE 69.6% 87.8% 17.4% 4.3% 0.0% 57.1% 45.5%
P2
2 Count 0 11 62 6 0 1 80
% within HE 0.0% 11.2% 47.0% 26.1% 0.0% 14.3% 28.0%
P2
3 Count 0 0 46 16 3 0 65
% within HE 0.0% 0.0% 34.8% 69.6% 100.0% 0.0% 22.7%
P2
6 Count 0 0 1 0 0 2 3
% within HE 0.0% 0.0% 0.8% 0.0% 0.0% 28.6% 1.0%
P2
Total Count 23 98 132 23 3 7 286
% within HE 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
P2

Tabla 9: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 1 en las filas y los resultados del

Patélogo 2 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas

sombreadas representan el porcentaje de concordancia para cada una de las categorias

diagndsticas. Las categorias diagndsticas estan codificadas numéricamente 0-1-2-3-4-6.

indice Kappa de concordancia

Value Asymp. Std. Error” Approx. ™ Approx. Sig.
indice Kappa de concordancia Kappa . .038 12.157 .000
N of Valid Cases 286

Tabla 10: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con

HE (286) entre el patdlogo 1y el patdlogo 2.
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Tabla de concordancia entre Patdlogo 1 y Patdlogo 3 con HE

HE P3 Total
[0] 1 2 3 4
HE Count V] 8 [0] (o] [0] (o] (] 8
P1 % 0.0% 17.4% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 2.8%
within
HE P3
Count 1 35 85 7 1 0] 1 130
% 50.0% 76.1% 74.6% 9.3% 2.2% 0.0% 33.3% 45.5%
within
HE P3
Count 1 2 28 39 10 o] o] 80
% 50.0% 4.3% 24.6% 52.0% 22.2% 0.0% 0.0% 28.0%
within
HE P3
Count o] 0 1 29 34 1 0 65
% 0.0% 0.0% 0.9% 38.7% 75.6% 100.0% 0.0% 22.7%
within
HE P3
Count 0] 1 [0] [¢] [0] 0] 2 3
% 0.0% 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 66.7% 1.0%
within
HE P3
Total Count 2 46 114 75 45 1 3 286
% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
within
HE P3

Tabla 11: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 1 en las filas y los resultados

del Patélogo 3 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas

sombreadas en rosa representan el porcentaje de casos concordantes para cada una de las

categorias diagndsticas. La sombreada en verde es el porcentaje de casos negativos para el

Patélogo 3 que el Patdlogo 1 ha diagnosticado como CIN1. Las categorias diagndsticas estdn

codificadas numéricamente 0-1-2-3-4-6.

indice Kappa de concordancia

Value

Asymp. Std.
Error®

Approx. T°

Approx. Sig.

N of Valid Cases

Measure of Agreement Kappa

286

.039

11.895

.000

Tabla 12: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con HE (286)

entre el patélogo 1y el patdlogo 3.
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Tabla de concordancia entre Patdlogo 2 y Patdlogo 3 con HE

HE P3 Total
0 1 2 3 4 6

HEP2 | 0 Count 0 16 7 0 0 0 0 23
% within HE P3 0.0% 34.8% 6.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 8.0%

1 Count 1 23 68 6 0 0 0 98

% within HE P3 50.0% 50.0% 59.6% 8.0% 0.0% 0.0% 0.0% 34.3%

2 Count 1 5 36 62 28 0 0 132

% within HE P3 50.0% 10.9% 31.6% 82.7% 62.2% 0.0% 0.0% 46.2%

3 Count 0 0 1 7 15 0 0 23

% within HE P3 0.0% 0.0% 0.9% 9.3% 33.3% 0.0% 0.0% 8.0%

4 Count 0 0 0 0 2 1 0 3

% within HE P3 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 44% | 100.0% 0.0% 1.0%

6 Count 0 2 2 0 0 0 3 7

% within HE P3 0.0% 4.3% 1.8% 0.0% 0.0% 0.0% | 100.0% 24%

Total Count 2 46 114 75 45 1 3 286
% within HE P3 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0%

Tabla 13: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 2 en las filas y los resultados del

Patélogo 3 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas

sombreadas en rosa representan el porcentaje de casos concordantes para cada una de las

categorias diagndsticas. La sombreada en verde es el porcentaje de casos CIN3 para el Patélogo 3

que el Patélogo 2 ha diagnosticado como CIN2. La casilla sombreada en amarillo es el porcentaje de

biopsias que el patdlogo 3 ha diagnosticado como negativas y el patdlogo 2 como CIN1. Las

categorias diagndsticas estan codificadas numéricamente 0-1-2-3-4-6.

indice Kappa de concordancia

Value Asymp. Std. Approx. T° | Approx. Sig.
Error?
Measure of Agreement Kappa - .039 12.075 .000
N of Valid Cases 286

Tabla 14: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con HE (286)

entre el patélogo 1y el patélogo 3.
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7.2.2 RONDA 2: Interpretacion de p16

RONDA 2

P1

132 BIOPSIAS TENIDAS SOLO CON P16

\ 0: NEGATIVO
—)
1: POSITIVO

286 BIOPSIAS TOTALES I

132 CASOS P2

7 I\

P3

Figura 18: Representacion esquematica de la segunda ronda.

Los 3 patdlogos tuvieron que interpretar el p16 de los 132 CASOS sin la HE. Pasamos
un documento explicativo (Anexo 3) sobre cdmo valorar p16, explicando qué patrones
se consideraban positivos o negativos, tratando de homogeneizar resultados. Se les

dieron 3 opciones diagnésticas:

* 0: Negativo
e 1:Positivo

* 6: No Valorable

Para poder establecer un valor definitivo de p16, para poder relacionarlo con las

conizaciones, se selecciond como VALOR DEFINITIVO DE P16 aquel resultado en el que

coincidian dos o mas patdlogos. En un solo caso se obtuvieron 3 valores diferentes. En
este caso se hizo revalorar por el patdlogo 1 y el patdlogo 2 para obtener un
diagndstico de consenso. (Las tablas de los resultados pueden consultarse en el Anexo

3)

También se establecieron comparativas entre los 3 patélogos a la hora de valorar p16,

estableciendo unos indices Kappa de concordancia. (Ver tablas en Anexo 4)
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7.2.3 RONDA 3: Interpretacion de las biopsias valorando la HE junto con su p16

En esta tercera ronda se revisan un total de 184 biopsias. Este nimero lo obtenemos
de seleccionar las 132 biopsias correspondientes a los “CASOS” mezcladas con una
seleccion aleatoria de 52 biopsias mas de entre las consideradas “CONTROLES” (Ver las

tablas con los resultados en el Anexo 5).

RONDA 3

0: NEGATIVO

— 1:CIN1
P1
184 BIOPSIAS TENIDAS CON P16 + SU HEMATOXILINA-EOSINA / - 2:CIN 2

3:CIN3

132 CASOS + 52 CONTROLES —p —
4: CARCINOMA
5: ADENOCARCINOMA
— 6: NO VALORABLE

Figura 19: Esquema de la ronda 3.

Después del anadlisis de los resultados se compararon los diagndsticos realizados por
cada uno de los patdlogos estableciendo unos indices Kappa de concordancia
interobservador (Ver las tablas a continuacién) e intraobservador, al comparar los
diagndsticos hechos por cada patdlogo sélo con HE y con HE mas p16 (ver las tablas en

el Anexo 6).
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Tablas de concordancia interobservador, utilizando HE y p16

* Concordancia entre Patélogo 1 y Patélogo 2

HE p16 P2 Total
0 1 2 3 6
HE p16 0 Count 0 3 1 0 0 4
P1 % within HE p16 0.0% 5.3% 1.2% 0.0% 0.0% 2.2%
P2
1 Count 12 44 3 0 0 59
% within HE p16 100.0 77.2% 3.5% 0.0% 0.0% 32.4%
P2 %
2 Count 0 9 38 7 0 54
% within HE p16 0.0% 15.8% 447%  26.9% 0.0% 29.7%
P2
3 Count 0 1 43 19 0 63
% within HE p16 0.0% 1.8% 50.6% 73.1% 0.0% 34.6%
P2
6 Count 0 0 0 0 2 2
% within HE p16 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0 1.1%
P2 %
Total Count 12 57 85 26 2 182
% within HE p16 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
P2 % % % % % %

Tabla 15: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 1 en las filas y los resultados
del Patdlogo 2 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas
sombreadas representan el porcentaje de concordancia para cada una de las categorias
diagndsticas. Las categorias diagndsticas estan codificadas numéricamente 0-1-2-3-6. En este
caso sblo se comparan 182 casos porque el patélogo 2 deja 2 casos sin valorar. Se consideran

“pérdidas” y debemos eliminarlos para poder establecer las comparaciones correctamente.

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa .388 .048 8.714 .000
Agreement
N of Valid Cases 182

Tabla 16: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con HE y p16
(182) entre el patdlogo 1y el patdlogo 2. En este caso sdlo se comparan 182 casos porque el
patdlogo 2 deja 2 casos sin valorar. Se consideran “pérdidas” y debemos eliminarlos para

poder establecer las comparaciones correctamente.
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* Concordancia entre Patélogo 1y Patdlogo 3

HE p16 P3 Total
0 1 2 3 6
HEp16 0 Count 4 0 0 0 0 4
P1 % withinHEp16 ~ 105%  0.0% 00% 00% 00% 22%
P3
1 Count 34 25 0 0 0 59
% within HE p16 ~ 89.5%  29.8% 00% 00% 00% 321%
P3
2 Count 0 vy 12 1 0 54
% within HE p16 00% 488% 261% 71%  00% 29.3%
P3
3 Count 0 18 34 13 0 65
% within HE p16 00% 214% 739% 929%  00% 353%
P3
6 Count 0 0 0 0 2 2
% within HE p16 00%  0.0% 00%  0.0% 100.0 1.1%
P3 %
Total Count 38 84 46 14 2 184
% within HE p16 100.0 1000 1000  100.0 ~ 100.0  100.0
P3 % % % % % %

Tabla 17: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 1 en las filas y los resultados
del patdlogo 3 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas
sombreadas representan el porcentaje de concordancia para cada una de las categorias

diagndsticas. Las categorias diagndsticas estan codificadas numéricamente 0-1-2-3--6.

