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RESUMEN (en espafiol)

INTRODUCCION

Actualmente esta claramente establecida la relacion causal entre la infeccion por

el VPH de alto riesgo (VPH-AR) y el cancer de cuello uterino, asi como de sus lesiones
precursoras (CIN 2-3).

El tratamiento conservador estandar del CIN 2-3 es la conizacion, pero del 1,5 al
48% de los casos presentaran enfermedad recurrente.

Diversos factores se han asociado a un mayor riesgo de recurrencia: la
afectacion de los margenes quirargicos y la persistencia de la infeccién por el VPH-AR
son los més relevantes.

La citologia tiene una sensibilidad limitada en el control de curacion post-
conizacion (20-85%). El test de VPH , ya sea de forma aislada 6 en combinacion con la
citologia, puede incrementar la sensibilidad y el VPN para detectar enfermedad
recurrente.

OBJETIVOS

Analizar los resultados del seguimiento post-conizacién por CIN 2-3 en la Unidad de
Patologia Cervical del HUCA.

MATERIAL Y METODOS

1. Andlisis retrospectivo

Revision de las historias clinicas de 372 mujeres conizadas en nuestra Unidad

entre 1995 y 2009 por CIN 2-3 confirmado en la biopsia preoperatoria o en el cono.
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2. Analisis prospectivo

Todas las mujeres (n=97) conizadas por CIN 2-3 en nuestra Unidad a lo largo
del afio 2010 realizaron consultas de seguimiento (citologia, test VPH, colposcopia y
biopsia si era procedente) a los 6, 12 y 18 meses.

RESULTADOS

1. Analisis retrospectivo

La media de edad fue de 35,6 afios en el momento de la conizacion.

A lo largo de un tiempo medio de seguimiento de 66 meses, se objetivaron 32
recidivas (8,6%), considerando como tales a las CIN 2-3 demostradas mediante biopsia.

Las mujeres mayores de 40 afios desarrollaron mas recidivas de forma
estadisticamente significativa.

No se encontro relacion entre el resto de variables epidemioldgicas (tabaquismo,
paridad, ETS, edad de inicio de relaciones sexuales, método anticonceptivo,
inmunosupresién) y el riesgo de recurrencia.

-Aclaramiento VPH: De las 238 pacientes incluidas en este analisis, 216 (90,75%)

aclararon el virus durante el seguimiento.

Entre los 22 casos VPH-persistentes, destaca claramente el tipo 16 objetivado en 18 de
ellos (82%).

-Méargenes: Los margenes del cono estaban afectados en 36 de las 372 mujeres
(9,67%). De las 334 mujeres con margenes libres, 23 presentaron una recidiva (6,8%),
mientras que de las 36 pacientes con margenes afectos recidivaron 9 (25%). p=0,00024
-Sensibilidad, especificidad, VPN y VPP del test VPH, citologia y doble test
(citologia+test VPH) como predictores de recidivas

Sensibilidad % | Especificidad% | VPP % VPN %
Test VPH 68,75 96,83 68,75 96,83
Citologia 84,37 84,7 34,17 98,3
Doble test 90,62 72,53 24,57 98,74
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2. Analisis prospectivo

La media de edad fue de 40 afos.

A lo largo de un tiempo medio de seguimiento de 24 meses, se objetivaron 15
recidivas (15,4%).

Las mujeres mayores de 40 afios y aquellas con antecedentes de otra/s ETS

desarrollaron mas recidivas de forma estadisticamente significativa.

-Aclaramiento VPH: De las 68 pacientes incluidas en este analisis, 56 (82%) aclararon

el virus durante el seguimiento.

Entre los 12 casos VPH-persistentes, destaca nuevamente el tipo 16.

-Margenes: Los margenes del cono estaban afectados en 30 de las 97 mujeres (31%).
De las 64 mujeres con margenes libres, 3 presentaron una recidiva (4,7%), sin

embargo, de las 30 pacientes con margenes afectos recidivaron 12(40%), p=0,000013

-Sensibilidad, especificidad, VPN y VPP del test VPH, citologia y doble test:

Sensibilidad % | Especificidad % | VPP % | VPN %
Test VPH 80 92,7 66,6 96,2
Citologia 100 81,7 50 100
Doble test 100 66 35 100

CONCLUSIONES

-Los margenes afectos son un factor de riesgo de recidiva, sin embargo, la mayoria de

las mujeres con margenes positivos nunca presentara recurrencia y, un porcentaje
pequerfio, pero significativo de pacientes con margenes libres si la desarrollaran.

-Las mujeres mayores de 40 afios desarrollaron mas recidivas de forma estadisticamente
significativa.

-La tasa de aclaramiento viral post-tratamiento fue alta en ambos analisis. Aunque el
tipo 16 era el méas frecuente entre los casos VPH-persistentes, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de aclaramiento segun fuese el tipo

viral original.
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-La citologia aislada presenta mejor sensibilidad y VPN que el test VPH aislado a la
hora de detectar recurrencias.
e En el andlisis retrospectivo el doble test mejora la sensibilidad de
ambas pruebas por separado, pero el VPN es practicamente igual.
e En el prospectivo el doble test no afiade nada a la citologia porque
ésta ya presenta una sensibilidad y VPN del 100%.
e En el seguimiento de una poblacion de riesgo como ésta, priman la

sensibilidad y el VPN sobre la especificidad y el VPP.

RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION
The role of high-risk HPV (HR-HPV) infections is well established in the

pathogenesis of cervical dysplasia (CIN 2-3) and cervical cancer.
Conization (LEEP) is the conservative treatment for CIN 2-3, however, recurrent
disease occurs in 1,5-48% of patients.
Several factors have been considered to be predictors of residual disease: the
most important are positive resection margins and persistence of HR-HPV infection.
Cervical cytology presents limited sensitivity in the follow-up post-conization
(20-85%). HPV testing, alone or combined with cytology, can increase sensitivity and
NPV for identifying recurrent disease.
OBJECTIVES
To evaluate the results in post-conization follow-up for CIN 2-3 in our Cervical
Pathology Unit of HUCA
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MATERIALS AND METHODS

1. Retrospective analysis

The medical records of 372 women were reviewed. These subjects underwent
LEEP in our Unit between 1995 and 2009 because of histologically confirmed CIN 2-3.

2. Prospective analysis

Every woman who underwent LEEP for CIN 2-3 in our Unit during the year
2010 (n=97) were tested by cytology, HPV testing, colposcopy and biopsy if necessary
at 6, 12 and 18 months post treatment.
RESULTS

1. Retrospective analysis

At the time of treatment the median age was 35,6 years.

The median follow-up time was 66 months. Along this time, recurrent disease
(histologically confirmed CIN 2-3) was observed in 32 cases (8,6%).

Women over 40 years had a significantly higher recurrence rate.

No correlation could be made when comparing several epidemiological factors
(smoking, parity, sexually transmitted disease STD, age at first intercourse, method of

contraception, inmunosuppression) and risk of recurrence.

-HPV Clearance: 216 of 238 subjects included in this analysis (90,75%) cleared HPV

during follow-up.

Type 16 was observed in 18 of 22 HPV-persistent cases (82%).

-Margins: Resection margins were positive in 36 of 372 women (9,67%).
Of the 334 margin-free women, 23 had recurrent disease (6,8%) versus 9 of the

36 margin-positive patients (25%). p=0,00024

-Sensitivity, specificity, NPV y PPV of HPV testing, cytology and combination testing:

Sensitivity % | Specificity % PPV % | NPV %

HPV testing 68,75 96,83 68,75 96,83
Cytology 84,37 84,7 34,17 98,3
Combination 90,62 72,53 24 57 98,74

testing
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2. Prospective analysis

The median age was 40 years.

The median follow-up time was 24 months. Along this time, recurrent disease
was observed in 15 cases (15,4%).

Women over 40 years and those with history of previous STD had a significantly

higher recurrence rate.

-HPV Clearance: 56 of 68 subjects included in this analysis (82%) cleared HPV during

follow-up.
Type 16 was again the most common type observed among the 12 HPV-persistent
cases.
-Margins: Resection margins were involved in 30 of 97 women (31%).

Of the 64 margin-free women, 3 had recurrent disease (4,7%) versus 12 of the
30 margin-positive patients (40%). p=0,000013
-Sensitivity, specificity, NPV y PPV of HPV testing, cytology and combination testing:

Sensitivity % | Specificity % PPV % | NPV %
HPV testing 80 92,7 66,6 96,2
Cytology 100 81,7 50 100
Combination 100 66 35 100
testing

CONCLUSIONS

-Positive resection margins are associated with an increased risk of recurrent disease.

Nevertheless, most women with incomplete excision will never have recurrence and a
small but significant number of margin-free subjects will have recurrent disease.
-Women over 40 years had a significantly higher recurrence rate.

-HPV clearance rate post-treatment was high in both analysis. Although type 16 was the
most common type among HPV- persistent cases, no significant difference was found in

the clearance rate depending on the viral type pre-conization.

-Cytology alone has higher sensitivity and NPV than HPV testing alone in predicting
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recurrences.

In retrospective analysis, combination testing showed an
improvement in sensitivity compared to cytology or HPV testing
alone. Nevertheless, the NPV was practically the same.

In prospective analysis, combination testing adds nothing to cytology
because papanicolau smear sensitivity and NPV are 100%.

In the follow-up of a population at risk (women post-conization),

sensitivity and NPV are more important than specificity and PPV.

SR. DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO-QUIRURGICAS
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ABREVIATURAS

ACOS Anticonceptivos combinados orales

AlS Adenocarcinoma in situ

AR Alto riesgo

ASCUS  Atypical squamous cells unknown significance
AGUS Atypical glandular cells unknown significance
BR Bajo riesgo

CIN Cervical intraepithelial neoplasia

EDTA Tetracetato de disodio etilin-diamina

FDA Food and Drug Administration

HC2 Hybrid Capture 2 ®

HSIL High grade squamous intraepithelial lesion
ETS Enfermedades de transmision sexual

Ki-67 Antigeno identificado por el anticuerpo monoclonal Ki-67
LEEP Loop Electrosurgical Excision Procedure
LSIL Low grade squamous intraepithelial lesion
PAS Acido periédico-reactivo de Shiff

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

P16 Inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina
TBE Tampon tris-borato-EDTA

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VPH Virus del Papiloma Humano

VPN Valor predictivo negativo

VPP Valor predictivo positivo
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1.1 Epidemiologia del cancer cervical y terminologia de sus lesiones
precursoras

La neoplasia de cuello de Utero es el tercer cancer més frecuente entre
las mujeres de todo el mundo. Se estima que cada afio se diagnostican
aproximadamente 500.000 nuevos casos, de los cuales el 85% se observan en
paises en vias de desarrollo (1;2). La distribucion del cancer cervical invasivo
es claramente bimodal: la tasa ajustada a la poblacién mundial asciende desde
un 17,6 por 100.000 mujeres/afio entre los 30-34 afios a un 28 entre los 45-49
afios de edad, con un descenso posterior y un repunte al 33,1 entre los 60-64
afios. Espafia presenta una de las tasas de incidencia mas bajas de Europa
oscilando entre 4 y 10 casos por 100.000 mujeres y por afo, dependiendo del
registro poblacional (2;3). Se estima que la tasa de mortalidad en nuestro pais

es de 3,2 por 100.000/afo, lo que representa 739 casos por afno (4).