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa .071 .042 1.872 .061
Agreement
N of Valid Cases 184

Tabla 18: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con HE y p16

(184) entre el patdlogo 1y el patdlogo 3.
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* Concordancia entre Patdélogo 2 y Patélogo 3

HE p16 P2 * HE p16 P3
HE p16 P3 Total
(6] 1 2 3 6
HE o] Count 11 1 0] o] (o] 12
p16
P2 % within HE 28.9% 1.2% 0.0% 0.0% 0.0% 6.6%
p16 P3
1 Count 26 30 1 o] (o] 57
% within HE 68.4% 36.1% 2.2% 0.0% 0.0% 31.3%
p16 P3
2 Count 1 46 34 4 (o] 85
% within HE 2.6% 55.4% 73.9% 30.8% 0.0% 46.7%
p16 P3
3 Count o] 6 11 9 (o] 26
% within HE 0.0% 7.2% 23.9% 69.2% 0.0% 14.3%
p16 P3
6 Count o] (o] 0] o] 2 2
% within HE 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 1.1%
p16 P3
Total Count 38 83 46 13 2 182
% within HE 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
p16 P3

Tabla 19: En esta tabla observamos los resultados del patdlogo 2 en las filas y los resultados
del patdlogo 3 en las columnas. Las comparaciones se establecen por columnas. Las casillas
sombreadas representan el porcentaje de concordancia para cada una de las categorias

diagndsticas. Las categorias diagndsticas estan codificadas numéricamente 0-1-2-3--6.

Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error? T Sig.
Measure of Kappa .262 .050 6.223 .000
Agreement
N of Valid Cases 182

Tabla 20: indice Kappa de concordancia para todos los diagndsticos emitidos con HE y pl6

(182) entre el patdlogo 2 y el patdlogo 3.

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



69

7.2.4 RONDA 4: Seleccion de 50 biopsias al azar, s6lo HE, para establecer el

diagnostico de Lesion de bajo grado (1) Lesion de alto grado (2) o negativa (0)

RONDA 4

286 BIOPSIAS H-E

132 CASOS + 154 CONTROLES

50 BIOPSIAS H-E

ELEGIDAS AL AZAR

Z
N\

P1

P2

P3

\

~

L: LSIL

H: HSIL

Figura 20: Esquema resumen de la Ronda 4.

* Se estudiaron 50 biopsias elegidas al azar del total de 286 para establecer un

diagnéstico binario. (Ver tablas en anexo 7)

* Posteriormente se establecieron comparaciones entre

realizados por cada patdlogo para poder

obtener

los diagndsticos
indices Kappa de

concordancia (ver tablas de concordancia en Anexo 8. Tablas con indice Kappa

a continuacion)
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Concordancia interobservador con la clasificacion binaria

Patodlogo 1 vs Patélogo 2

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T° Sig.
Measure of Kappa 754 .094 5.350 .000
Agreement
N of Valid Cases 50

Tabla 21: indice Kappa de concordancia para los diagndsticos emitidos (50) con HE utilizando la

clasificacion binaria entre el patdlogo 1y el patdlogo 2.

Patdélogo 1 vs Patélogo 3

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T° Sig.
Measure of Kappa 426 .118 3.236 .001
Agreement
N of Valid Cases 50

Tabla 22: indice Kappa de concordancia para los diagndsticos emitidos (50) con HE utilizando la

clasificacion binaria entre el patdlogo 1y el patdlogo 3.

Patdlogo 2 vs Patdlogo 3

Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa .504 A11 3.892 .000
Agreement
N of Valid Cases 50

Tabla 23: indice Kappa de concordancia para los diagndsticos emitidos (50) con HE utilizando la

clasificacion binaria entre el patdlogo 2 y el patdlogo 3.
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7.3 Recodificacion de los diagnodsticos

Para poder analizar la concordancia con la clasificacidn binaria en un mayor nimero de
casos, siguiendo algunos ejemplos de la literatura, recodificamos los 286 diagndsticos
iniciales hechos por los patdlogos sélo con HE y también recodificamos los 184

diagnésticos hechos con HE y p16 como:

1: Aquellos casos diagnosticados como Negativo y CIN1 se recodifican como 1.
2: Aquellos casos diagnosticados como CIN2-CIN3-Carcinoma se recodifican
como 2.
6: No Valorable

Esta recodificacion se basa en separar los casos en funcién de la actitud clinica a

tomar, es decir, separamos aquellos casos que sélo deben seguirse (Negativo y CIN 1)

de aquellos que requieren tratamiento (CIN2-CIN3-Carcinoma).

Una vez hecha la recodificacion, establecimos indices Kappa de concordancia entre
patdlogos (Las tablas con los porcentajes para cada una de las nuevas categorias

diagnosticas las adjuntamos en Anexo 9)

A continuacién presentamos las tablas con los indices Kappa de concordancia entre

patdlogos utilizando la clasificacién binaria con HE sola y posteriormente afiadiendo

pl6.
1. Concordancia Patélogo 1 vs Patélogo 2
a. Solo con HE tras la recodificacion.
indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error? T° Sig.

Measure of Kappa 722 039 12.912 000
Agreement
N of Valid Cases 286

Tabla 24: Indice Kappa de concordancia para los diagndsticos emitidos (286) con HE utilizando

la clasificacidon binaria entre el patélogo 1y el patélogo 2.

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



72

b. Con HE y p16 tras la recodificacion

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T° Sig.
Measure of Kappa - .041 11.811 .000
Agreement
N of Valid Cases 184

Tabla 25: indice Kappa de concordancia para los diagnésticos emitidos (184) con HE y p16

utilizando la clasificacién binaria entre el patélogo 1y el patdlogo 2.

2. Concordancia Patdlogo 1 vs Patologo 3

a. con HE tras la recodificacion

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T® Sig.
Measure of Kappa - .040 12.718 .000
Agreement
N of Valid Cases 286

Tabla 26: indice Kappa de concordancia para los diagndsticos emitidos (286) con HE utilizando

la clasificacidon binaria entre el patélogo 2 y el patélogo 3.

b. con HE + p16 tras la recodificacion

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa - .051 7.385 .000
Agreement
N of Valid Cases 184

Tabla 27: indice Kappa de concordancia para los diagnésticos emitidos (184) con HE y p16

utilizando la clasificacién binaria entre el patdlogo 1y el patdlogo 3.
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3. Concordancia Patdlogo 2 vs Patdlogo 3

a. con HE tras la recodificacion

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T° Sig.
Measure of Kappa - .042 12.048 .000
Agreement
N of Valid Cases 286

Tabla 28: indice Kappa de concordancia para los diagnésticos emitidos (286) con HE utilizando

la clasificacidon binaria entre el patélogo 2 y el patélogo 3.

b. con HE + p16 tras la recodificacion

indice Kappa de Concordancia
Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T® Sig.
Measure of Kappa 457 .053 7.566 .000
Agreement
N of Valid Cases 184

Tabla 29: indice Kappa de concordancia para los diagnésticos emitidos (184) con HE y p16

utilizando la clasificacién binaria entre el patdlogo 2 y el patdlogo 3.
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7.4 Estudio de las conizaciones posteriores a las biopsias de CIN2.

De los 132 CASOS de CIN2, tenemos conizacidn en nuestro servicio de 109.

Frecuencia Porcentaje

Valid 23 17.4
carcinoma 1 8
CIN1 11 8.3

CIN2 30 22.7

CIN3 60 455
NEGATIVO 7 5.3

Total 132 100.0

Tabla 30: En esta tabla analizamos el resultado anatomopatoldgico de las piezas de conizacion

que siguieron a la biopsia. Vemos la frecuencia de cada una de las categorias y el porcentaje

que representa cada una sobre el total.
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7.5 Resultado de p16:

Tras la valoracién de forma independiente por cada uno de los patélogos de las
biopsias tefiidas con p16, se decide un resultado de consenso, el que se repiteen2 6 3

ocasiones.
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 33 25.0
1 97 73.5
6 2 15
Total 132 100.0

Tabla 31: Muestra el resultado de consenso de pl6. La frecuencia de cada una de las
categorias y el porcentaje de cada una de ellas sobre el total.
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7. 6 Resultado de las conizaciones estratificadas en funcion del valor de p16

Resultado CONIZACION

Total

No CARC. NEGATIV
Segui-
miento
pl6 0 N2 4 0
en % 17.4% 0.0%
Biopsia
1 N2 19 1 25 47
% 82.6% | 100.0
% % %
6 N2 0 0 0 0 2 0 2
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3% 0.0% 1.5%
Total 23 1 11 30 60 7 132
100.0% | 100.0 | 100.0 100. 100. 100.0% | 100.0
% % 0% 0% %

Tabla 32: En esta tabla reflejamos el resultado de las conizaciones estratificadas en funcién del
valor de p16 de la biopsia previa.
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8. ANALISIS CRITICO DE LOS RESULTADOS

8.1 Caracteristicas sociodemograficas

8.1.1 Edad

Uno de los primeros datos que recogimos de nuestras pacientes fue la edad al
momento de realizacién de la biopsia, nuestras pacientes tiene un rango de edad que
oscila entre 17 afios la mas joven y 68 afios la mas mayor. Nuestra serie tiene una edad
media de 34 aios. Si estudiamos por separado las 132 pacientes “CASOS” la media de
edad son 33,77 aiios siendo la mayor de 68 afios y de 19 afios la mas joven. Grandes
series muestran que la edad media para el diagndstico de lesiones precancerosas
oscila entre los 25 y los 35 afios.” Estudios clasicos reflejan que el porcentaje de
lesiones CIN 1 que remiten espontaneamente oscila entre el 60% y el 80%*3 segun la
serie, el 30% persisten, el 10% progresan a CIN3 y de éstos un 1% progresan a invasion.
La probabilidad de remisién es menor a medida que aumenta la edad como también es
menor la tasa de nuevas infecciones®. Por tanto nuestra muestra se ajusta a la

poblacién de interés con respecto a la edad.

8.1.2 Tabaquismo

La infeccién por un VPH de alto riesgo se considera condicidon necesaria, pero no
suficiente, del cancer cervical. Existen una serie de cofactores de progresion,
favorecedores de la persistencia. El primero, y de los mas importantes, es el tabaco. El
tabaquismo es el cofactor mas importante de progresion, con un aumento de riesgo

16 . . o
de hasta 3 veces frente a las no fumadoras™ De nuestra serie de pacientes, el 63,8%
eran fumadoras activas, frente a un 30,2% que referian no haber fumado nunca. Por
tanto, nuestra serie concuerda también con lo que refleja la literatura, el 70% de las

pacientes esta o ha estado en contacto con el tabaco.
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8.1.3. Anticoncepcion Hormonal

Otro cofactor que ha demostrado tener importancia en la persistencia de la infeccién
por VPH es el uso prolongado de anticonceptivos hormonales. El uso de
anticonceptivos hormonales durante cinco afnos o mas, incrementa hasta cuatro veces
el riesgo de persistencia.'® De nuestra serie, el grupo mayoritario fue el que referia no
utilizar ningin método anticonceptivo (44,8%) aunque el segundo grupo, fue el de las
pacientes que utilizaban anticoncepcién hormonal (29,3%). La muestra presenta un
comportamiento similar al de la poblacion de esta edad en Espafia. A diferencia de
otros paises el uso de la anticoncepcién hormonal ha sido sustituido por el
preservativo aunque de forma inconstante. Esto explica también el bajo uso de
anticoncepcidén referido ya que muchas pacientes no consideran el preservativo como

un método anticonceptivo.

8.1.4 Estado Inmunitario

El estado Inmunitario también es importante. Las pacientes inmunodeprimidas,
debido a cualquier causa, estan mas predispuestas a la persistencia de la infeccion.’
En nuestra serie de pacientes, el grupo mayoritario referia tener un estado inmunitario
sin alteraciones (91,4%), sélo contamos 5 pacientes VIH + y una en tratamiento crénico

con corticoides lo que supone un 5,2% de las pacientes.
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8.2 Diagnéstico de las biopsias

8.2.1 Estudio de las biopsias con HE

Diagnadstico de las biopsias en el archivo

Seleccionamos de forma retrospectiva un total de 286 biopsias (132 CASOS +
154 CONTROLES) para ser reanalizadas los patélogos. Estas biopsias ya habian
sido diagnosticadas, y las pacientes tratadas en funcion de ese diagndstico.
Como no existen registros de incidencia de enfermedad preneopldsica, al
tratarse de una enfermedad asintomatica y no ser un cdncer propiamente
dicho, los datos de incidencia que tenemos son estimativos.”® Por tanto a la
hora de realizar nuestra serie, las proporciones son similares a las estimaciones
existentes?® aunque entre los casos estudiados hay, obviamente, un mayor
numero de biopsias con diagndstico CIN2 (48,6%), puesto que el diagndstico
CIN2 es el punto de partida de nuestro estudio, y todos nuestros CASOS (132)
son CIN2.

Revision de casos

Si analizamos la frecuencia de diagndsticos de cada uno de nuestros patdlogos,
veremos que tanto para el patélogo 1 como para el 3, su diagndstico mas
frecuente es el de CIN1 representando un total de 45,5% para el patélogo 1y
un 39,9% para el patdlogo 3. El diagndstico mas frecuente para el patédlogo 2

fue de CIN2 (34,3%)
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Tablas de concordancia

Para poder obtener diferentes indices de concordancia, hemos realizado multiples
comparaciones.
Primero hemos comparado los resultado del andlisis de cada patdlogo con los

diagndsticos que tenian estas biopsias en el archivo (GOLD). Esta comparacién me

parece interesante, porque comparamos a cada uno de ellos con una misma serie.

45,5 % 63,6% 81,8%

89,2% 68,6% 66,7% 61,9% 52%
48,6% 71% 48,6% 47,6% 35%
79,4% 35,3% 70,6% 75% 72%
0,502 0,465 0,415 0,6

Tabla 33 : En esta tabla recogemos el porcentaje de concordancia para cada categoria
diagnédstica, de cada patdlogo, comparado también con los resultados publicados en dos

articulos de referencia. También incluimos el indice Kappa de concordancia total.

Si analizamos con mas detalles los resultados, vemos que a la hora de analizar
porcentajes de concordancia, el patdlogo 1 y el patélogo 3 se aproximan a lo que
recoge la literatura. La concordancia para diagnosticar CIN2 ronda el 35-45 % y se
sitla entre un 70-80% a la hora de diagnosticar CIN3 33

Los resultados del patélogo 2, se escapan un poco de lo esperado, puesto que su

concordancia a la hora de diagnosticar CIN2 supera el 70%, en este caso, creemos que

puede haber un sesgo, al ser conocedor de que el estudio versaba en torno al CIN2.
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En todas las comparaciones, vamos a utilizar el indice Kappa de concordancia.

Valoracién del indice Kappa

Valor de k Fuerza de la concordancia
<0.20 Pobre

0.21-0.40 Débil

0.41-0.60 Moderada

0.61-0.80 Buena

0.81-1.00 Muy buena

Tabla 4 : Recordamos la tabla sobre la valoracién del indice Kappa de concordancia.

En este caso vemos que los tres patdélogos tiene un indice de concordancia entre 0,41 y
0,60 un indice de concordancia moderado.

Son buenos resultados, si los comparamos con los datos que refieren Bergeron, que
encuentra que los indices K de concordancia oscilan entre 0,45 y 0,50, existiendo series
anteriores donde la K no superaba el 0,2** En cambio, si lo comparamos con el 0,6 que
nos da Klaes*, nos puede parecer un resultado menos bueno, pero hay que tener en
cuenta, que en su estudio se especifica, que este indice Kappa se obtiene mediante el
analisis de las biopsias por “patdélogos expertos” y en biopsias procedentes de
conizacion. En nuestro caso, son patdlogos generales, uno de ellos con “especial
dedicaciéon” a la patologia ginecoldgica y analizando biopsias “punch” cosa que hace
gue la concordancia sea menor, porque las biopsias son mas pequenas. Segun la
bibliografia, los indices K pueden pasar de 0,49 en biopsia punch a 0,63 en piezas

procedentes de conizaciones>>*®
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Si comparamos los diagndsticos de cada patélogo con los demds, tenemos los

siguientes resultados:

17,4% 34,8% 86,5% 71%
74,6% 59,6% 61,9% 52%
52% 82,7% 47,6% 35%
75,6% 33,3% 75% 72%
0,41 0,41 0,6

Tabla 34: Resumen de resultados de porcentajes de concordancia e indice Kappa si
comparamos a los patdlogos entre si valorando biopsias sélo con HE. Comparamos también
con los resultados publicados. (Estos resultados se recogen de las tablas de resultados

presentadas en el apartado anterior)

Esta tabla también refleja bastante bien lo esperado segun la literatura, salvo las
celdas sombreadas y con los numeros en negrita. En este caso, vemos que el patdlogo
2 y el 3 coinciden en un porcentaje muy alto de CIN2 y menor de CIN3, esto se debe a
que el patdlogo 2 ha diagnosticado un nimero muy alto de CIN2, a expensas de bajar
de categoria lesiones que el patdlogo 3 ha considerado CIN3. Pero los indices K que es
donde se mide la concordancia total, siguen estando por encima de 0,40 (concordancia

moderada).
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8.2.2 Interpretacion de p16

Los 3 patdlogos tuvieron que interpretar el p16 de los 132 casos sin la HE. Pasamos un
documento explicativo (Ver Anexo 3) sobre como tenian que valorarlo, dandoles tres
opciones, positivo, negativo o no valorable. Se establecié como valor definitivo de p16,
el que resultaba de la mayor coincidencia de las tres lecturas: Si coincidian los 3 era
obvio. Si habia discrepancias, se elegia el que se repetia dos veces. En un solo caso se
obtuvieron 3 valores diferentes. En este caso se solicitd una nueva lectura por el

patdlogo 1y el patdlogo 2 para obtener un diagndstico de consenso.

Aunque la literatura releja diferentes maneras para valorar p16, algunos establecen
una puntuacion (Score) considerando unos valores intermedios si se observa tincion

parcheada y focal.>

En nuestro caso, para decidir cdmo se valoraba p16, es decir qué criterios se utilizaban
para considerar la tincidon como positiva o negativa, se siguieron los criterios
publicados por C. Bergeron®® quien consideraba sélo positivos aquellos casos que
muestran una tincion fuerte y difusa afectando a todo el espesor del epitelio, el resto
de casos los considera negativos. Existe una publicacion reciente de Liu vy
colaboradores, en la que se clasifican como positivas aquellas tinciones fuertes vy
difusas, como negativas aquellas con tincidon focal y débil y después describe que
existen toda una serie de casos “ambiguos” o no clasificables, porque no pueden
encuadrarse en ninguna de estas dos categorias. En este estudio en el 70% de los casos

ambiguos la determinacion de VPH-AR fue negativa®®.
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El porcentaje de positividad para cada patdlogo es variable:

_ 76,3% 76,6% 61,5% 74,6%

Tabla 35: Resumen del porcentaje de positividad de pl16 segln la interpretaciéon de cada

patdlogo. La cuarta columna representa el porcentaje de positivos resultante tras establecer

los valores de consenso.

Vemos que los porcentajes de positividad son bastante parecidos, aunque el patélogo

3 tiene un porcentaje de positividad notablemente inferior.