La baja incidencia en paises desarrollados se debe, al menos en parte, a
la eficacia de los programas de cribado basados en la citologia cervical. El
cribado tiene como objetivo detectar las lesiones precursoras del cancer de
cuello uterino que, segun el Sistema Bethesda revisado en 2001(anexo 1), se

clasifican citolégicamente en:

e LesiOn escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL, low grade
squamous intraepithelial lesion). Esta lesion equivale a la displasia leve
0 neoplasia cervical intraepitelial de bajo grado (CIN 1) en la antigua
clasificacion de Richart de 1967.

e Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL, high grade
squamous intraepitelial lesion). Esta lesion incluye las displasias

moderadas y graves, también Ilamadas neoplasias cervicales
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intraepiteliales de grados medio y alto (CIN 2 y 3) en la clasificacion de
Richart. EI CIN 3 engloba a lo que clasicamente se denomind displasia
grave y carcinoma in situ ya que son 2 lesiones indistinguibles
histolégicamente.

e Adenocarcinoma in situ endocervical (AlS).

A pesar de gue la citologia es la técnica empleada en el cribado, el
examen histologico es el método diagndstico clave de las lesiones
premalignas del cérvix uterino. Estas lesiones se clasifican actualmente desde
un punto de vista histolégico segin los criterios de Richart en neoplasias
cervicales intraepiteliales de grado 1 (CIN 1), grado 2 (CIN 2) y grado 3 (CIN
3). En la actualidad, muchos patologos utilizan la terminologia de Bethesda
en el diagnoéstico histoldgico, agrupando el CIN 2-3 bajo el término HSIL,
aunque ello deberia acompariarse siempre del grado de Richart, que se
considera el criterio de referencia (5).

En la guia de consenso mas reciente de la American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP,2006) se especifica que la
clasificacion histologica empleada en dicha guia divide a las lesiones
cervicales en 2 categorias aplicando el término CIN 1 para las lesiones de
bajo grado y CIN 2-3 para las lesiones de alto grado (6).

A partir de ahora, nos referiremos con LSIL/HSIL para hablar en
términos citolégicos y con CIN 1 / CIN 2-3 para hablar en términos

histoldgicos.

Debido a la menor eficacia de la citologia en la deteccién de lesiones
precursoras del adenocarcinoma de cuello uterino, se ha descrito un
incremento en la incidencia de este tipo de cancer en los ultimos 20 afios

(7;8). Las pacientes con adenocarcinoma cervical tienen un ndmero de
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citologias normales previas al diagnostico significativamente mayor que las
que presentan un carcinoma escamoso (9). El desconocimiento preciso de la
historia natural del adenocarcinoma y la falta de criterios citoldgicos y
colposcdpicos bien establecidos y reproducibles para su deteccion o la de sus

lesiones precursoras podrian ser la causa de esta situacion.

1.2 Historia natural de la infecciéon por el VPH

En la actualidad esta claramente establecida la relacion causal entre la
infeccidn de transmision sexual por el virus del papiloma humano (VPH) vy el
carcinoma de cuello uterino, asi como de sus lesiones precursoras y otras
neoplasias de la vulva, vagina y ano (10).

Se conocen més de 100 tipos de virus dentro de la familia VPH, de los
cuales aproximadamente 40 infectan el area genital y anal. Segun su potencial
oncogeénico, se clasifican en tipos VPH de bajo riesgo (VPH-BR) y VPH de
alto riesgo (VPH-AR).

La infeccion por VPH es la enfermedad de transmision sexual mas
frecuente; se estima que hasta el 80% de las mujeres sexualmente activas
entraran en contacto con el virus en algin momento de sus vidas (11). En la
segunda década de la vida la prevalencia es del 20-25%, pero en algunos
grupos de adolescentes o de mujeres jovenes la infeccion llega a afectar hasta
a un 70% de los individuos (12). En la tercera década la prevalencia
disminuye considerablemente, y a partir de los 35 afios se mantiene estable,
proxima al 5% (13). Sin embargo, a pesar de esas cifras de prevalencia tan
elevadas en mujeres jovenes y de mayor actividad sexual, la inmensa mayoria
de las infecciones, tanto de alto como de bajo riesgo, se aclaran y evolucionan

de forma natural hacia la curacion espontanea (12-17).



Introduccion

Un 25% de las mujeres con infecciones transitorias por el VPH muestra
en la citologia cambios propios de las lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LSIL) (18). Estas lesiones contienen en su mayor parte virus de bajo riesgo,
razon por la cual raramente van a progresar. Una extensa revision de la
literatura médica mostré que las LSIL remiten espontaneamente hasta en un
60% de los casos, sobre todo en mujeres jovenes, persisten en el 30%,
progresan a lesion intraepitelial de alto grado (HSIL) en el 10% y a cancer
invasivo en el 1% (19). Estos datos permiten que, tras descartar la presencia
de una lesion mas avanzada, la abstencion terapeutica y el control durante 24
meses sean una opcion valida para las LSIL, evitando a menudo los sobre-

tratamientos injustificados (20).

La interrelacion entre el VPH y el huésped es compleja y variada. La
infeccidn por el virus es una condicion necesaria, pero no suficiente, para la
transformacion neoplasica, de tal forma que sélo una pequefia fraccion de las
mujeres infectadas con VPH-AR presentara un HSIL/CIN 2-3 vy
eventualmente cancer (21;22). Por este motivo se ha sugerido que existen
otros co-factores de progresion que favorecen la persistencia de la infeccion
por VPH.

Estos factores se clasifican en:

e Cofactores virales:

v Genotipo: el tipo 16 presenta un riesgo acumulado de producir
HSIL/CIN 2-3, a 10 afios, de algo mas del 20%; frente al 17%
del tipo 18. El resto de los tipos de alto riesgo, entre el 1 y el 2%
(23).
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v’ Carga viral elevada e infeccidn simultanea por multiples tipos de
VPH: la importancia pronostica de estos 2 factores no esta ain
bien establecida (17;24).

v Nivel de integracién con el ADN celular (25;26).

e Cofactores genéticos: marcadores de susceptibilidad genética que

regulan la respuesta inmunitaria a la infeccion por el VPH (27).

e Cofactores ambientales:

v Tabaquismo: el riesgo de cancer cervical en mujeres VPH
positivas que a la vez son grandes fumadoras es de 2 a 3 veces
mayor que en mujeres no fumadoras (28-34).

v Uso prolongado de anticonceptivos hormonales: un metaanalisis
constatdo un aumento del riesgo de cancer de cuello de atero de
hasta 4 veces en mujeres infectadas por el VPH que habian usado
estos métodos anticonceptivos durante largo tiempo (35), pero
otros autores (36) no encontraron esta asociacion positiva.

v Multiparidad: el mecanismo por el cual las mujeres con multiples
partos tienen mayor tendencia a la persistencia / progresion de la
infeccibn por VPH estd poco claro, pero ampliamente
demostrado (29;37;38).

v Inmunosupresion: ya sea iatrogénica en pacientes con transplante
renal (39) 6 la debida a la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (40-43).

v' Coinfeccion con otros agentes de transmisién sexual:
especialmente el virus del herpes simple tipo 2 0 Chlamydia

trachomatis pueden aumentar el riesgo en 2 ¢ 3 veces (44-47).



Introduccion

Por tanto, en determinadas circunstancias fisiolégicas de permisividad
inmunoldgica y tras un periodo de persistencia de la infeccion por VPH-AR
generalmente largo, las particulas del ADN viral que se encuentran en estado
de latencia sufren un proceso de integracion dentro del genoma de las células
cervicales, originandose la proliferacion celular alterada que sera la base de la
transformacion tumoral. La duracién media del proceso oncogénico puede

estimarse en la mayoria de los casos entre 10 y 20 afios (48).

1.3 Tratamiento de las lesiones de alto grado y riesgo de cancer a largo

plazo

Toda lesion de alto grado diagnosticada por biopsia debe ser tratada
para evitar su progresion, ya que, a diferencia de las lesiones de bajo grado,
Unicamente el 20% de los CIN 2-3 van a regresar espontaneamente mientras

que el resto persistiran o progresaran a cancer invasivo (49;50).

La edad media de las mujeres con CIN 2-3 es, aproximadamente, 30
afios. En los paises desarrollados, las mujeres a esta edad generalmente no han
completado, o ni siquiera iniciado, su deseo genésico. Por tanto, se requiere
un tratamiento conservador con una eficacia terapéutica demostrada y que
ademas preserve la anatomia y funcionalidad del cérvix, respetando asi la

fertilidad de estas mujeres (51).

Los tratamientos disponibles se dividen en 2 modalidades: los
tratamientos  destructivos  (vaporizacion con laser, crioterapia 0
electrocoagulacion) y los escisionales (conizacion con bisturi frio, laser CO, 0

asa diatérmica).
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Los tratamientos escisionales son los de eleccion en pacientes
diagnosticadas de CIN 2-3. Su principal ventaja es que, al contrario que los
tratamientos destructivos, permiten obtener material para el estudio
histolégico en el que se diagnostica un carcinoma oculto inicialmente
invasivo en el 1% de los casos. La histerectomia, tradicionalmente incluida
entre los tratamientos escisionales, no estd justificada como tratamiento
primario de las lesiones intraepiteliales, sino como secundario, tras una
primera exeéresis, por fallo del tratamiento o imposibilidad de control posterior
(52).

Aunque en una revision de la Cochrane Library no se encontraron
diferencias significativas entre las diferentes técnicas escisionales,
presentando todas ellas unos porcentajes de curacién en torno al 90%, la
conizacion con asa diatérmica o en inglés LEEP ( Loop Electrosurgical
Excision Procedure) aparece como la opcion mas favorable ya que consigue
piezas mejores con menor morbilidad, con anestesia local y de forma

ambulatoria (53).

Diversos estudios han puesto de manifiesto que las mujeres tratadas por
una lesion intraepitelial presentan un riesgo mayor a largo plazo de desarrollar
un cancer cervical invasivo comparadas con aquellas mujeres que nunca
hayan tenido CIN. Asi, en un estudio multicéntrico de Reino Unido en el que
se realizd seguimiento post-conizacion a 2116 mujeres durante 8 afos, Soutter
et al concluyeron que el riesgo de cancer invasivo en estas pacientes era 5
veces mayor que el de la poblacion general (54). En este mismo sentido, una
publicacién finlandesa més reciente en la que se estudiaron 7564 mujeres con
una media de seguimiento de 12 afios, refleja que el riesgo elevado de cancer
invasivo tras un tratamiento conservador por CIN persiste incluso durante los

20 afos posteriores a la conizacion (55). Asimismo, Strander et al (56)
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llegaron a la misma conclusién en un importante estudio sueco que incluyé a
132493 mujeres. En su analisis prospectivo, resaltan que el riesgo de cancer a
largo plazo en las mujeres conizadas es mayor que el de la poblacién general
durante 25 afios post-tratamiento y, ademas, este riesgo es especialmente
elevado en aquellas pacientes que tenian 50 afios 6 mas en el momento de la
conizacion. Por altimo, en un reciente estudio retrospectivo de la Universidad
de California, se observo que a lo largo de 18 afios de seguimiento, la cohorte
de mujeres tratadas por CIN 1, 2 o 3 presentaba una incidencia de cancer
invasivo de 37 c¢asos/100.000 mujeres-afio en comparacion con 6

canceres/100.000 mujeres-afio en la cohorte de mujeres sin CIN previo (57).

1.4 Factores relacionados con la probabilidad de recidiva post-tratamiento

El control de las pacientes tratadas por HSIL/CIN 2-3 tiene como
objetivo el diagnéstico precoz de una posible persistencia o recidiva, con el
fin de tratarla y evitar que progrese a cancer. Tras una conizacion con asa por
CIN 2-3 se estima que entre el 1,5 y el 48% de los casos presentan una
enfermedad residual o recurrente (58-97). Este rango tan amplio es debido, en
parte, a la inexistencia de una definicién universal de recidiva: mientras
algunos autores consideran como tal el simple hecho de presentar alguna
citologia de seguimiento alterada (65;73), otros establecen que la displasia, de
cualquier grado, debe demostrarse en biopsia (62;69;76) y la mayoria definen
la recidiva como el hallazgo histolégico de CIN 2+ (78;82;85;92;94).