Los indices K de concordancia a la hora de interpretar p16 reportados en la literatura

son variables, desde 0,73 reportado por Meserve®’, 0,89 de Bergeron44

Nuestra concordancia para interpretar p16 como positivos es la siguiente:

- 0,82 0,649 0,625 0,73 0,87 0,89

Tabla 36: En esta tabla resumimos el indice Kappa de concordancia entre los diferentes

patdlogos a la hora de interpretar las biopsias de pl6 como positivas, mostrando también

datos publicados en la literatura.

Al comparar estos resultados, llama la atencidon el indice Kappa de las dos
comparaciones que implican al patélogo 3. Recordemos que, como se muestra en la
tabla 34 de este mismo apartado, era el patélogo que diagnosticaba menos positivos.
Esto se puede explicar, si tenemos en cuenta que, a pesar de que la mayoria de
articulos explican la facilidad de interpretaciéon de pl16, encontramos diferentes

criterios de positividad segun los articulos que revisemos, no existen unos criterios de
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positividad de consenso. En el articulo de Bergeron, se les hace un entrenamiento de
treinta minutos a los patdlogos que debian interpretar el p16.* Nosotros pasamos a
cada uno de nuestros tres patdlogos, una hoja explicativa de cdémo debian
interpretarlo, sélo como positivo o negativo, eliminando valores intermedios,
explicando que sélo debian considerar positivas aquellas biopsias que mostraban una

tincion intensa y difusa afectando a todo el espesor del epitelio.

Estas diferencias pueden deberse, a la dificultad para interpretar la positividad, o al
criterio diferente del patdlogo 3, ya que es notablemente diferente al de los otros dos.
Como recoge la literatura, algunos autores se conforman con una positividad intensa y
difusa sdlo de un 5% de la celularidad, mientras que otros quieren ver positividad en

, . e 1
mas del 50% para considerarlo positivo’

Por tanto, esto pone de manifiesto, que la positividad o negatividad de p16, también
es una cuestion de interpretacion. No es una prueba tan objetiva y tan “facilmente”

interpretable y hasta el dia hoy, no existen ni guias ni valores de consenso.
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8.2.3 Estudio de las biopsias con HE junto con su p16

En esta tercera ronda se revisan un total de 184 biopsias. Este nimero lo obtenemos
de seleccionar las 132 biopsias correspondientes a los “CASOS” mezcladas con un

grupo aleatorio de 52 biopsias mas seleccionadas de entre las recientes, CONTROLES.

Si analizamos las frecuencias diagndsticas para cada una de las categorias diagnosticas
de cada uno de los patdlogos, vemos que el Patdlogo 1 diagnostica una mayoria de
CIN3 (35,3%), el patélogo 2 una mayoria de CIN2 (46,7%) y el patdlogo 3 una mayoria
de CIN 1 (45,7%).

Si estudiamos el porcentaje de diagndsticos de alto grado (CIN2 + CIN3) tras la

utilizacion de p16 queda de la siguiente manera:
Patélogo 1: 64,6%
Patélogo 2: 61 %

Patélogo 3:32,6%

Vemos que el patélogo 3 considera la mitad de las biopsias de alto grado, que los
patdélogos 1 y 2 tras la interpretacion de pl16. Esto estda acorde con su menor
interpretacion de positividad para p16. Como él ha considerado muchos menos p16

positivos, también considerara muchas menos biopsias de alto grado.
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Estas diferencias afectaran de manera notable a la concordancia en la interpretacién

de las biopsias.

0% 10,5% 28,9% 94%
77,2% 29,8% 36,1% 91%
44,7% 26,1% 73,9% 100%
73,1% 92,9% 69,2% 99%
0,38 0,07 0,26

Tabla 37: Comparacidén de los porcentajes de concordancia entre patélogos estratificados por
categorias, con su indice Kappa total, incluyendo un valor de referencia, tras la interpretacion

de las biopsias junto con su p16.

Si analizamos estos datos, vemos que los porcentajes de concordancia son muy
variables, y muy inferiores a los reportados en la literatura, y los indices Kappa son
muy bajos, muy inferiores a lo esperado, y muy inferiores a los que obtuvimos en el

analisis sdlo con hematoxilina-eosina.

K 043 0,38 0,41 0,07 0,41 0,26 0,566 0,749

Tabla 38: En esta tabla podemos ver un resumen de los indices kappa obtenidos en cada serie
comparados con la literatura. Los sombreados en naranja recogen la concordancia a la hora de
interpretar las biopsias entre el patélogo 1y el 2, primero sélo con HE (0,43) y después con HE

y p16 (0,38).

Lo mismo analizamos para las comparaciones entre patélogo 1 y 3 (sombreado en
verde) y para las comparaciones entre el patélogo 2 y el patdlogo 3 (sombreado en

amarillo).
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Comparando cada pareja, sombreadas del mismo color, vemos que cuando les damos
a los patdlogos el p16, en todos los casos la concordancia empeora en todos los casos,
y de manera mas notable en las comparaciones que implican al patélogo 3. En cambio,
en los datos reportados en la literatura la concordancia mejora mucho con p16. En la

tabla 38 vemos los datos aportados por la Dra Bergeron.**

Si estudiamos otras series, como la de Meserve, por ejemplo, aunque la mejoria no es
tan notable, también mejora, pasando de 0,67 sin p16 a 0,69 cuando se afiade esta
tincion adicional.®’

También hemos analizado la concordancia intraobservador tras la realizacion de p16,
es decir, comparar los diagndsticos que hizo cada patdlogo, primero sdélo con

Hematoxililna y después los que hizo tras la valoracion de p16. Si analizamos los tres

indices Kappa que hemos obtenido vemos lo siguiente:
indice Kappa:

* Patdlogo 1: 0,456

* Patdlogo 2: 0,592

* Patdlogo 3: 0,323
Vemos cdmo los patdlogos 1 y 2 son bastante concordantes, mientras que el patdlogo
3 tiene un indice Kappa consigo mismo de 0,323 (se considera débil). Recordemos que

fue el patdlogo con menor indice de positividad.

Llegados a este punto, nos planteamos a qué pueden deberse estas diferencias y por
gué nuestros resultados son tan diferentes a los publicados en la literatura, ya que en
nuestro estudio afiadir p16 a la HE hace que empeoren los indices de concordancia en

todos los casos.

Una de las posibles causas, es que p16 haya hecho de factor de confusidn, sobre todo
para el patdlogo 3. Nosotros lo hemos proporcionado indiscriminadamente para todas

las biopsias, independiente del diagndstico de las mismas.
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.. / . 1
Este procedimiento no estd recomendado, tanto el estudio LAST*' como otras
publicaciones, recomiendan sélo realizarlo en unos casos concretos que son los

siguientes:

* Duda entre negativoy CIN2 -3
* Diagndstico CIN 2
* Desacuerdo entre patélogos
* Node rutina en Negativo, CIN1 o CIN 3
Estas recomendaciones son reforzadas en series posteriores, ya que realizar p16

indiscriminadamente, puede llevar a sobrediagndsticos y sobretratamientos’

Ademas en nuestro caso, hemos proporcionado las laminillas tefiidas con p16 sin
ninguna formacién, sélo con la informacién por escrito sobre qué patréon de tincion
considerar positivo y qué patrdn de tincion considerar negativo, y los patélogos 2 y 3

no tienen experiencia en su utilizacion.

Por otro lado, analizando mas profundamente los diferentes estudios publicados que
hemos ido comentando, vemos que una de las series mas importantes, la de Bergeron,
parte de unas biopsias diagnosticadas siguiendo la categoria CIN (CIN 1 — CIN 2 — CIN 3)
como es nuestro caso, pero a la hora de establecer los datos de concordancia,
apoyandose en que el manejo de las pacientes es el mismo para las pacientes con CIN
2 y CIN 3, las agrupa en una misma categoria — HSIL- y las biopsias diagnosticadas de
CIN1, como no se debe intervenir ya que el 80% de las mismas regresan, las agrupa
con las biopsias negativas y al grupo resultante lo llama LSIL. Con esta nueva
clasificacion establece los indices Kappa de concordancia, que ya hemos presentado

anteriormente (ver k de Bergeron et al en tabla 38).*

Meserve también analiza la concordancia en los diagndsticos tras la p16 en HSIL,

agrupando bajo esta categoria las biopsias CIN2+>".
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Horn y colegas, también publican una serie, en la que empiezan a analizar las
concordancias por pares de patdélogos con la clasificacidon CIN, para acabar analizando

los datos con la clasificacin binaria, que resulta mas consistente.>

En este contexto, decidimos realizar otro andlisis aplicando el mismo sistema de
codificaciéon que se aplica en los articulos referidos anteriormente. Asi podremos
establecer unos nuevos indices de concordancia. Recodificamos las biopsias, Ilamando
LSIL a lo diagnosticado como Normal o CIN 1y como HSIL a lo diagnosticado como CIN

2y CIN 3.

Con esta recodificacion, volvemos a establecer indices de concordancia entre los

diferentes patdlogos sélo con hematoxilina, y después con HE y p16.

0,749

- 0,722 0840 0,720 @28 0,654 MBI 0,566

Tabla 39: Resumen de los resultados obtenidos tras la reclasificacion de las biopsias siguiendo
una clasificacién binaria en sélo dos categorias, agrupadas por parejas y comparados con la

literatura. Se compara tanto la K de la valoracién con HE y después con HE +p16.

Analizando estos datos en profundidad, lo primero que observamos es la mejora de la
concordancia diagndstica entre patdlogos sélo con HE si se utiliza la clasificacién

binaria.

- 0,43 0,722 0,41 0,720 0,41 0,654

Tabla 40: Resumen de los indices Kappa de concordancia entre las diferentes parejas de

patdlogos sélo con HE utilizando la clasificacion clasica (CIN) y con los mismos casos

recodificando los diagndsticos. (¥REC=Resultados recodificados)

Al tener sélo dos categorias diagndsticas, los resultados son mucho mas reproducibles.

Esta aseveracion, ya se puede encontrar en publicaciones de principio de la década de
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los 90, en las que ya se observan las discrepancias y las bajas concordancias
diagndsticas en la clasificacion en tres categorias, y donde ya se empieza a sugerir una
clasificacién binaria, apoyandose en que quiza el CIN 1 no es una entidad “realmente”
preneoplasica, lo llaman “CIN borderline”, que sdélo requiere seguimiento , mientras
que el CIN2 y el CIN3 son los que verdaderamente se tratan y tienen verdadero
potencial de persistencia y progresién. En este momento eran estudios preliminares,
buscando homogenizar nomenclatura y facilitar manejo, aqui sin apoyarse en ninguna

inmunohistoquimica®.

De ello se deduce que para los patdlogos resulta mas sencillo optar entre dos
alternativas que introducir una fase intermedia de diagndstico para lo que no existen

criterios precisos de clasificacion.

Por tanto, si pedimos a los patdlogos que analicen biopsias y las clasifiquen en alto y
bajo grado, la concordancia va a ser mejor. Intuyendo esto, antes de la recodificacion
de todas las biopsias, les pasamos una seleccion aleatoria de 50 biopsias del pool de
las 286, para que establecieran un diagndstico de alto o bajo grado, y aunque la
muestra era pequeiia (50 biopsias) ya vimos que la concordancia era mucho mejor,

solo con Hematoxilina Eosina.

Las k que tuvimos para esta ronda diagndstica (la cuarta ronda), las mostramos a

continuacion:

* Patdlogo 1 vs patélogo 2: 0,754 (0,43)
* Patdlogo 1 vs patélogo 3: 0,426 (0,41)
* Patdlogo 2 vs patélogo 3: 0,504 (0,41)
En los tres casos mejora, si lo comparamos con los resultados obtenidos con la

clasificacion CIN — los vuelvo a mostrar entre paréntesis-

Por tanto, analizando estos resultados y los reflejados en la tabla 38, podemos deducir,
gue los patélogos coinciden mas si tienen que interpretar las biopsias como alto y bajo

grado, que como CIN 1 —CIN 2 —CIN 3.
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Si volvemos a la tabla 39, la concordancia entre el patdlogo 1 y el 2 mejora al afiadir
pl6. Pasamos de una Kappa de 0,722 a una de 0,84. Este caso refleja claramente lo

reportado en la literatura.

En las comparaciones que implican al patélogo 3 (subrayados en morado), tanto en la
comparacion con el patdlogo 1 como en la comparacién con el patélogo 2, con el uso
de p16, la concordancia empeora con el uso de p16 (los indices kappa tras el uso de
pl6 son mas bajos). Aunque si bien la comparacién sélo con HE mejora con la
recodificacién, no conseguimos que la concordancia mejore al afadir p16. Por tanto,
pl6 no ayuda a mejorar la concordancia cuando las comparaciones implican al

patdlogo 3.
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8.3 Analisis de las conizaciones

Si revisamos la tabla de la conizacién posterior a la biopsia, los datos que obtenemos

son los siguientes:

Resultado CONIZACION Total
No CARC. NEGATIV
Segui-
miento
pl16 0 Ne 4 0
en % 17.4% 0.0%
Biopsia
1 Ne 19 1 25 47
% 82.6% 100.0
% % %
6 N@ 0 0 0 0 2 0 2
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3% 0.0% 1.5%
Total 23 1 11 30 60 7 132
100.0% 100.0 | 100.0 100. 100. 100.0% 100.0
% % 0% 0% %

Tabla 32: Resultado de las conizaciones que siguen a la biopsia de CIN2 estratificadas en
funcién del valor de pl1l6 de la misma. Sombreado en verde encontramos los resultados

esperables y en rojo los que van en contra de lo esperado.

De las 132 biopsias “CASOS” CIN 2 tenemos estudio anatomopatolégico posterior en
nuestro laboratorio de 109. Hay 23 biopsias (reflejadas en la columna “No
seguimiento” de la tabla) que aunque se le ha hecho la p16 y se ha interpretado, no

tienen seguimiento.

De estas 109 conizaciones, 78 tienen la biopsia previa p16 positiva, y de estas 78 con la
pl6 previa positiva, 72 van seguidas de una conizacién con lesién de alto grado (25

CIN2 y 47 CIN3), y 1 con diagndstico de carcinoma invasor. Esto supone un 93,58%.

De las 5 conizaciones restantes, con biopsia previa p16 positiva, nos encontramos con

3 CIN1y 2 conos negativos.
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De las 109 biopsias CIN2 con cono posterior, 29 fueron pl6 negativas y de éstas 29
pl6 negativas, 13 van seguidas de una conizacion Negativa o con lesién de bajo
grado, (CIN 1) lo que supone 44,8%. Las 16 restantes van seguidas de una conizacién

CIN2 (5) o CIN3 (11), lo que representa un 55,18%.

A modo de conclusién podemos extrapolar, que una pl6 positiva en una biopsia
diagnosticada como CIN2+ muy probablemente ira seguida de una lesién de alto grado
en la conizacidn, pero una biopsia que en la HE parece un CIN2, aunque tenga pl6
negativa, existe una probabilidad no despreciable, de que vaya seguida de una lesion
de alto grado. Si bien es verdad que nuestra n es pequeiia y que las diferencias entre

los dos grupos, cuando hablamos de biopsias p16 negativas, no son significativas.

En nuestro trabajo hemos analizado las conizaciones realizadas a los dos meses de la
biopsia. Como refleja la literatura, estas lesiones de alto grado —CIN2- p16 negativas,
son las que tendran una mayor probabilidad de regresar con el tiempo, por tanto

serian tributarias de seguimiento.?

Segun nuestros datos, tenemos una p16 con:
Sensibilidad: 73/91=0,80 (80%)
Especificidad: 13/18=0,72 (72%)

VPP: 73/78=0,93 (93%)

VPN: 13/29= 0,44 (44%)

Si comparamos estos datos con los reportados en la literatura vemos que Galgano
reporta datos de sensibilidad y especificidad para CIN2+ con p16 positivo de 86,7% y
82,8% respectivamente, y Zhang de 99 % y 95%>>%.

De esta tabla lo que podemos extrapolar, es la sensibilidad y el VPP de p16 para

detectar CIN2+ son muy buenos, como prueba de Triaje, no como prueba de cribado.
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La probabilidad de que una paciente con p16 positiva tenga una lesion de alto grado es
alta. Nos ayudaria a seleccionar aquellas pacientes con HE dudosa.

Pero al tener un VPN mas bajo debemos ir con cautela a la hora de interpretar una

lesidon como negativa sélo en base a p16.

Por tanto el andlisis morfolégico mantiene su caracter dominante y la tincion con

p16 u otros, deben considerarse técnicas complementarias.
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9. DISCUSION

El diagndstico anatomopatoldgico de las lesiones intraepiteliales de cérvix ha
planteado, desde siempre, la dificultad de clasificacion de los grados intermedios,
mostrando unos datos muy bajos de concordancia entre patélogos para el diagndstico
de los mismos. Ello puede deberse a que, histdricamente, los criterios de clasificaciéon
de las lesiones, se han basado en criterios morfolégicos arbitrarios, sujetos a la
interpretacion subjetiva de cada patdlogo. En las clasificaciones clasicas, no se tenia en

cuenta la historia natural de la enfermedad.

La opcidn por una clasificacion binaria: SIL de alto o bajo grado, pretende establecer la
clasificacion de las lesiones basandose en lo que ya se conoce de la biologia de la
infeccion por el VPH-AR, es decir, separar las lesiones en funcion de su potencial de

malignizacién:

* Lesiones de bajo grado (LSIL): que representan las lesiones transitorias que
sélo deben seguirse;
* Lesiones de alto grado (HSIL) con verdadero potencial de malignizacién.
Esta clasificacion obliga al patdlogo a tomar partido siempre, aunque se sabe de la
ausencia de unos criterios morfoldgicos claros de clasificacién. De este modo se facilita
la toma de decisiones clinicas y se separan aquellos casos en los que se espera
mayoritariamente una remisién espontanea, de aquellos que se beneficiarian de una

conducta intervencionista para evitar su evolucién a etapas de mayor gravedad.

Sin embargo, la clasificacion binaria por ella misma no obvia la persistencia de
patrones que ponen a prueba la capacidad de decision del patélogo. En este contexto
la informacién adicional ofrecida por una inmunohistoquimica como p16, vinculada a
la reaccion celular frente a la infeccion por VPH, se percibia como una ayuda al

patdlogo para resolver estos casos.

La muestra estudiada en este trabajo de tesis refleja, desde el punto de vista

epidemioldgico, la poblacién del pais que presenta las lesiones cervicales que son
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objeto de estudio y las muestras se han escogido de forma consecutiva sin que existan

riesgos de sesgo.

Se han afadido controles contemporaneos para evitar sesgos de los patélogos

lectores.

Una de las fortalezas del estudio ha sido la colaboracién de tres patélogos dispuestos a
lecturas sucesivas, pero en condiciones distintas, de muestras cegadas. Ello refleja un
alto grado de honestidad profesional y de colaboracion. Sin embargo, es también una
de sus limitaciones. La discordancia, casi sistematica, entre uno de los lectores con
respecto a los otros dos pone de manifiesto algo presente también en el dia a dia de |a
practica clinica: la prevalencia de criterios individuales sobre los objetivos en el

diagndstico anatomopatolégico de algunos patrones complejos.

En este contexto la tincién con p16 ha mostrado capacidad de mejorar la concordancia
entre patdlogos que ya tenian previamente el mayor grado de concordancia pero no
ha corregido la discordancia que el tercer lector presentaba con la tincion clasica de

HE.