La histerectomia total no excluye del riesgo de recidiva en la cupula

vaginal, incluso a largo plazo (98).
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Diversos factores se han asociado a un mayor riesgo de persistencia o
recurrencia de una lesion intraepitelial después de haber sido tratada mediante
un tratamiento escisional: afectacion de los margenes quirargicos, la edad, el
estado inmunologico (74;99) y la persistencia de la infeccion por el VPH
post-tratamiento (61-67;69-73;75;77;78;80;82;85;89-91,94,;96;97;100-119).

1. Afectacion de los margenes quirurgicos

Entre un 1-55% de las piezas quirurgicas tras una conizacion, presentan
displasia en alguno de sus margenes de reseccion (61-65;67;69-
71;73;75;79;81;91;93;95;100;101;117;118;120-131). En un porcentaje mucho
menor, entre un 6 a un 10%, los margenes son referidos como dificiles de
evaluar por el patologo (73;131).

Hace ya tiempo que esté claro que la presencia de margenes positivos
no es equivalente a enfermedad residual, y que, por tanto, no es necesario
realizar una segunda conizacion a estas pacientes, sino que un seguimiento
estricto seria suficiente (132). En efecto, se considera un método predictivo
inexacto de enfermedad residual/recurrente ya que un nimero pequefio pero
significativo de mujeres con margenes libres recurren, y la mayoria de las
pacientes con margenes afectos permanecen libres de enfermedad
(70;81;128;133).

Sin embargo, el valor de los margenes quirurgicos como factor
predictivo de recurrencia de la enfermedad, continua siendo controvertido:
aunque numerosos estudios reflejan un mayor riesgo de persistencia-
recurrencia en las pacientes con una excision incompleta de la displasia
(62;67;70;74,79;84;90;92;96;100;101;107;110-112;123;125-127;134-139),
otros sugieren que la correlacion entre el estado de los margenes y el riesgo de
recurrencia es baja (61; 64; 68; 69; 73; 76; 91; 117; 130; 140). Algunas

11
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publicaciones encuentran una significacion estadistica cuando el margen
endocervical estd afectado, pero no cuando lo esta el exocervical (86;122);
mientras que otros autores (70) no observaron diferencias dependiendo de
cual de los dos margenes estaba afecto. Por otro lado, el analisis de Park et al
(65) mostrd que un margen de reseccidn positivo era un factor de riesgo para
presentar citologias anormales de forma recurrente, mientras que no influia en
la probabilidad de presentar biopsias alteradas en el seguimiento de estas

pacientes.

La mayoria de estos estudios no diferencian entre enfermedad residual
0 persistente y enfermedad recurrente; sin embargo, Houfflin Debarge et al
(75) definen en su trabajo enfermedad residual como aquella lesion
confirmada mediante biopsia dentro del primer afio post-conizacion
(citologias de control alteradas) y, por otro lado, definen enfermedad
recurrente a aquella lesién confirmada histologicamente que aparece después
de al menos dos citologias post-tratamiento negativas. Este autor concluye
que las pacientes con margenes positivos en la pieza de conizacion tienen
mayor probabilidad de presentar enfermedad residual, pero no existe
correlacion entre la afectacion de los margenes y la enfermedad recurrente.

El Documento de Consenso de la SEGO (141) entiende como
recurrencia 6 enfermedad “de novo” cuando habiendo transcurrido un afio tras
el tratamiento, durante el cual se haya seguido un estricto control sin detectar
enfermedad residual, aparece ésta. Destaca que el lapso de tiempo es
arbitrario, pero es necesario definirlo para evitar que el médico se encuentre

permanentemente expuesto a la imputacion de fallo en su tratamiento.

12
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2. Edad

También la edad es un factor predictivo de recurrencia controvertido,
mientras la mayoria de los estudios no encuentran ninguna correlacion entre
la edad y la probabilidad de presentar una recidiva (62-65;67-
70;72;76;79;89;90;92;101;110;114;123;124;134;142), varios autores sefialan
que las mujeres mayores de 35, 40 o 50 afos tienen un riesgo aumentado,
hasta cinco veces mayor, de enfermedad residual/recurrente
(56;57;71;74;81;100;107;120;122;138;139). Sorprendentemente, Flannelly et
al (137) observaron en su estudio que las mujeres menores de 21 afos vy las
mayores de 40 afios tenian tasas de recurrencia mas elevadas que las de 26-40
afios, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. Igualmente, Jansen et al
(126) encontraron que las pacientes con un seguimiento post-conizacion
positivo (al menos 2 citologias con LSIL o una con HSIL) eran
significativamente mas jovenes que aquellas en las que no se observé ningln

signo de recurrencia.

3. Otros factores

Otros factores que podrian relacionarse con el riesgo de persistencia o
recurrencia de la displasia, han sido mucho menos estudiados. Entre éstos se
encuentran la paridad, el tabaquismo, el estado menopausico, la
inmunosupresion, la asociacion con otras enfermedades de transmision
sexual, la edad de inicio de las relaciones sexuales y el método anticonceptivo
utilizado. La mayoria de las publicaciones no encuentran significacion
estadistica entre dichos factores y el riesgo de recurrencia
(62;63;65;71;72;79;81;101;114;143), sin embargo Park et al y Lin et al

(68;144) si encontraron, en sus analisis multivariantes, el estado

13
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postmenopausico como un factor de riesgo de persistencia-recurrencia de

displasia.

Por otro lado, Acladious et al (109) en su importante estudio
multicéntrico prospectivo de cohortes, destacan que el tabaco aumenta la
probabilidad de presentar un fallo del tratamiento hasta en 3,17 veces, y que
esta respuesta es dosis dependiente, es decir, que por cada 10 cigarrillos al dia
adicionales, ese riesgo aumenta 2,58 veces. También Sarian et al (120)
encontraron que el tabaquismo estaba, independientemente del estado de los
margenes, fuertemente asociado con la persistencia de la infeccién por VPH
post-tratamiento, aunque no especifica si este hecho se asocia con mayor
riesgo de recurrencia. En este mismo estudio, no se encontro, sin embargo,
ninguna relacion entre el comienzo de relaciones sexuales antes de los 18
afios o el empleo de anticonceptivos orales con la persistencia de la infeccion
por el virus. Igualmente Kocken et al (94) encuentran un elevado riesgo
adicional de recidiva entre las fumadoras de mas de 10 cigarrillos diarios,
mientras que no observan esta relacion ni entre las wusuarias de

anticonceptivos orales ni en las mujeres que habian tenido uno 0 mas partos.

En cuanto al estado de inmunosupresion, Coronado et al (145) y
Brockmeyer et al (74) destacan su papel como factor de riesgo de
persistencia-recurrencia de la displasia. Este ultimo también encontrd
significacion estadistica, aunque sélo en el analisis univariante, para la
presencia de otras enfermedades de transmision sexual asociadas; sin
embargo sefala que ni el tabaco ni el empleo de anticonceptivos orales son
factores de riesgo. Otros investigadores no encontraron relacion entre la
presencia de enfermedades médicas asociadas O el estado de

inmunosupresion, y el riesgo de recidiva (65;71;101).

14



Introduccion

1.5 Infeccidn persistente post-conizacion por VPH-AR como factor de

riesgo de recidiva

Sin duda, el factor de riesgo de persistencia-recurrencia de la displasia
maés estudiado en los ultimos afios es la persistencia de la infeccion por el

VPH de alto riesgo.

1. Técnicas de deteccidén del ADN-VPH

En la actualidad se dispone de varias técnicas moleculares sensibles,
fiables y reproducibles para la deteccion del ADN-VPH que han mejorado
notablemente los resultados que se obtenian con las técnicas iniciales. La
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es un método de amplificacion
molecular que permite identificar cantidades muy pequefias del ADN viral.
Tiene una elevada sensibilidad y es capaz de detectar hasta un minimo de 10
copias de ADN-VPH entre 1 millon de células. Su principal ventaja es que
permite identificar el tipo especifico de VPH, pero para realizar esta técnica
es preciso disponer en el laboratorio de personal especializado, dada la
posibilidad de contaminacion cruzada y de interpretacion diagndstica erronea

si no se tiene el material y el entrenamiento adecuados (146).

La captura de hibridos es una técnica de amplificacion de la sefial con
buenos resultados. La Hybrid Capture Il ® (HC-II) tiene una adecuada
relacion entre sensibilidad y especificidad si se establecen limites de sefial
luminica adecuados. La utilizacién de un “céctel” de sondas de alto riesgo,
que en la dltima version incluye 13 tipos de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68) y otro para el grupo de bajo riesgo que incluye 5 tipos

(6, 11, 42, 43 y 44), permite la deteccion de cualquiera de estos tipos en dos
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Unicas reacciones, si bien en la practica clinica s6lo se usa habitualmente la de
alto riesgo. El inconveniente principal de la captura de hibridos es que no
permite distinguir entre los diferentes tipos virales ni la presencia de
infecciones multiples (5).

En un reciente estudio sueco se compararon ambas técnicas, PCR y
HC-I11, tomando muestras a 177 mujeres para test de ADN-VPH antes y 4-6
meses despues de un tratamiento excisional por CIN 2-3. Los autores
observaron una concordancia importante en los resultados, y concluyen que
las sensibilidades de los 2 métodos son elevadas y casi equivalentes (147).
También Kulmala et al (148) obtuvieron resultados muy similares en su

trabajo comparativo. Las 2 técnicas han sido aprobadas por la FDA.

2. Aclaramiento del VPH post-conizacion

En el seguimiento post-conizacion, la tasa de aclaramiento del
papilomavirus oscila en los estudios publicados entre el 26-100% (63; 64; 67-
70; 72; 73; 75; 77, 78; 80; 83; 91; 93; 100; 101; 105; 106; 109-111; 113; 118;
120-122; 124; 142; 149-154). Es importante destacar que para hablar de
aclaramiento en sentido estricto, no debe encontrarse el tipo de VPH inicial,
previo a la conizacién, en los controles posteriores al tratamiento. De esta
forma, aquellos casos en los que el test de VPH post-conizacién sea positivo
para un tipo distinto al original, deben considerarse como nuevas infecciones
y no como infecciones persistentes, resistentes al tratamiento. En este sentido,
varios estudios cometen el error de describir su tasa de aclaramiento sin tener
en cuenta el tipaje del virus, ya que para la deteccién del DNA viral emplean
la técnica de captura de hibridos (63;68;70;75;93;100;118;120;121;142;149).
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El aclaramiento viral es relativamente rapido tras el tratamiento; asi
Baloglu et al (100), Nagai et al (73), Bodner et al (111), Riethmuller et al (91)
y Zielinski et al (149) encontraron a los 3 meses post-conizacion un 69%,
70%, 73%, 77% y 78% de aclaramiento respectivamente. Kim et al (63)
encontraron una importante progresion a lo largo del tiempo, de forma que a
los 3 meses habian aclarado el VPH el 54% de las pacientes previamente
positivas con VPH de alto riesgo, a los 6 meses el 86% y asi hasta que a los
24 meses de seguimiento el 99% de las mujeres eran VPH negativas. Lo
mismo encontraron Aerssens et al (153), aunque con una tasa final de

aclaramiento a los 24 meses algo menor, del 92%.