No resulta extrafio, teniendo en cuenta que esta discordancia del tercer lector,
aparece también en la lectura limitada a las muestras tefiidas con p16 a pesar de los
estrictos criterios de lectura establecidos. Por tanto, la contribucion de informacién

adicional no compensa la subjetividad de la lectura en situaciones inciertas.

Otra limitacion del estudio es el reducido tamafio de la muestra de pacientes
conizadas, y el corto periodo de seguimiento, para poder valorar adecuadamente la
capacidad de prediccién adicional que representa la tincién con p16. También en este
punto la practica clinica estd sujeta a elementos de decisién ajenos al diagndstico
patoldgico y ello limita la evaluacidon del valor de esta informacién aportada “a

posteriori”.

Debe también sefialarse que cuando, siguiendo la metodologia de Bergeron, se

reagrupan los diagndsticos CIN con criterios binarios, la contribucién potencial de p16
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aumenta y con ello se refuerza la idea de que, en los casos dudosos y con los criterios

establecidos, esta tincién habria contribuido positivamente a la bondad de la decisidn

en la clasificacion binaria.
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10. CONCLUSIONES

1. La proteina pl16 puede ser util como complemento al diagndstico histolégico con HE,
en aquellos casos de duda, en los que el patdlogo carezca de elementos para
establecer un diagndstico de alto o bajo grado.

2. El tamano de nuestra muestra no nos permite afirmar que pl6 es un marcador de
progresion. Necesitamos series mas largas con un mayor tiempo de seguimiento.

3. Se debe limitar la tincién complementaria con pl6 a casos seleccionados y tras una
formacion especifica. Es necesario establecer unos estdndares de interpretacion
consensuados de p16.

4. La clasificacién binaria per se, mejora mucho la concordancia entre patélogos.

Por lo tanto, podemos concluir que la valoracion de la sobreexpresion de la proteina p16 en
casos seleccionados mejorara la concordancia entre patélogos entrenados para la
interpretacion de esta tincion. Todavia es pronto para afirmar que pueda predecir la

capacidad evolutiva de las lesiones.
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Presentamos las frecuencias de resultados para cada categoria diagndstica de cada

uno de los patdlogos al valorar las 286 laminillas sélo con HE. Las categorias

diagndsticas se clasifican de la siguiente manera:

0: NEGATIVO

1:CIN1

2:CIN 2

3:CIN3

4: CARCINOMA

6: NO VALORABLE

Patdlogo 1

Total

130

80

65

286

2.8

45.5

28.0

22.7

1.0

100.0

2.8

48.3

76.2

99.0

100.0

Tabla 40: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 1. En la primera columna se

representa las categorias diagndsticas, en la segunda el nimero de veces que se ha establecido

este diagndstico, en la tercera el porcentaje con respecto al total de cada categoria y en la
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cuarte el porcentaje acumulado. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 1 diagnostica 130 CIN 1, lo

que representa un 45,5% de sus diagndsticos.

Patdlogo 2

Total

23

98

132

23

286

8.0

34.3

46.2

8.0

1.0

2.4

100.0

8.0

42.3

88.5

96.5

97.6

100.0

Tabla 41: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 2. En la primera columna se

representa las categorias diagndsticas, en la segunda el nimero de veces que se ha establecido

este diagndstico, en la tercera el porcentaje con respecto al total de cada categoria y en la

cuarte el porcentaje acumulado. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 2 diagnostica 98 CIN 1, lo

que representa un 34,3% de sus diagndsticos.
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111

NSNC

Total

46

114

75

45

286

16.1

39.9

26.2

15.7

1.0

100.0

16.8

56.6

82.9

98.6

99.0

100.0

Tabla 42: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 3. En la primera columna se

representa las categorias diagndsticas, en la segunda el nimero de veces que se ha establecido

este diagndstico, en la tercera el porcentaje con respecto al total de cada categoria y en la

cuarte el porcentaje acumulado. Asi, a modo de ejemplo, el patdlogo 3 diagnostica 114 CIN 1,

lo que representa un 39,9% de sus diagndsticos.
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Anexo 2
Comparaciones entre cada uno de los patélogos y el diagndstico del archivo (GOLD)

Patélogo 1 vs Gold:

Gold Total
0=neg CIN1 CIN2 CIN3
Patologo1 | 0 Count 5 3 0 0 8
% within 45.5% 2.9% 0.0% 0.0% 2.8%
Gold
1 Count 6 91 32 1 130
% within 54.5% 89.2% 23.2% 2.9% 45.6%
Gold
2 Count 0 7 67 6 80
% within 0.0% 6.9% 48.6% 17.6% 28.1%
Gold
3 Count 0 1 36 27 64
% within 0.0% 1.0% 26.1% 79.4% 22.5%
Gold
6 Count 0 0 3 0 3
% within 0.0% 0.0% 2.2% 0.0% 1.1%
Gold
Total Count 11 102 138 34 285
% within 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0%
Gold

Tabla 43: En esta tabla se muestra los porcentajes de concordancia entre el patdlogo 1 (filas) y
los diagndsticos de las biopsias en el archivo (Gold) mostrados en las columnas. Las
comparaciones se establecen por columnas. La diagonal sombreada en calabaza, muestra los

porcentajes concordantes.
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indice Kappa de concordancia

Value Asymp. Std. | Approx. T° | Approx. Sig.
Error®

Measure of Agreement Kappa - .039 13.208 .000

N of Valid Cases 286

Tabla 44: Esta tabla muestra el indice Kappa de concordancia al comparar los diagndsticos

establecidos por el patélogo 1y los que tenemos en el archivo (GOLD)

Patélogo 2 vs Gold

Gold Total
O=neg CIN1 CIN2 CIN3

Patdlogo2 0 Count 7 16 0 0 23
% within 63.6% 15.7% 0.0% 0.0% 8.1%

Gold
1 Count 2 70 25 1 98
% within 18.2% 68.6% 18.1% 2.9% 34.4%

Gold
2 Count 1 12 98 20 131
% within 9.1% 11.8% 71.0% 58.8% 46.0%

Gold
3 Count 0 0 11 12 23
% within 0.0% 0.0% 8.0% 35.3% 8.1%

Gold
4 Count 0 0 2 1 3
% within 0.0% 0.0% 1.4% 2.9% 1.1%

Gold
6 Count 1 4 2 0 7
% within 9.1% 3.9% 1.4% 0.0% 2.5%

Gold
Total Count 11 102 138 34 285
% within 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Gold

Tabla 45: En esta tabla se muestra los porcentajes de concordancia entre el patdlogo 2 (filas) y
los diagndsticos de las biopsias en el archivo (Gold) mostrados en las columnas. Las
comparaciones se establecen por columnas. La diagonal sombreada en calabaza, muestra los

porcentajes concordantes.
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indice Kappa de concordancia

Value Asymp. Std. | Approx. T® | Approx. Sig.
Error®

Measure of Agreement Kappa - .041 11.633 .000

N of Valid Cases 286

Tabla 46: Esta tabla muestra el indice Kappa de concordancia al comparar los diagndsticos

establecidos por el patélogo 2 y los que tenemos en el archivo (GOLD)

Patélogo 3 vs GOLD

Gold Total
O=neg CIN1 CIN2 CIN3

Patélogo3 Count 0 1 1 0 2
% within 0.0% 1.0% 0.7% 0.0% 0.7%

Gold
(6] Count 9 31 6 0] 46
% within 81.8% 30.4% 4.3% 0.0% 16.1%

Gold
1 Count 2 68 41 2 113
% within 18.2% 66.7% 29.7% 5.9% 39.6%

Gold
2 Count 0 1 67 7 75
% within 0.0% 1.0% 48.6% 20.6% 26.3%

Gold
3 Count 6] 0] 21 24 45
% within 0.0% 0.0% 15.2% 70.6% 15.8%

Gold
4 Count 0 0 6] 1 1
% within 0.0% 0.0% 0.0% 2.9% 0.4%

Gold
6 Count 6] 1 2 0] 3
% within 0.0% 1.0% 1.4% 0.0% 1.1%

Gold
Total Count 11 102 138 34 285
% within 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Gold

Tabla 47: En esta tabla se muestra los porcentajes de concordancia entre el patdlogo 3 (filas) y
los diagndsticos de las biopsias en el archivo (Gold) mostrados en las columnas. Las
comparaciones se establecen por columnas. La diagonal sombreada en calabaza, muestra los

porcentajes concordantes.
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indice Kappa de concordancia

Value Asymp. Std. | Approx. T° | Approx. Sig.
Error?

Measure of Agreement Kappa - .038 11.941 .000

N of Valid Cases 286

Tabla 48: Esta tabla muestra el indice Kappa de concordancia al comparar los diagndsticos

establecidos por el patélogo 3 y los que tenemos en el archivo (GOLD)
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Anexo 3

Valoracion de p16

Se pasaron a cada patélogo los 132 cortes tefidos con p16 pertenecientes a los casos,
sin su Hematoxilina, sélo el pl16. Las lamillas se acompafiaron de un documento
(reproducido a continuacion*) explicativo sobre qué considerar positivos y qué

considerar negativo, tratando de homogeneizar resultados.

*Valoracion de p16:

* Positivo: valor 1: Tincion intensa y difusa afectando a todo el espesor del
epitelio.

* Negativo: valor 0: Ausencia de tincién, tincién débil, focal, parcheada o
limitada a la capa basal del epitelio.

* No Valorable: valor 6

Presentamos las tablas de frecuencia de resultados de cada uno de los patdlogos. En
estas tablas estd representada el numero de casos para cada categoria diagndstica

(columna Frecuencia) y el porcentaje de cada categoria con respecto al total (columna

Porcentaje)
Patélogo 1
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 31 23.7
1 100 76.3
Total 131 100.0
Missing 6 1

Tabla 49: En esta tabla podemos ver los resultados de interpretacion de p16 del patdlogo 1.
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Patdlogo 2
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 30 234
1 98 76.6
Total 128 100.0
Missing 6 4
Total 132

Tabla 50: En esta tabla podemos ver los resultados de interpretacion de p16 del patélogo 2.