3. Factores relacionados con la infeccion persistente post-tratamiento por
VPH-AR

Se han analizado diversos factores que podrian estar relacionados con
la persistencia del virus despues del tratamiento. Entre ellos se encuentra el

estado de los margenes del cono, la edad, la paridad y el tipo de VPH.

e Nuevamente la afectacion de los margenes es controvertida en el
sentido de si influye 6 no a la hora de aclarar el virus después del
tratamiento. Park et al (68) y Kucera et al (150) no encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las pacientes con
margenes libres 6 afectos. Sin embargo, Bodner et al (111) y Gallwas et
al (118) describen en sus estudios que la erradicacion del virus fue

significativamente menor si los margenes eran positivos.

e La edad y la paridad no fueron significativas para Kim et al (63) ni
para Park et al (68), aunque Sarian et al (120), en su analisis
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18

multivariante, encontraron que el tabaco y una edad mayor de 35 afios
estaban fuertemente asociados con la persistencia del VPH durante el
seguimiento, independientemente del estado de los margenes. Sin
embargo, este mismo autor no encontro relacién entre el aclaramiento
viral y el consumo de anticonceptivos orales, una edad de inicio de
relaciones sexuales antes de los 18 afios ni con la afectacion glandular

de la displasia.

Chao et al (107) también describe en su estudio que las pacientes en las

que el VPH no se aclaro, eran significativamente mayores.

Costa et al (122) objetivaron en su analisis univariante que la edad, el
tiempo de vida sexual activa y la afectacion del margen endocervical
eran fuertes predictores de la persistencia del VPH, pero al realizar el
analisis multivariante ajustado por edad, Unicamente la afectacion del

margen endocervical era un factor predictivo independiente.

En cuanto al tipo viral, un reciente estudio de Moore et al (154) en el
que se analizé el aclaramiento del VPH post-tratamiento en 1.207
mujeres, reflejaba que los tipos 16 y 18 aclaran mas rapidamente, con
una media de 6 meses para cada uno de ellos, que el resto de tipos de
VPH.

Este hallazgo, aunque en un principio pueda parecer sorprendente, es
acorde con otro estudio previo de Kreimer et al (155) en el que se
afirmaba que los tipos de alto riesgo tenian a los 6 meses de
seguimiento una tasa de aclaramiento mayor que los de bajo riesgo
(82% vs 72% respectivamente, p<0.001). Segun el autor, el tropismo

por el tejido vaginal que presentan los VPH-BR los aleja
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frecuentemente de la zona de transformacion, que es la region cervical
extirpada mediante LEEP. Otra posible explicacion que aporta kreimer,
es que la persistencia sea en realidad una re-infeccion desde una fuente
intrinseca, como es el cérvix restante tras la excision, 6 desde una
fuente extrinseca, como es la pareja sexual masculina, ya que se ha
visto que la infeccidn natural por el VPH induce una respuesta inmune
humoral muy debil, con titulos bajos de anticuerpos tipo-especificos
pero de duracion incierta que no protegen de una re-infeccién por el

mismo tipo viral U otros tipos relacionados (156;157).

En esta misma linea, Bollen et al (124) publicaron que las infecciones
con VPH de los tipos 16, 18, 45 y 56, que ellos consideraron de alto
riesgo, pasaban de un 46% antes del tratamiento a un 11% despues del
mismo; mientras que el grupo de VPH que ellos consideraban de riesgo
intermedio (tipos 31, 33, 35, 51, 52 y 58) pasaron de un 43% a un 46%
después del tratamiento. Los autores emplean argumentos similares a
los de Kreimer para explicar estos hallazgos. En contraste con estas
publicaciones, un estudio mas antiguo y con una muestra mucho menor
(n=36), reflejaba que la persistencia post-conizacion del tipo 16 es
mayor que la de los tipos 6, 11, 18, 31y 33 (83).

Dentro del grupo de los VPH de alto riesgo, se ha visto en varios
estudios (83;103;142;158) que el tipo 16 es el mas dificil de aclarar. Sin
embargo, Fen et al (106) encontraron en su investigacion que es el tipo

33 el que maés tiende a persistir de entre los tipos 16, 18 y 33.
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1.6 Citologia y test de VPH en el sequimiento post-conizacion

El balance entre la sensibilidad y especificidad de la citologia en un
programa de cribado resulta aceptable para reducir el namero de falsos
positivos y de intervenciones innecesarias. Por el contrario, su tasa de falsos
negativos limita su eficacia en el control de curacién post-LEEP, presentando
una sensibilidad poco satisfactoria que oscila entre el 20 y el 100% en
diferentes publicaciones (51;78;100;108;110;119;121;149;159;160).

Estas mujeres son un grupo de alto riesgo para cancer invasivo, ya han
demostrado una susceptibilidad al VPH, asociada a otros posibles co-factores
ya comentados, y, por tanto, la sensibilidad y el valor predictivo negativo
(VPN) son mas importantes que la especificidad y los falsos positivos ya que
el objetivo es no perder ningun caso de una enfermedad potencialmente letal
(71;110). Ademas, algin estudio sugiere que la citologia incluso pierde
sensibilidad tras el tratamiento ablativo debido a que su lectura resulta mas
dificil por el efecto de “cicatrizacion” (82;161) y ademas, la arquitectura
cervical puede cambiar impidiendo una toma correcta de la muestra

endocervical (162).

Esta limitacion de la citologia en el control post-conizacion explica el
interés por encontrar herramientas adicionales como el test de VPH que, ya
sea de forma aislada 6 en combinacidén con la citologia, pueda incrementar la
sensibilidad y el VPN para detectar enfermedad recurrente.

Por este motivo numerosos estudios han investigado en los ultimos
afios el potencial del test de deteccion del ADN-VPH en el seguimiento
después de una conizacion por CIN 2-3. Se ha propuesto que este test puede

detectar tempranamente una persistencia 0 recidiva de la lesion. Si bien el
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tratamiento tiene el objetivo de eliminar la displasia, y no de tratar la
infeccion por el VPH, actualmente se ha reunido gran cantidad de evidencia
que indica que el VPH-AR se negativiza en las lesiones extirpadas
completamente, mientras que sigue presente si la displasia persiste o recurre
(61-67,69-73;75;77;78;80;82;85;89-91;94;96;97;100-119;163)

Paraskevaidis et al (51) destaca en su revision del afio 2004 que la
sensibilidad del test VPH en un programa de cribado para un diagndstico
primario de displasia parece ser similar a la que presenta a la hora de predecir
fracasos del tratamiento O recurrencias. Sefiala también, sin embargo, que la
mayor parte de los 11 estudios analizados son relativamente pequefios, que el
tiempo de seguimiento varia enormemente entre 3-6 semanas post-tratamiento
(164) hasta 17 afios (82) y que se debe ser cautos al interpretar los resultados
ya que los valores predictivos positivo y negativo del test estan influenciados
por la tasa de recidivas observada en los diferentes estudios.

Algunos casos de persistencia/recurrencia pueden presentar un test
VPH negativo y una citologia alterada. Por tanto, la combinacion de ambas
pruebas, citologia y test VPH, puede incrementar la seguridad en el manejo
del seguimiento. Asi, por ejemplo, Acladious et al (109) realizaron un estudio
prospectivo multicéntrico de casos y controles en el que los casos fueron
aquellas pacientes que desarrollaron una recurrencia a lo largo de los 2
primeros afos post-tratamiento (definida como displasia confirmada mediante
biopsia), y los controles fueron las mujeres que estuvieron libres de
enfermedad durante ese mismo periodo. Este autor observo que el test VPH
en la primera visita de seguimiento, a los 6 meses del LEEP, tenia una
sensibilidad para detectar recurrencias muy similar a la de la citologia, 47% y
46,5% respectivamente, pero habia 11 casos con VPH positivo y citologia

normal, de forma que la sensibilidad combinada ascendia al 72%. Sin
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embargo, destacan que el 17% de los casos en este estudio fueron doble test
negativo, por tanto, aunque la citologia y el VPH sean normales en el primer
control, no debe interrumpirse el seguimiento. Proponen que aquellas
pacientes con cualquiera de los 2 test positivos sean remitidas a colposcopia,
y si ambas pruebas son negativas simplemente se repetira la citologia en un

ano.

Este aumento de la sensibilidad combinada respecto a la del test VPH 6
citologia por separado, también la han observado otros autores. Asi, Alonso et
al (70) describen en su estudio prospectivo (n=203) que la sensibilidad de la
primera citologia post-tratamiento fue del 83,3%, la de citologias repetidas a
lo largo del seguimiento del 94,4% vy la del test VPH-AR del 97,2%. EIl valor
predictivo negativo (VPN) fue 96,3%, 98,6% y 99,3% respectivamente. La
determinacion combinada de VPH-AR junto a una citologia en la primera
visita de control aportaba una sensibilidad y VPN del 100% para detectar

recurrencias, definidas como CIN de cualquier grado en biopsia.

También Zielinski et al (149) publican una sensibilidad del 83% y un
VPN del 99% tanto para la citologia como para el test VPH por separado,
ascendiendo a un 100% de sensibilidad y VPN cuando ambas pruebas se
utilizan de forma conjunta ya sea a los 3 0 a los 6 meses del tratamiento. Este
es uno de los pocos estudios que comparan la probabilidad de presentar una
HSIL/CIN 2-3 en las pacientes en seguimiento post-conizacion con las de un
grupo control, considerando como tal a una poblacion de cribado con
citologias normales (165). De las 77 mujeres tratadas que fueron doble test
negativo, ninguna desarroll6 una recurrencia, por lo que el autor indica que en
estas pacientes de muy bajo riesgo de recidiva se puede suprimir alguna visita

de seguimiento ya que tienen la misma probabilidad de presentar una
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HSIL/CIN 2-3 que el grupo control. Sin embargo, aquellas que tengan la
citologia ¢ el test VPH positivo deben continuar con las revisiones a los 6, 12
y 24 meses y sOlo devolverlas al cribado habitual cuando se negativicen

ambas pruebas.

En una reciente revision de la literatura (162), se analizaron en un
principio 20 estudios: 8 empleaban la técnica de HC-II para la deteccién del
ADN-VPH, 1 estudio utilizaba la HC-1 y 11 la PCR. Estos ultimos no se
pudieron incluir finalmente en el analisis debido a su gran heterogeneidad en
disefio, tamafio muestral y namero de tipos virales estudiados. Con el resto de
publicaciones, se calcularon una sensibilidad y especificidad globales para el
test VPH como predictor de enfermedad residual ¢ recurrencia, del 90,7% y
74,6% respectivamente. Los 4 estudios que incluian datos de la citologia en el
seguimiento consideraban persistencia/recurrencia a un resultado citolégico
de ASCUS 06 mayor (70-72;120). Al analizar estos 4 estudios en conjunto, la
sensibilidad y especificidad globales estimadas para la citologia fueron 76,6%
y 89,7% respectivamente, mientras que para el doble test (citologia
combinada con HC-II) fueron 93,1% y 75,7%. Los autores deducen por tanto,
que de una cohorte tedrica de 1000 mujeres conizadas, el 6,6% tendran una
recurrencia histoldgica de CIN 2-3 (tasa calculada de forma global) y al
afiadir a la citologia el test VPH, se detectaran 9 recurrencias mas que si el
seguimiento fuese Unicamente citoldgico, ya que ante la positividad en
cualquiera de las 2 pruebas, se remite a la paciente a colposcopia. Este
aumento de la sensibilidad combinada es a costa de un descenso en la
especificidad, ya que para captar esas 9 recurrencias adicionales, es necesario
remitir a 297 mujeres a una unidad especializada, es decir, casi el doble que
con el seguimiento citologico aislado (162). Esto supone un aumento

considerable en el consumo de recursos sanitarios y en la ansiedad y molestias
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innecesarias a las pacientes que, segun algunos autores, debe tenerse en
cuenta (166;167); sin embargo, como ya se ha comentado, parece prudente

ofrecer un test con alta sensibilidad en un colectivo como éste.

Kocken et al (119), en su meta-andlisis del afio 2012, publican una
sensibilidad combinada del 95%, mayor que la de cualquier prueba por

separado, y recomiendan el doble test en el seguimiento.

Por otro lado, algunos autores publican una sensibilidad excelente del
test VPH en la primera visita de seguimiento, sin observar un aumento
sustancial de dicha sensibilidad al afadirle la citologia (78;168).

Kitchener et al (117) llevaron a cabo en Reino Unido un estudio
prospectivo con 917 mujeres controladas a los 6, 12 y 24 meses del
tratamiento. Destacan que el valor afiadido de la citologia es dudoso porque
de las 39 pacientes con citologia alterada y test VPH negativo, sélo 2 tuvieron
recurrencia CIN 2-3 en 24 meses, y es muy improbable que estos casos no se
hubiesen detectado con la citologia de screening.

También en el estudio retrospectivo aleman de Gallwas et al (118) se
encontraron una sensibilidad y un VPN muy elevados y similares tanto para la
citologia como para el test VPH por separado (sensibilidad del 91% y 93%
respectivamente; VPN del 98% y 99% respectivamente). Aunque estos
autores no calcularon la sensibilidad ni el VPN del test combinado,
concluyen, basandose en otros estudios (160), que dichos parametros si

aumentan al emplear conjuntamente la citologia y el test VPH.

En un reciente estudio belga (97), los autores sefialan que la deteccion
de VPH-AR a los 6 meses post-tratamiento es mas sensible, pero menos

especifica que la citologia para predecir recurrencias en los primeros 2 afios
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de seguimiento. Especifican, ademas, que la préctica de un tipaje viral
presenta la misma sensibilidad que la simple deteccion de VPH-AR, pero con
mayor especificidad, es decir, seria la técnica mas eficiente en este sentido, ya
que de esta forma se diferenciarian las auténticas recurrencias por una
infeccion persistente, de los casos CIN incidentes debidos a otros tipos virales

distintos de los presentes pre-conizacion.

No obstante, también se han publicado unos pocos articulos que
contradicen lo expuesto por todos los anteriores, ya que consideran que el
valor del test VPH es limitado para detectar recurrencias o para disefiar un
seguimiento a largo plazo. Asi, por ejemplo, Strander et al (169) realizaron en
Suecia un gran estudio de casos y controles, en el que los casos fueron
pacientes que presentaron una recurrencia histoldgica CIN 2-3 més alla de los
2 primeros afios post-tratamiento y los controles fueron mujeres sin
recurrencia (189 casos y 378 controles); eliminando asi la enfermedad
residual por tratamiento incompleto, que es la que suele aparecer en esos 2
primeros afios. Cada paciente debia tener al menos 2 test VPH realizados
entre los 3 y los 24 meses post-conizacion. El tiempo medio de seguimiento
fue de 14 afios y 7 meses. Los autores observaron que Unicamente el 4,4% de
los casos presentaban persistencia de la infeccion por VPH, es decir, el mismo
tipo viral en ambas muestras; sin embargo, este porcentaje fue
significativamente mayor que en los controles. Por otro lado, el 76% de las
recurrencias ocurrieron en mujeres con ambos test VPH negativos. La
adquisicion de un nuevo tipo viral 0 reinfeccion, es decir, el primer test VPH
negativo y el segundo positivo, también fue significativamente mayor en los
casos que en los controles. Estos hallazgos apoyan la idea de que la mayoria
de las recurrencias a largo plazo ocurren por nuevas infecciones por VPH-AR

en un momento posterior, y que las condiciones del huésped que permitieron
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en un principio la persistencia del virus y el desarrollo de la displasia,
perduran y condicionan que aparezca una recidiva. Concluyen que
probablemente por este motivo, la proteccion relativa de un test VPH negativo
es muy limitada al evaluar los efectos a largo plazo, y, ademas, esta
proteccion es mayor si el test se realiza a los 12 meses post-tratamiento en vez
de a los 6 meses. Por otro lado, critican que otros estudios prospectivos en los
que se publica un altisimo valor predictivo negativo del test VPH son
pequefios, con un periodo de seguimiento corto y un ndmero minimo de
recurrencias (78;149;170). Otra publicacion ya comentada de este mismo
equipo sueco, destaca la importancia del seguimiento a largo plazo, incluso
durante 25 afios, con citologia y posiblemente con test VPH, dado que el

riesgo de recurrencia y cancer invasivo persiste (56).

En esta misma linea critica, se encuentra el estudio americano de
Aschkenazi-Steinberg et al (171) en el que se analizd retrospectivamente el
seguimiento de 61 mujeres conizadas. En 120 visitas de estas pacientes, se
realizd simultdneamente el test de VPH y la citologia. Considerando una
citologia positiva a aquella con un resultado de ASCUS & mayor, se
comprobo que ambas pruebas por separado eran igualmente efectivas para
detectar recurrencias siguiendo las recomendaciones de la ASCCP del afo
2001 (172). Efectivamente, empleando la citologia de forma aislada, 40
mujeres habrian requerido colposcopia segun este protocolo, frente a 31
mujeres que la habrian requerido utilizando Unicamente el test VPH (no
diferencias estadisticamente significativas). Sin embargo, el empleo de
ambas pruebas combinadas, incrementaba significativamente el nimero de
pacientes derivadas a colposcopia sin aumentar las recidivas detectadas. Por
otro lado, destaca la escasa correlacion que se observo entre las mujeres con

citologias positivas y aquellas que presentaban el test VPH positivo (indice
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Kappa=0.34) y que no hubo diferencias significativas en la especificidad de
ambas pruebas por separado (68,3% la citologia y 75,8% el test VPH), ni en
el VPP (6,5% y 7,5% respectivamente) ni en el VPN (100% y 98,9%
respectivamente). Los autores no especifican su tasa de recidivas
comprobadas mediante colposcopia y biopsia, pero refieren que es muy baja 'y
por tanto no se pudo calcular la sensibilidad de la citologia y el test VPH de
forma precisa. Por este mismo motivo, explican que el VPP sea tan bajo vy el
VPN tan alto ya que ambos estan relacionados con la prevalencia de la
enfermedad que se quiere detectar, y cualquier prueba de screening en
pacientes tratadas se espera que tenga un VPP muy bajo y un alto VPN dada
la baja tasa de recurrencias post-conizacion. También critican que algunas
publicaciones que destacan el papel del VPH en el seguimiento de estas
pacientes, son simplemente pequefios estudios piloto (84;151;159) y que la
mayoria de los autores emplean la técnica de la PCR para la deteccion del
VPH, pero en la practica diaria la mayoria de los clinicos utilizan la HC-1I
que no distingue entre diferentes tipos virales por lo que la persistencia del
VPH es dificil de constatar. Los autores concluyen que su propio estudio
también es pequefio y que seria necesario repetirlo con una muestra mucho
mayor para encontrar una pequefia diferencia entre la citologia y el test VPH

que pudiese ser clinicamente relevante.

1.7 Situacion actual en el sequimiento post-conizacion por CIN 2-3

Todos estos estudios son profundamente heterogéneos en cuanto a
disefio, caracteristicas de la muestra, modalidades de tratamiento, técnica de
deteccion de ADN-VPH vy los intervalos y la duracion del seguimiento; por

tanto, resulta dificil extraer conclusiones definitivas.
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Reflejo de este estado de confusion, es la inexistencia de un protocolo
comun, universal para el seguimiento de estas pacientes. En Espafia, el
documento de consenso actual de la SEGO es del afio 2006 y establece que el
primer control debe realizarse en la unidad especializada donde se practico el
tratamiento, a los 3 meses de la conizacion si los margenes de la pieza estan
afectos, y a los 6 meses si estan libres. En este primer control ha de realizarse
citologia, test de deteccion de ADN-VPH y colposcopia; si los margenes estan
afectos 0 la colposcopia no es valorable, se estudiara ademas el endocervix
(legrado endocervical 6 cepillado). Si los resultados de todas estas pruebas
son normales, se realizara una citologia anual durante 2 afios y si ambas son
negativas, se devolvera a la mujer al programa de cribado habitual. Si el test
VPH es positivo y el resto del estudio negativo, debera realizarse un doble test
(citologia y test VPH) a los 6 meses. Si el doble test es negativo, se devuelve
a la paciente al cribado y si cualquiera de los 2 es positivo (citologia 0 test

VPH), se realizara una colposcopia (141).

En Estados Unidos, la American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology (ASCCP) en coordinacion con otras sociedades como el American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) y la International
Federation for Cervical Pathology and Colposcopy, actualizaron en el afio
2006 su antigua guia de consenso del afio 2001 (172) a la vista de los
resultados de las nuevas investigaciones (6). Esta guia destaca que ninguno de
los protocolos propuestos en los diversos estudios publicados, ha sido
evaluado en ensayos clinicos aleatorizados y resulta dificil compararlos al ser
tan diferentes unos de otros. Ellos consideran aceptables 2 opciones: un test
de ADN-VPH-AR a los 6 y 12 meses post-tratamiento ¢ bien citologia sola 6
combinada con colposcopia a los 6 y 12 meses. Si el test VPH es negativo 0 si

28



Introduccion

2 citologias consecutivas son negativas, se devuelve a la mujer al cribado de
rutina durante al menos 20 afios, a los 12 meses de la conizacién. El término
cribado de rutina no quedaba especificado en el documento de la ASCCP,
pero recientemente la ACOG ha sugerido una citologia anual en estas
pacientes (173). Si el test VPH es positivo 0 el resultado citoldgico es ASCUS
6 superior, se recomienda colposcopia y estudio endocervical. Si los margenes
del cono estéan afectos 0 el estudio endocervical realizado inmediatamente tras
la conizacion es positivo, debe realizarse a los 4-6 meses otra citologia y
nuevo estudio endocervical. En este Gltimo caso, también se acepta una re-

conizacion.

En Reino Unido, aun no han incorporado el test VPH-AR en sus
programas de seguimiento y recomiendan citologia a los 6 y 12 meses del

tratamiento seguido de citologia anual durante al menos otros 9 afios (174).

Sin embargo, en Paises Bajos, si las citologias realizadas a los 6,12 y 24
meses de la conizacidn son negativas, se devuelve a la paciente al cribado
habitual que consiste en citologia cada 5 afios. Si, por el contrario, alguna de
esas primeras citologias es positiva, recomiendan continuar con citologia
anual hasta que 3 consecutivas sean negativas antes de volver al cribado de
rutina (94).

Dado este creciente interés por la utilidad del test del VPH en el control
post-conizacion, y ante las discrepancias existentes entre diversos estudios,
nos propusimos analizar nuestros resultados en el seguimiento de estas
pacientes en la Unidad de Patologia Cervical del Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA).
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Objetivos

El tratamiento conservador estandar de las displasias cervicales de alto
grado es una conizacion. Sin embargo, entre el 1,5-48% de estas pacientes
van a presentar enfermedad residual o recurrente y el principal objetivo del
clinico es detectar precozmente estas recidivas. La afectacion de los margenes
en la pieza de la conizacidn se ha considerado clasicamente como un factor de
riesgo de recurrencia aungue es inexacto. La citologia para el seguimiento de
estas pacientes tiene algunas limitaciones por lo que el test VPH se ha

propuesto Ultimamente como otra herramienta Util en este contexto.

Con este estudio nos propusimos analizar los resultados del
seguimiento post-conizacion por HSIL/CIN 2-3 en la Unidad de Patologia

Cervical del Hospital Universitario Central de Asturias.

Dividimos el estudio en 2 analisis:

- Analisis retrospectivo de la mujeres conizadas entre los afios 1995 y
2009, en el que se recogieron los datos de sus historias clinicas
archivadas.

- Analisis prospectivo de las mujeres que se sometieron a una
conizacion a lo largo del afio 2010, en las que se realizd una

consulta de seguimiento post-tratamiento cada 6 meses.
En este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Conocer la tasa de recidivas después de una conizacién por

displasia cervical de alto grado y el tiempo medio de aparicion de

dichas recidivas
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2. Analizar la influencia de una serie de variables epidemiologicas
en las tasa de recidivas (edad, estado menopausico, paridad, edad
de inicio de las relaciones sexuales, método anticonceptivo,...)