Patdlogo 3
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 50 38.5
1 80 61.5
Total 130 100.0
Missing 6 2
Total 132

Tabla 51: En esta tabla podemos ver los resultados de interpretacion de p16 del patélogo 3.
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Valor de p16 de consenso

Una vez analizados cada uno de los resultados de los patdlogos, se establece un valor
de p16 de consenso. El valor resultante se obtiene analizando caso por caso el
resultado de cada patdlogo, y se elige el que se repite dos o tres veces. Los datos de

frecuencia se muestran a continuacion.

Frecuencia Porcentaje
Valid 0 33 25.4
1 97 74.6
Total 130 100.0
Missing 6 2
Total 132

Tabla 52: En esta tabla se muestran los resultados de p16 de consenso.
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Anexo 4

Se comparan los resultados de interpretacion de p16 de cada uno de los patélogos con
los demas y se establecen unos valores de concordancia INTER observador para

interpretacion de p16.

Concordancia entre patélogo 1y patdlogo 2

PATOLOGO 1 * PATOLOGO 2
PATOLOGO 2 Total
0 1
PATOLOGO 0 Count 26 4 30
1 % within PATOLOGO 86.7% 4.1% 23.4%
2
1 Count 4 94 98
% within PATOLOGO 13.3% 95.9% 76.6%
2
Total Count 30 98 128
% within PATOLOGO 100.0% 100.0% 100.0%
2

Tabla 53: Porcentaje de concordancia entre el patdlogo 1y el patélogo 2 a la hora de valorar
pl6. Sombreado en calabaza tenemos los porcentajes concordantes en cada categoria. Las

Comparaciones se hacen por columnas.

indice Kappa de Concordancia

Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa 826 059 9.343 000
Agreement
N of Valid Cases 128

Tabla 54: indice Kappa de concordancia entre patélogo 1y patélogo 2 a la hora de valorar p16.
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Concordancia entre patdlogo 1y patdlogo 3

PATOLOGO 1 * PATOLOGO 3
PATOLOGO 3 Total
0 1
PATOLOGO 0 Count 30 0 30
1 % within PATOLOGO 60.0% 0.0% 23.1%
3
1 Count 20 80 100
% within PATOLOGO 40.0% 100.0% 76.9%
3
Total Count 50 80 130
% within PATOLOGO 100.0% 100.0%  100.0%
3

Tabla 55: Porcentaje de concordancia entre el patdlogo 1y el patélogo 2 a la hora de valorar
pl6. Sombreado en calabaza tenemos los porcentajes concordantes en cada categoria. Las

Comparaciones se hacen por columnas.

indice Kappa de Concordancia

Value Asymp. Std. Approx. Approx.
Error® T Sig.
Measure of Kappa .649 .068 7.899 .000
Agreement
N of Valid Cases 130

Tabla 56: indice Kappa de concordancia entre patélogo 1y patdlogo 3 a la hora de valorar p16.
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Concordancia entre patdlogo 2 y patdlogo 3

PATOLOGO 2 * PATOLOGO 3
PATOLOGO 3 Total
0 1
PATOLOGO 0 Count 29 1 30
2 % within PATOLOGO 59.2% 1.3% 23.4%
3
1 Count 20 78 98
% within PATOLOGO 40.8% 98.7% 76.6%
3
Total Count 49 79 128
% within PATOLOGO 100.0% 100.0% 100.0%
3

Tabla 57: Porcentaje de concordancia entre el patdlogo 2 y el patélogo 3 a la hora de valorar
pl6. Sombreado en calabaza tenemos los porcentajes concordantes en cada categoria. Las

Comparaciones se hacen por columnas.

indice Kappa de Concordancia
Value ~ Asymp. Std.  Approx. Approx.

Error® T Sig.
Measure of Kappa 625 .070 7.519 .000
Agreement
N of Valid Cases 128

Tabla 58: indice Kappa de concordancia entre patélogo 1y patélogo 3 a la hora de valorar p16.
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Anexo 5

Presentamos las frecuencias de resultados para cada categoria diagndstica de cada
uno de los patdlogos al valorar las 184 laminillas con HE junto con su pl16. Las

categorias diagndsticas se clasifican de la siguiente manera:

0: NEGATIVO

1:CIN1

2:CIN 2

3:CIN3

4: CARCINOMA

6: NO VALORABLE

Patologo 1
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 4 2.2
1 59 32.1
2 54 29.3
3 65 35.3
6 2 1.1
Total 184 100.0
Missing 102
Total 286

Tabla 59: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 1. En la primera columna se
representa las categorias diagndsticas, en la segunda el numero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada
categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 1 diagnostica 59 CIN 1, lo que representa un

32,1 % de sus diagndsticos.

*Aparece una ultima fila “Missing” en la que aparecen los 102 casos que no se han

valorado en esta ronda. No se computan a la hora de hacer las comparaciones.
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Patélogo 2.

Frecuencia Porcentaje
Valid 0 12 6.6
1 57 31.3
2 85 46.7
3 26 14.3
6 2 1.1
Total 182 100.0
Missing 102
4 2
Total 104
Total 286

Tabla 60: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 2. En la primera columna se
representa las categorias diagndsticas, en la segunda el nimero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada

categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 2 diagnostica 57 CIN 1, lo que representa un

31,3 % de sus diagnodsticos.

*Aparecen al final una fila “Missing” en la que aparecen los 102 casos que no se han
valorado en esta ronda y una fila de la categoria diagndstica 4 (carcinoma escamoso)
que al ser el unico patologo que los diagnostica quedan fuera de los porcentajes. No se

computan a la hora de hacer las comparaciones.
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Patélogo 3.

Frecuencia Porcentaje
Valid 0 38 20.7
1 84 45.7
2 46 25.0
3 14 7.6
6 2 1.1
Total 184 100.0
Missing 102
Total 286

Tabla 61: En esta tabla mostramos los resultados del Patélogo 3. En la primera columna se
representa las categorias diagndsticas, en la segunda el numero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada
categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 1 diagnostica 84 CIN 1, lo que representa un

45,7 % de sus diagndsticos.

*Aparece una ultima fila “Missing” en la que aparecen los 102 casos que no se han

valorado en esta ronda. No se computan a la hora de hacer las comparaciones.
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Anexo 6

Tablas de concordancia INTRA observador para cada patdlogo entre su diagndstico

sélo con HE y después con HE y p16.

Con los resultados de la valoracion de las HE por separado y después con los
resultados emitidos tras la valoracion de la HE con su p16 se establecieron una serie de
comparaciones. Ahora mostramos las comparaciones entre los diagndsticos emitidos

por cada patdlogo en cada uno de los dos supuestos.
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HE P1 * HE p16 P1 Crosstabulation
HE p16 P1 Total
0 1 2 3 6

HE P1 0 Count 0 1 0 0 0 1
% within HE p16 P1 0.0% 1.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.5%

1 Count 2 51 14 1 0 68

% within HE p16 P1 50.0% 86.4% 25.9% 1.5% 0.0% 37.0%

2 Count 1 7 30 32 0 70

% within HE p16 P1 25.0% 11.9% 55.6% 49.2% 0.0% 38.0%

3 Count 0 0 10 32 0 42

% within HE p16 P1 0.0% 0.0% 18.5% 49.2% 0.0% 22.8%

6 Count 1 0 0 0 2 3

% within HE p16 P1 25.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 1.6%

Total Count 4 59 54 65 2 184
% within HE p16 P1 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 62: En esta tabla se muestran los porcentajes de concordancia entre los resultados

emitidos por el patdlogo 1. En las filas los resultados emitidos por el patélogo 1 sélo con HE y

en las columnas HE + pl6. Las comparaciones se establecen por columnas. En diagonal

sombreados en gris los casos coincidentes.

indice Kappa de Concordancia
Value  Asymp. Std.
Error®
Measure of Kappa - .051
Agreement
N of Valid Cases 184

Approx.
Tb

9.430

Approx.
Sig.

.000

Tabla 63: indice Kappa de concordancia para intraobservador para el patélogo 1.
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Patélogo 2
HE p16 P2 |
0 1 2 3 6
HE 0 Count 5 2 0 0 0 7
P2 % within HE p16 41.7% 3.5% 0.0% 0.0% 0.0% 3.8%
P2
1 Count 7 44 9 0 0 60
% within HE p16 58.3% | 77.2% | 10.6% 0.0% 0.0% | 33.0%
P2
2 Count 0 9 73 15 0 97
% within HE p16 0.0% | 15.8% | 85.9% | 57.7% 0.0% | 53.3%
P2
3 Count 0 1 3 11 0 15
% within HE p16 0.0% 1.8% 3.5% | 42.3% 0.0% 8.2%
P2
6 Count 0 1 0 0 2 3
% within HE p16 0.0% 1.8% 0.0% 0.0% 100.0 1.6%
P2 %
Total Count 12 57 85 26 2 182
% within HE p16 100.0 100.0 | 100.0 100.0 100.0 100.0
P2 % % % % % %

Tabla 64: En esta tabla se muestran los porcentajes de concordancia entre los resultados

emitidos por el patdlogo 2. En las filas los resultados emitidos por el patélogo 2 sélo con HE y

en las columnas HE + pl6. Las comparaciones se establecen por columnas. En diagonal

sombreados en gris los casos coincidentes.

Measure of
Agreement
N of Valid Cases

indice Kappa de concordancia

Kappa

Value Asymp.
Std. Error®
050
182

Approx.
Tb
11.833

Approx.