3. Conocer la proporcion de piezas de conizacidn con margenes
afectos y la posible influencia de esta afectacion en la tasa de
recidivas.

4. Conocer la proporcion de piezas de conizacion con afectacion
endocervical y su relacion con la tasa de recidivas

5. Estudiar la prevalencia de la infeccion por el VPH antes de la
conizacion, asi como la distribucion de los tipos virales mas
frecuentes.

6. Estudiar el porcentaje de aclaramiento del VPH después de la
conizacion relacionandolo, a su vez, con los diferentes genotipos
virales.

7. Conocer el tiempo de aclaramiento viral y si existen diferencias
en este aspecto entre los distintos tipos de VPH.

8. Conocer la proporcion de mujeres que adquirieron una nueva
infeccién por VPH después del tratamiento, los tipos virales
presentes en dichas infecciones y su porcentaje de aclaramiento.

9. Calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo de la citologia, del test VPH y del doble
test (citologia y test VPH) para predecir recidivas durante el
seguimiento de estas pacientes.

10.Estudiar el grado de concordancia entre las citologias y los test
VPH post-conizacion, asi como la concordancia entre las
citologias y la biopsias guiadas por colposcopia en las visitas de

seguimiento.



Objetivos

11.Conocer la proporcion de conos sin displasia en el estudio
anatomo-patologico y si este hallazgo se relaciona con una
ausencia de recidivas.

12.Estudiar la proporcién de pacientes que fueron sometidas a una
segunda-tercera conizacion o histerectomia por recidiva y
analizar los resultados histologicos de las piezas, asi como la
existencia de posibles factores de riesgo para presentar dichas
recidivas dificiles de erradicar.
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Material y Métodos

3.1 ANALISIS RETROSPECTIVO

3.1.1 Poblacién del estudio

El analisis retrospectivo se llevo a cabo mediante la revision de las
historias clinicas de las mujeres conizadas en la Unidad de Patologia Cervical
del HUCA entre los afios 1995 y 2009. A lo largo de estos 15 afios, 939
pacientes fueron sometidas a una o varias conizaciones debido a diferentes
diagnosticos. Se incluyeron en el estudio todas aquellas mujeres conizadas
por presentar HSIL/CIN 2-3 en biopsia guiada por colposcopia o en citologia,
y también aquellas pacientes con LSIL/CIN 1 persistente en citologia o
biopsia en las que se objetivo CIN 2-3 en la pieza quirdrgica. Sin embargo, no
se incluyeron 339 mujeres conizadas por LSIL/CIN 1 en las que el analisis
microscopico del cono confirmo CIN 1y no CIN 2-3.

Por otro lado, de las 600 historias restantes, se excluyeron 201 en las
que o bien no estaba disponible el test de VPH previo a la conizacion o bien
no se le habia practicado ninguno post-conizacion o ambas cosas junto con la
ausencia de multiples datos epidemiol6gicos. Sin embargo, no se excluyeron
33 historias en las que no estaban disponibles ciertos test VPH, pero el resto
de datos epidemioldgicos o de seguimiento estaban recogidos de forma
exhaustiva y nos serian Utiles para algunos de los analisis del estudio (17 sin
test VPH pre-tratamiento, 12 sin test VPH post-tratamiento y 4 sin ninguno de
ellos).

También se excluyeron 9 pacientes que no acudieron nunca mas a la
consulta después del tratamiento, y otras 4 que Unicamente realizaron una
visita post-conizacion en la que no se practico test de VPH, solo citologia. Por

ultimo, tampoco se incluyeron en el estudio a 14 mujeres que fueron
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histerectomizadas inmediatamente tras la conizacion por hallazgo de CIN 2-3
extenso o multifocal, o sospecha de microinvasion.
En resumen, el tamafio muestral del analisis retrospectivo de este

estudio fue de 372 pacientes (n=372), figura 1.
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939 mujeres conizadas
1995-2009

Excluidas

4

600 mujeres CIN 2-3
en biopsia, cono

339 mujeres CIN 1 en biopsia 'y
cono

201 mujeres sin test VPH pre-
LEEP, post-LEEP, o ninguno de los
dos y ausencia de datos
epidemioldgicos

| 9 mujeres sin ninguna visita post-

LEEP

_| 4 mujeres con solo una visita post-

LEEP, solo citologia

n=372

14 mujeres histerectomia post-
LEEP

Figura 1. Tamafo muestral del analisis retrospectivo
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3.1.2 Variables analizadas

Mediante la revision de las historias clinicas, para lo cual no se precisa

consentimiento informado de las pacientes, se recogieron todos los datos

epidemiologicos disponibles:

42

Edad en el momento de la conizacion

Estado menopausico

Paridad (numero de partos vaginales, abortos, cesareas)

Habito tabaquico ( ninguno, menos o mas de 20 cigarrillos al dia)
Enfermedades sistémicas asociadas o estado de inmunosupresion
Antecedentes de otras enfermedades de transmision sexual

Edad de inicio de las relaciones sexuales

Método anticonceptivo utilizado hasta el diagndstico

En cuanto a los datos clinicos, se recogieron:

Test VPH previo a la conizacion, con su tipaje en caso de ser
positivo

Citologia y biopsia guiada por colposcopia previas a la conizacion
El resultado anatomo-patoldgico de la pieza, junto con el estado de
los margenes y la posible afectacion endocervical.

Todas las citologias, biopsias y test VPH posteriores a la conizacion,
con sus fechas y tipaje viral en caso de ser positivo.

Los resultados de sucesivas conizaciones o histerectomia en caso de

recidiva.
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3.1.3 Conizaciones

Las conizaciones fueron realizadas de forma ambulatoria en la consulta
de la Unidad de Patologia Cervical por 3 ginecélogos especializados, previa
firma del consentimiento informado.

Tras visualizar el cérvix con un espéculo adaptado que permite la
aspiracion de humos, se aplica una solucién de lugol para delimitar el area de
la lesion a extirpar y se inyectan 0,9 ml de lidocaina 2% en cada cuadrante
como anestésico local.

A continuacion, se practica la conizacion mediante asa de diatermia de
tamafio acorde al de la lesion y al del propio cuello uterino. Se utilizd un
equipo Cooper Surgical LEEP System 1000® para electrocirugia empleando
una energia de corte y coagulacion de 50-52 W. Las técnicas empleadas
fueron conizacién con asa triangular tipo Apple® comenzando el corte a las
12 horarias, o bien la técnica del “sombrero de vaquero o de ala”, es decir, un
primer pase amplio y poco profundo en el exocérvix con un asa circular tipo
Electrode® grande (generalmente de 2x0,8 cm) y un segundo pase con un asa
méas pequefia (generalmente de 1x1 cm) por el endocérvix, mas profundo
pero sélo alrededor del canal. En este ultimo caso, se marcan las 12 horarias y
el canal con tinta china.

Finalizada la reseccion, se coagula el lecho cervical con electrodo de
esfera metélica de 0,5 cm con una energia de electrocauterizacion de 60-62
W, se deposita un material hemostatico tipo AstrinGyn® (subsulfato férrico)

o Surgicel® y la pieza se envia en formol al Servicio de Anatomia Patologica.
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Figura 2. Esquema de conizacién con asa circular.
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3.1.4 Citologias

1. Recogida de las muestras

Tras la exposicion del cervix mediante un espéculo, se realiza una toma
de ceélulas exocervicales utilizando una espatula de Ayre y otra toma de
células endocervicales con ayuda del citobrush. Se extienden ambas tomas,
una junto a otra, sobre un portaobjetos que se introduce en alcohol 96° para su
fijacion (frotis convencional, no citologia liquida) y posteriormente se envia a

la Seccidn de Citologias del Servicio de Anatomia Patoldgica.

2. Procesamiento de las muestras en el laboratorio

Tras la recepcion y la identificacion de las muestras en el laboratorio, se
procede a la tincién de los frotis con el método de Papanicolaou, el montaje
con una resina sintética (Entellan®) y la revision de las laminas al
microscopio tras la colocacion de un cubreobjetos.

La tincion de Papanicolaou es un método de tincion policromado que
comprende una tincién nuclear (hematoxilina) y dos contra-tinciones (Naranja
G y tinte EA-50). Se requiere la hidrataciéon del frotis una vez fijado en
alcohol para que las celulas tomen la hematoxilina mientras que la
deshidratacion prepara al frotis para la contra-tincion. Desde el afio 2005 se
emplea en el laboratorio de citologias del HUCA un tefiidor automatico que
realiza todas las inmersiones en soluciones alcohdlicas y tinciones que

antiguamente se hacian de forma manual (anexo 2) .
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La tincion resultante es como sigue:

« Ndcleo -azul negro

Citoplasma (no queratinizado) - azul y rojo péalido

Células sanguineas-verde

Citoplasma (queratinizado) -rosa

Eritrocitos-naranja

Los criterios citoldgicos para definir ASCUS, LSIL, HSIL y ASC-
HSIL se pueden apreciar en el anexo 3 y ejemplos de distintas citologias
(normal, LSIL y HSIL) en la figura 3.
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Figura 3. Citologia de las células epidermoides en la prueba Papanicolaou.
(A) Células epidermoides y endocervicales normales. (B) LSIL
(C) HSIL (D) HSIL.
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3.1.5 Biopsias

Tras la recepcién de las muestras de biopsias incluidas en formol en el
Servicio de Anatomia Patoldgica, en primer lugar se procede a la descripcion
macroscoépica, el tallado y la introduccién en los casetes. En las piezas de
conizacion se realizan cortes seriados de 2-3 mm de espesor a través de todo
el cono, paralelos y radiales al eje del canal endocervical, teniendo cuidado de
que cada corte incluya epitelio, la unién escamo-columnar y el espesor
completo de la pieza para poder valorar la afectacion de los bordes.

Después del tallado, los casetes con los cortes de las muestras se
introducen en un procesador automatico en el que se someten sucesivamente a
una fijacion con formol y agua destilada para que el tejido conserve sus
elementos constitutivos celulares, a una deshidratacién con alcohol en
concentraciones crecientes (80°,95° y absoluto) que elimina completamente el
fijador y el agua, a un aclaramiento con xilol que sustituye al alcohol por una
sustancia miscible con el medio de inclusion y finalmente a una impregnacion
con parafina que disuelve el xilol y penetra en el tejido dandole la dureza
necesaria para obtener cortes finos y de calidad.

Posteriormente, se confeccionan los bloques de parafina, se practican
los cortes con el micrétomo y tras extender y montar el corte en una laminilla,
se desparafina para poder tefiir el tejido.

La tincion se realiza con hematoxilina-eosina, ya que es la mejor
técnica para diferenciar las estructuras celulares y tisulares, y, por altimo, se
adhiere un cubreobjetos de cristal antes de observar la muestra al

microscopio.

Si existen dudas del grado de displasia, el anatomo-patologo solicita,

desde el afio 2006, técnicas de inmuno-histoquimica como son el Ki-67 y la
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pl6 ya que la co-deteccion de estos dos biomarcadores en la misma célula es
un indicador de desregulacion del ciclo celular, lo que ocurre durante la
tranformacion oncogénica inducida por VPH-AR, por lo que se identifican
mujeres con mayor probabilidad de albergar una lesion de alto grado (figura
4)
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Figura 4. Tincion citoplasméatica marrdn indica sobreexpresion de p16
y la tincion nuclear roja indica sobreexpresion de Ki-67.
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Si la existencia de microinfiltracion es dudosa, es necesario resaltar la
membrana basal mediante la técnica histoquimica PAS (acido periddico-
reactivo de Shiff) y las inmuno-histoquimicas que detectan coladgeno IV y
laminina-5, componentes importantes de dicha membrana.

En la figura 5 se aprecian imagenes de biopsias cervicales normales,
conCIN1,2y3.
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Figura 5. Biopsias cervicales. A) Normal B) CINIC) CIN Il D) CIN Il
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3.1.6 Deteccion gendmica del VPH

Para la deteccion del VPH, se recoge una muestra de células
endocervicales con un citobrush, el mismo utilizado para la toma citoldgica
en caso de haberla realizado previamente, que posteriormente se introduce en
un medio liquido con tampon tris-clorhidrico-EDTA y se envia a la seccion de
Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Central de Asturias,
donde se mantiene a 4° C hasta el momento de su procesamiento, en las 3 6 4
horas siguientes.

El método de deteccion gendmica que se aplicé fue la PCR o
amplificacion del genoma por medio de una polimerasa termoestable. Este
método se llevd a cabo en tres fases: preparacion o extraccion genomica,

amplificacion gendmica y revelado del producto de amplificaciéon.

1. Extraccion del material genético

Con la preparacion de las muestras, se pretenden obtener altas
concentraciones del ADN libre y eliminar inhibidores que pudiesen afectar a
la reaccion de amplificacion posterior. Para ello, se llevd a cabo una
extraccion del genoma por medio de un método enzimatico de la siguiente
forma:

- La mitad de la muestra se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos,
desechandose el sobrenadante.

- Al sedimento se afiadieron 200 ul de tampdn de extraccion de ADN con
proteinasa-K a una concentracion final de 0,1 pg/ul y se permitié que actuara

durante 45 minutos a 56°C en agitacion.
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- Se inactivé la proteinasa-K por calentamiento a 96°C durante 10 minutos.
- Las muestras se conservaron a—20°C hasta su uso.
El resto de la muestra también se mantuvo a -20°C por si fuese

necesario su uso en caso de inhibicion de la reaccion.

2. Técnica de amplificacién por PCR

La PCR o amplificacion genomica es un método enzimatico que por
medio de una polimerasa termoestable duplica de forma ciclica una secuencia
especifica de ADN de doble cadena, pudiéndose obtener millones de copias
de esa region del genoma.

Cada ciclo consta de tres fases térmicas: desnaturalizacion, momento en
el que se separan las dos hebras del ADN; acoplamiento, cuando se produce la
union de los cebadores; y polimerizacion, con sintesis de la hebra
complementaria.

Para la deteccion del gen que codifica la capside viral se utilizaron los
cebadores MY11/MY09. En algunas ocasiones, para aclarar resultados
inespecificos con los cebadores MY11/MYQ9, se utilizaron los cebadores
GP5+/6+ disefiados sobre una region conservada del gen L1, pero que sélo se
aparean completamente en algunos tipos del VPH.

Los cebadores VPHONC-1/ VPHONC-2 amplifican un fragmento del
gen E6-E7 de tipo oncogénico.

Con cada una de estas parejas de cebadores se procedio a realizar una

mezcla de reaccion de amplificacion para cada una de las dianas buscadas.
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3. Identificacion del producto amplificado

En todos los casos, el producto final de la amplificacion se puso de
manifiesto mediante electroforesis en gel de agarosa.

Se preparé una mezcla del producto amplificado con el tampon de
carga, se transfiri6 al gel de agarosa sumergido en una cubeta de
electroforesis con tampon TBE y se sometié a un campo eléctrico continuo
durante 30-45 minutos. El producto de la PCR se monitorizO mediante
transiluminacion con luz ultravioleta. Se comparo el producto amplificado
con un marcador de control de pesos moleculares. Se considerd positiva la

reaccion cuando se observaron las siguientes bandas:

- 450 pb fragmento gen L1 amplificado con la pareja de cebadores
MY11/MYO09,

- 150 pb fragmento del gen L1 amplificado con la pareja de cebadores
GP5/GP6

- 250 pb gen E6-E7

- 100 pb para la beta globina

La figura 6 muestra una electroforesis en gel de agarosa.
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

450 pb
250 pb

150 pb
100 pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa. La calle 1 del peine corresponde al control de
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pesos, las calles 2, 3, 4, muestran el fragmento correspondiente al gen L1
amplificado conMY11/MYO09 a 450 pb, las calles 6, 7, 8 muestran fragmentos
del gen E6/E7 a 250 pb; las calles 10, 11, 12 muestran el fragmento de 150 pb
correspondiente gen L1 amplificado con GP5/GP6, las calles 14, 15 y 16
muestran fragmentos de 100pb correspondientes a la betaglobina y por Gltimo
las calles 5, 9, 13 y 17 son los controles negativos.
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4. Genotipado por hibridacion con oligonucleétidos

Para llevar a cabo el genotipado del VPH, se llevaron a cabo dos
formatos de hibridacion diferentes inmovilizando los amplificados en un
soporte solido (membrana de nitrocelulosa): técnica dot blot (hibridacién
clasica) o técnica spot blot (modificacion empleada en la actualidad).

Los productos amplificados, y positivos para el fragmento L1, se
hibridaron con sondas especificas para los VPH de bajo riesgo 6, 11 y alto
riesgo 16, 18, 33, marcadas con fésforo 32. A partir del afio 2001 se afiadieron
sondas frente a los genotipos 31, 45 y 58.

Una vez hibridadas las sondas, se procedio a los lavados y por ultimo
se realizo el revelado como una placa de rayos obteniendo las imagenes de la

figura 7.
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a) b)

Figura 7. Representacion de distintas técnicas de hibridacion: a) Representacion de una
hibridacién mediante el protocolo clasico y b) representacién de una
hibridacion mediante el protocolo actual. Los puntos negros representan
muestras positivas para VPH.
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5. Genotipado por secuenciacion

Entre los afios 2002 y 2007 se comenzaron a aplicar protocolos de
secuenciacion para tipar todas aquellas muestras que no se caracterizaban con
la hibridacion.

Existen diferentes métodos de secuenciacion gendémica; unos utilizan
los dideoxinucledtidos marcados y otros los cebadores marcados que son
empleados para determinar la secuencia de bases, pero todas ellas tienen en
comun la generacion de una nueva hebra de ADN gue comienza en un punto
especifico, que viene determinado por el cebador y acaba con la incorporacion
a la cadena en sintesis de un terminador dideoxinucledtido trifosfato,
obteniéndose asi secuencias de distinta longitud que difieren en una sola base
y que pueden ser separadas electroforéticamente por tamafios de menor a

mayor al aplicar una corriente eléectrica.

3.1.7 Analisis de los datos y metodologia estadistica

Todos los célculos estadisticos de este estudio se llevaron a cabo
mediante el programa informéatico SPSS version 17.0 (Statistical Package for
the Social Sciences).

La significancia estadistica de la diferencia entre las proporciones se
determino usando el test exacto de Fisher para variables cualitativas en celdas
de dos por dos.

Se utilizd el test del Chi al cuadrado cuando existian mas de 2
categorias dentro de la variable a estudio.

El nivel de significacién requerido en todos los casos fue de p < 0.05.
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El indice Kappa (k) se emplea para evaluar la concordancia entre
pruebas o instrumentos de medida cuyo resultado es categoérico. Es la razon
entre el exceso de concordancia observado mas alla del atribuible al azar y el
maximo exceso de concordancia posible (considerando la méaxima
concordancia posible como k=1 y el valor de x=0 se obtiene cuando la
concordancia observada es precisamente la que se espera exclusivamente por

el azar).

pP,—P, Po= concordancia observada entre las 2 pruebas a evaluar (tanto por 1)

1-°P, P.= concordancia esperada debida al azar

Para interpretar el valor de k se considera la siguiente escala:

Valor de 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 Muy buena

Tabla 1. Valor del indice kappa
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3.2 ANALISIS PROSPECTIVO

3.2.1 Poblacidn del estudio y protocolo de sequimiento

Un total de 111 pacientes fueron sometidas a una conizacién por
HSIL/CIN 2-3 a lo largo del afio 2010 (entre el 2 de enero y el 30 de
diciembre) en la Unidad de Patologia Cervical del HUCA.

En 5 de ellas el seguimiento fue incompleto por diferentes motivos, como

por ejemplo la vuelta a su pais de origen, por lo que se excluyeron del estudio.

Tampoco se incluyeron en este analisis otras 4 mujeres a las que se les
realiz6 una histerectomia inmediatamente después de la conizacién debido al

hallazgo de cancer infiltrante en el estudio anatomo-patolégico del cono.
Por ultimo, se excluyeron otras 5 pacientes en las que la citologia
inicial fue informada como HSIL, pero éste no se confirmd ni en la biopsia

preoperatoria ni en la pieza de conizacion.

Por tanto, el tamafio muestral definitivo del andlisis prospectivo fue de

97 pacientes (n=97), figura 8.
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111 mujeres conizadas _
2 enero-30 diciembre 2010 Excluidas
Por HSIL / CIN 2-3

5 mujeres CIN16
ausencia de
displasia en biopsia
y cono

\ 4

106 mujeres CIN 2-3 en biopsia,
cono

4 mujeres
histerectomia
inmediata post-
LEEP

5 mujeres con
> seguimiento
incompleto

n=97

Figura 8. Tamafio muestral del analisis prospectivo
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Las pacientes se citaron cada 6 meses para una visita de seguimiento en

la que se practico citologia, test VPH, colposcopia y biopsia si era procedente.

Este analisis prospectivo concluyé en julio del 2012 por lo que el
seguimiento minimo fue de 19 meses con 3 visitas (a los 6,12 y 18 meses) en
las pacientes conizadas en diciembre de 2010 y el seguimiento maximo fue de
30 meses con 5 visitas (6-12-18-24-30 meses) en aquellas mujeres conizadas

en enero de 2010.
Todas las participantes en este analisis prospectivo firmaron un

consentimiento informado (anexo 4) aprobado por el Comité Etico de

Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias (anexo 5).

3.2.2 Variables analizadas

Ademas de las visitas de seguimiento post-conizacién, se recogieron
todas las variables epidemioldgicas citadas previamente para el analisis
retrospectivo (edad, paridad, estado menopausico, edad de inicio de relaciones
sexuales, anticoncepcion...) asi como los resultados del test VPH, la citologia

y la biopsia previas a la conizacion.

También se analizaron los resultados histologicos de los conos, junto
con el estado de los margenes y la posible afectacion endocervical, asi como
el estudio anatomo-patoldgico de sucesivas conizaciones o histerectomias en

el caso de recidivas.
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3.2.3 Conizaciones, citologias, biopsias y test ADN-VPH

Las conizaciones se realizaron mediante la técnica del “sombrero de
vaquero” empleando asas de diatermia circulares.

En 4 mujeres jovenes sin deseo genésico cumplido, se realizo
Unicamente el pase por el exocérvix conservando el endocérvix con la idea de
mantener al maximo su funcion reproductiva.

En otras 4 pacientes en las que la biopsia preoperatoria revelaba
sospecha de cancer infiltrante, se utilizaron asas triangulares grandes para una
conizacion generosa. Estas 4 mujeres se excluyeron posteriormente del
estudio por ser sometidas a una histerectomia inmediatamente tras la

conizacion (figura 8).

El resto de aspectos técnicos de las conizaciones, citologias y biopsias
asi como la metodologia estadistica, son los mismos que los ya comentados

para el analisis retrospectivo.

En cuanto a la determinacion gendémica del VPH, desde mayo de 2011
se empled la técnica validada de Cobas 4800 (Roche Diagnostics®,
Mannheim, Germany). Este sistema esta compuesto por el automatico cobas
X, el termociclador cobas Z y el software necesario para la realizacion de una
PCR a tiempo real con primers de la region L1 del VPH. Los resultados
aparecen en pantalla diferenciados en cuatro canales: genotipo 16, genotipo
18, otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 66) y beta-
globina que se usa como control interno en cada muestra. ES una técnica
totalmente automatizada y no presenta reactividad cruzada con otros

genotipos(175).
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Resultados

4.1 ANALISIS RETROSPECTIVO

Las 372 mujeres que fueron incluidas en este estudio tenian una media

de edad de 35,64 afios en el momento de la conizacion (rango 18-80,5 afios).