Sig.
.000

Tabla 65: indice Kappa de concordancia para intraobservador para el patélogo 2.
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Patélogo 3
HE p16 P3 Total
0 1 2 3 6
HE Count 0 0 1 0 0 1
P3 % within HE p16 0.0% 0.0% 2.2% 0.0% 0.0% 0.5%
P3
0 Count 16 6 0 0 0 22
% within HE p16 42 1% 71% 0.0% 0.0% 0.0% 12.0%
P3
1 Count 21 44 3 1 0 69
% within HE p16 55.3% 52.4% 6.5% 71% 0.0% 37.5%
P3
2 Count 1 32 26 5 0 64
% within HE p16 2.6% 38.1% 56.5% 35.7% 0.0% 34.8%
P3
3 Count 0 2 16 8 0 26
% within HE p16 0.0% 2.4% 34.8% 57.1% 0.0% 14.1%
P3
6 Count 0 0 0 0 2 2
% within HE p16 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0 1.1%
P3 Y%
Total Count 38 84 46 14 2 184
% within HE p16 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
P3 % % % % % %

Tabla 66: En esta tabla se muestran los porcentajes de concordancia entre los resultados
emitidos por el patdélogo 3. En las filas los resultados emitidos por el patdélogo 3 sélo con HE y
en las columnas HE + pl6. Las comparaciones se establecen por columnas. En diagonal

sombreados en gris los casos coincidentes.

indice Kappa de concordancia Patélogo 3
Value  Asymp.Std.  Approx. Approx.

Error® T Sig.
Measure of Kappa . 052 7.389 .000
Agreement
N of Valid Cases 184

Tabla 67: indice Kappa de concordancia para intraobservador para el patélogo 3.
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Anexo 7

Se seleccionan al azar 50 HE de las 286 para que los patélogos valoren aplicando la

clasificacion binaria:
1: LSIL (lesion de bajo grado)
2: HSIL (lesién de alto grado)

Presentamos a continuacion las tablas con las frecuencias de resultados para cada uno

de los patdlogos.

Patélogo 1
Frecuencia Porcentaje
Valid 1 22 44.0
2 28 56.0
Total 50 100.0
Missing 236
Total 286

Tabla 68: En esta tabla mostramos los resultados del patélogo 1. En la primera columna se
representa las categorias diagndsticas, en la segunda el numero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada
categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 1 diagnostica 22 LSIL, lo que representa un 44 %

de sus diagndsticos.

*Aparece una ultima fila “Missing” en la que aparecen los 236 casos que no se han

valorado en esta ronda. No se computan a la hora de hacer las comparaciones.
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Patélogo 2
Frecuencia Porcentaje
Valid 1 20 40.0
2 30 60.0
Total 90 100.0
Missing 236
Total 286

Tabla 69: En esta tabla mostramos los resultados del patélogo 2. En la primera columna se
representa las categorias diagndsticas, en la segunda el numero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada
categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patdlogo 2 diagnostica 20 LSIL, lo que representa un 40 %

de sus diagndsticos.

Patélogo 3
Frecuencia Porcentaje
Valid 0 2 4.0
1 25 50.0
2 23 46.0
Total 50 100.0
Missing 236
Total 286

Tabla 70: En esta tabla mostramos los resultados del patélogo 3. En la primera columna se
representa las categorias diagnodsticas, en la segunda el nimero de veces que se ha
establecido este diagndstico, en la tercera, el porcentaje con respecto al total de cada
categoria. Asi, a modo de ejemplo, el patélogo 3 diagnostica 25 LSIL, lo que representa un 50 %

de sus diagndsticos.

*Aparece una ultima fila “Missing” en ambas tablas, en la que aparecen los 236 casos
que no se han valorado en esta ronda. No se computan a la hora de hacer las

comparaciones.
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Anexo 8

Concordancia INTERobservador con la clasificacion binaria

Tras analizar las frecuencias de resultados para estos 50 casos con la clasificaciéon

binaria, se establecieron unas tablas de concordancia.

Patélogo 1 vs Patdlogo 2

P2 H/L Total
1 2

P1 H/L 1 Count 18 4 22
% within P2 H/L 90.0% 13.3% 44.0%

2 Count 2 26 28

% within P2 H/L 10.0% 86.7% 56.0%

Total Count 20 30 50
% within P2 H/L 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 71: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 2
(columnas). Sombreado en lila aparecen los casos coincidentes. Las comparaciones se han

establecido por columnas.

Patélogo 1 vs patdlogo 3

P1 H/L * P3 H/L
P3 H/L Total
0 1 2

P1 H/L 1 Count 2 16 4 22
% within P3 H/L 100.0% 64.0% 17.4% 44.0%

2 Count 0 9 19 28

% within P3 H/L 0.0% 36.0% 82.6% 56.0%

Total Count 2 25 23 50
% within P3 H/L 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 72: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 3
(columnas). Sombreado en lila aparecen los casos coincidentes. Las comparaciones se han

establecido por columnas.
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P2 HIL 1

Total

Count

% within P3 H/L
Count
% within P3 H/L
Count

% within P3 H/L

2

100.0%
0

0.0%

2

100.0%

P3 HIL

1
16

64.0%
9
36.0%
25

100.0%

8.7%

21
91.3%

23
100.0%

Total

20

40.0%
30
60.0%
50

100.0%

Tabla 73: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 3

(columnas). Sombreado en lila aparecen los casos coincidentes. Las comparaciones se han

establecido por columnas.
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Anexo 9

Mostramos las tablas de concordancia tras la recodificacién de los diagndsticos entre
los diferentes patdlogos. Primero comparamos los diagndsticos realizados sdlo sélo

con HE y a continuacion con HE y p16.

Se establecen dos categorias diagndsticas:

1: Negativoy CIN 1

2: CIN2-CIN3-CARCINOMA

6: NO VALORABLE

Concordancia Patdlogo 1 vs Patologo 2 con sdlo con HE tras la recodificacion

HE P2 Total
1 2 6

HE P1 1 Count 110 24 4 138
% within HE P2 90.9% 15.2% 57.1% 48.3%

2 Count 11 133 1 145

% within HE P2 9.1% 84.2% 14.3% 50.7%

6 Count 0 1 2 3

% within HE P2 0.0% 0.6% 28.6% 1.0%

Total Count 121 158 7 286
% within HE P2 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 74: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 2
(columnas) de los diagndsticos hechos con sélo con HE. Sombreado en azul aparecen los casos

coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.
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Concordancia Patdlogo 1 vs Patologo 2 tras la recodificacion con HE y p16

HE p16 P2 Total
1 2 6
HE p16 1 Count 59 4 o 63
P1 % within HE p16 85.5% 3.5% 0.0% 34.2%
P2
2 Count 10 109 o 119
% within HE p16 14.5% 96.5% 0.0% 64.7%
P2
6 Count (0] o 2 2
% within HE p16 0.0% 0.0% 100.0% 1.1%
P2
Total Count 69 113 2 184
% within HE p16 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
P2

Tabla 75: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 2
(columnas) de los diagnésticos hechos con con HE y pl6. Sombreado en azul aparecen los

casos coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.

Concordancia Patélogo 1 vs Patdlogo 3 con HE tras la recodificacion

HE P3 Total
1 2 6

HE P1 1 Count 129 8 1 138
% within HE P3 80.1% 6.6% 33.3% 48.3%

2 Count 31 114 0 145

% within HE P3 19.3% 93.4% 0.0% 50.7%

6 Count 1 0 2 3

% within HE P3 0.6% 0.0% 66.7% 1.0%

Total Count 161 122 3 286
% within HE P3 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 76: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 3
(columnas) de los diagndsticos hechos con sélo con HE. Sombreado en azul aparecen los casos

coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.
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Concordancia Patdlogo 1 vs Patdlogo 3 con HE + p16 tras la recodificacion

HE p16 P3 Total
1 2 6
HE p16 1 Count 63 (0] (o) 63
P1 % within HE p16 51.6% 0.0% 0.0% 34.2%
P3
2 Count 59 60 o 119
% within HE p16 48.4% 100.0% 0.0% 64.7%
P3
6 Count (6] (6] 2 2
% within HE p16 0.0% 0.0% 100.0% 1.1%
P3
Total Count 122 60 2 184
% within HE p16 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
P3

Tabla 77: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 1 (filas) y el 3
(columnas) de los diagndsticos hechos con HE y p16. Sombreado en azul aparecen los casos

coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.

Concordancia Patdlogo 2 vs Patélogo 3 con HE tras la recodificacion

HE P3 Total
1 2 6

HEP2 1 Count 115 6 0 121
% within HE P3 71.4% 4.9% 0.0% 42.3%

2 Count 42 116 0 158

% within HE P3 26.1% 95.1% 0.0% 55.2%

6 Count 4 0 3 7

% within HE P3 2.5% 0.0% 100.0% 2.4%

Total Count 161 122 3 286
% within HE P3 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 78: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 2 (filas) y el 3
(columnas) de los diagndsticos hechos con sélo con HE. Sombreado en azul aparecen los casos

coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.
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Concordancia Patdlogo 2 vs Patdlogo 3 con HE + p16 tras la recodificacion

HE p16 P2 * HE p16 P3 Crosstabulation
HE p16 P3 Total
1 2 6
HE p16 1 Count 68 1 o 69
P2 % within HE p16 55.7% 1.7% 0.0% 37.5%
P3
2 Count 54 59 o 113
% within HE p16 44.3% 98.3% 0.0% 61.4%
P3
6 Count o o 2 2
% within HE p16 0.0% 0.0% 100.0% 1.1%
P3
Total Count 122 60 2 184
% within HE p16 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
P3

Tabla 79: En esta tabla podemos observar las comparaciones entre el patdlogo 2 (filas) y el 3
(columnas) de los diagnésticos hechos con HE y pl16. Sombreado en azul aparecen los casos

coincidentes. Las comparaciones se han establecido por columnas.

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



137

Ana Forteza Valadés Tesis Doctoral



	Títol de la tesi: Validación de la sobreexpresión de la proteína p16 mediante inmunohistoquímica 
en el diagnóstico histológico de neoplasia intraepitelial de cérvix grado 2 
y en la predicción de su capacidad evolutiva
	Nom autor/a: Ana Forteza Valadés