4.1.1 Estudio anatomo-patologico previo a la conizacion

La comparativa entre la citologia, la biopsia preoperatoria guiada por

colposcopia y el resultado anatomo-patoldgico final de la pieza de conizacion

se puede observar en la tabla 2.

Cabe destacar varias discordancias entre los resultados de estas

pruebas, sefialadas en la tabla mediante letra en negrita:

Hubo 12 casos en los que, tras una citologia HSIL, la biopsia
preoperatoria venia informada como normal o condiloma. Los conos
de estos casos confirmaban CIN 2-3, explicandose este hecho
probablemente porque la lesidbn se encontrase en el canal

endocervical y no en el exocérvix

En 37 casos se practico la conizacidn ante una citologia alterada (32
HSIL y 5 LSIL) sin realizar biopsia previa para confirmar el
diagndstico. La mayoria de estas pacientes eran mayores, con deseo
genésico cumplido y en todas ellas el cono fue informado como CIN
2-3. Es llamativa la discordancia observada en esas 5 mujeres con

citologia inicial LSIL.
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Hubo 82 pacientes con citologia LSIL en las que la biopsia
preoperatoria y la pieza de conizaciéon confirmaron CIN 2-3. En
otros 3 casos discordantes especialmente preocupantes, la citologia
se inform6 como LSIL y la biopsia preoperatoria fue normal,

mientras que el cono revelaba CIN 2-3.

De nuevo hubo discordancia entre citologia-histologia en 10 casos
con citologias de significado incierto (6 ASCUS y 4 con cambios
por VPH/células atipicas) en los que la biopsia y la pieza de
conizacion reflejaron CIN 2-3.

Los 4 casos AGUS en citologia se consideraron concordantes con el
CIN 2-3 revelado histologicamente, ya que es mas prudente
considerar las anomalias de células glandulares de cualquier tipo

como de alto grado.

En 32 pacientes (8,6%) la citologia fue falsamente negativa: en 18
de ellas la biopsia y el cono se informaron como CIN 2-3, mientras
que en las otras 14 la biopsia reveld CIN 2-3 pero el cono fue
normal. Esto ultimo puede deberse a que la lesion fuese tan pequefia
gue se extirpase completamente con la pinza sacabocados de la

biopsia preoperatoria.

En otros 45 casos con citologia alterada (5 ASCUS, 21 LSIL y 19
HSIL) y CIN 2-3 o AIS confirmado en la biopsia, no se encontro
displasia en la pieza de la conizacion. Estos hallazgos pueden
deberse, como ya se comento en el punto anterior, a que la lesion, de
dimensiones reducidas, hubiese sido extirpada completamente con la
biopsia. Sin embargo, como veremos mas adelante, estas pacientes

no estan exentas de riesgo de recidiva.



Resultados

Citologia Biopsia Pieza Total (n=372)
preoperatoria conizacién
HSIL CIN 2-3 CIN 2-3 138
HSIL CIN 2-3 AIS 1
HSIL CIN 2-3 Microinvasion | 3
HSIL Normal CIN 2-3 9
HSIL Condiloma CIN 2-3 3
HSIL No practicada CIN 2-3 32
Ca.escamoso infiltrante Ca. Células grandes | Microinvasion |1
dudosa microinvasion
LSIL No practicada CIN 2-3 5
LSIL Normal CIN 2-3 3
LSIL CIN 2-3 CIN 2-3 82
LSIL CIN 2-3 con | CIN 2-3 1
microinvasion
AGUS CIN 2-3 CIN 2-3 4
ASCUS CIN 2-3 CIN 2-3 6
Cambios VPH / CIN 2-3 CIN 2-3 4
células atipicas
Normal CIN 2-3 CIN 2-3 18
No practicada CIN 2-3 CIN 2-3 3
HSIL CIN 2-3 Normal 19
LSIL CIN 2-3 Normal 20
LSIL AIS Normal 1
ASCUS CIN 2-3 Normal 5
Normal CIN 2-3 Normal 14

Tabla 2. Comparativa entre citologia, biopsia preoperatoria y pieza conizacion. Analisis

retrospectivo
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4.1.2 Estudio viral previo a la conizacion

El test VPH previo a la conizacion estaba disponible en 351 mujeres de

las 372 incluidas en el estudio.

Dicho test resulto negativo en 101 pacientes (28,77%) y positivo en 250
(71,23%). En 6 de estas 250 mujeres VPH-positivo, el tipo viral no estaba
disponible.

Entre el resto de mujeres VPH-positivo pre-conizacién a las que se les
habia realizado el tipaje viral (n=244), se observéd que el 16 era el tipo mas
frecuente, presentando una gran diferencia respecto al resto ya que aparecia
en solitario en 126 mujeres y acompariado por otros tipos (infecciones mixtas)

en 34 pacientes, es decir, estaba presente en el 64% del total (tabla 3).

A gran distancia del tipo 16, le seguian en frecuencia los tipos 33,

presente en el 6,4% de las pacientes, y el 18 que se objetivo en el 5,6%.

Varias pacientes presentaban VPH no tipificables con las sondas
utilizadas. Los VPH no tipificables que eran positivos para el gen oncogénico
E6-E7 se consideraron no tipificables de alto riesgo y los negativos para
dicho gen, no tipificables de bajo riesgo. En los casos en que el gen E6-E7

tampoco se pudo determinar, simplemente se denominaron no tipificables.

70



Resultados

Tipo viral pre-conizacion

Numero de pacientes (%)

16 126 (50,4 %)
16-18 18 (7,2 %)
33 16 (6,4 %)
18 14 (5,6 %)
Mixtas poco frecuentes

(16-11, 16-31, 16-6,16-52-31,31-33-51, 10 (4 %)
16-18-31-33,16-18-31-33-51)

31 9 (3,6 %)
58 9 (3,6 %)
No tipificable 9 (3,6 %)
No tipificable alto riesgo 9 (3,6 %)
No tipificable bajo riesgo 9 (3,6 %)
Sin tipificar 6 (2,4 %)
16-33 4 (1,6 %)
16-58 4 (1,6 %)
11 2 (0,008 %)
45 2 (0,008 %)
6 1 (0,004 %)
66 1 (0,004 %)
73 1 (0,004 %)
Total 250

retrospectivo

Tabla 3. Distribucion de los tipos virales observados pre-conizacion. Analisis
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4.1.3 Tiempo de sequimiento v pruebas realizadas durante el mismo

El tiempo medio de seguimiento post-conizacién fue de 66 meses, es
decir, 5 aflos y medio (rango 4-181 meses, mediana de 57 meses) como puede

apreciarse en la figura 9.

Fue un seguimiento largo, mayor de 2 afios en el 76% de las pacientes

del estudio.

Durante este tiempo de seguimiento, el promedio de citologias
realizadas a cada paciente fue de 11,64 (rango 1-22, mediana de 5) ya que lo

mas habitual era realizar una citologia en cada visita de control (figura 10).

Sin embargo, el promedio de test VPH realizados a cada paciente fue
maés bajo, de 2,6 (rango 0-19, mediana de 2) como se puede objetivar en la
figura 11.

Este menor namero de test VPH respecto al de citologias se debe a que
en los primeros afos de este estudio no era tan habitual como hoy en dia el
realizar un test VPH como control post-conizacion.

De todas formas, el 60,2% de las pacientes tenian 2 6 mas test VPH

disponibles durante su seguimiento.
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NO

pacientes

Meses de seguimiento

Figura 9. Meses de seguimiento post-conizacion. Analisis retrospectivo
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N° pacientes
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Figura 10. Citologias de seguimiento realizadas. Andlisis retrospectivo
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Figura 11. Test VPH de seguimiento realizados. Anélisis retrospectivo
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4.1.4 Tasay tiempo de aparicion de las recidivas

A lo largo de este tiempo de seguimiento se objetivaron 32 casos de
recidivas, considerando como tales a las CIN 2-3 demostradas mediante

biopsia, es decir, una tasa de recidivas del 8,6%.

La mayoria de las recidivas (68,75%) se detectaron durante el primer
afio de seguimiento, siendo el tiempo medio de aparicion de 19 meses (rango
3-140 meses, mediana de 7 meses. Figura 12). Se consider6 como el momento
del diagnéstico de la recidiva a la fecha de la primera citologia de
seguimiento alterada (> ASCUS) que origind6 una biopsia guiada por

colposcopia.
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N° pacientes

3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 15 26 30 32 33 58 91 140

Meses hasta recidiva

Figura 12. Meses transcurridos hasta la recidiva. Andlisis retrospectivo
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4.1.5 Influencia de distintos factores epidemioldgicos sobre la tasa de

recidivas

Las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion estudiada en cuanto
al habito tabaquico, estado menopausico, paridad, edad, antecedente de otras
enfermedades de transmision sexual (excluido el VIH ya que se incluyé en el
estado de inmunosupresion), edad de inicio de las relaciones sexuales y el
estado de inmunosupresion u otras enfermedades médicas asociadas, estan
reflejadas, junto con su nivel de significancia en relacion a la tasa de

recidivas, en la tabla 4.

Para evitar posibles sesgos de confusion, antes de estudiar cada variable
epidemiologica se tuvo en cuenta que cada grupo de mujeres fuese
homogeéneo respecto al tiempo de seguimiento, meses hasta la aparicion de la
recidiva en caso de haberla, la edad, habito tabaquico y el estado de
inmunosupresion por considerarse éstos los factores que mas podrian influir

en la tasa de recurrencias.

Las mujeres menopausicas presentaron una tasa de recidivas
significativamente mayor que las no menopausicas (21,7% vs 7,7%). Entre las
mujeres de mayor edad, tanto estableciendo el punto de corte en los 40 como
en los 50 afios, también se diagnosticaron mas casos de recidivas de una
forma estadisticamente significativa (15,5% vs 6% con punto de corte en los

40 afios, y 20% vs 7,8% con punto de corte en los 50 afios).

En cuanto al habito tabaquico, se diferenciaron inicialmente dos
subgrupos dentro del grupo de fumadoras: uno de 125 mujeres que fumaban

20 cigarros 0 mas al dia y otro de 97 mujeres que consumian menos de 20
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cigarros al dia. Como la tasa de recidivas fue homogénea en ambos subgrupos
(8,8% vs 10,31%), se decidio dividir a las pacientes simplemente en
fumadoras y no fumadoras para el calculo de la significacion estadistica. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas al analizar el habito

tabaquico ni el resto de factores epidemioldgicos estudiados.
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Variables epidemioldgicas

N° recidivas (%0)

Significacion estadistica

222 Fumadoras 21 (9,4%) p= 0,547 (NS)
Habito 144 No fumadoras 11 (7,6%)
tabaquico 6 Sindato
Estado 23 Menopausicas 5 (21,7%) p=0,020 (significativo)
Menopausico 349 No menopausicas 27 (7,7%)

103 mujeres >40 afios

16 (15,5%)

p=0,003 (significativo)

269 mujeres <40 afios 16 (6%)
Edad
25 mujeres >50 afios 5 (20%) p=0,035 (significativo)
347 mujeres <50 afios 27 (7,8%)
35 mujeres >3 partos v. 5 (14,28%) p=0,207 (NS)
Paridad 337 mujeres <3 partos v. 27 (8%)
42 mujeres SI 3 (7,14%) p=0,716 (NS)
Antecedentes de 329 mujeres NO 29 (8,81%)
otras ETS 1 mujer sin dato
11 mujeres <15 afios 2 (18,18%) p=0,273 (NS)
314 mujeres >15 afios 27 (8,6%)
Edad inicio 47 mujeres sin dato
R.Sexuales
230 mujeres <20 afios 20 (8,7%) p=0,82 (NS)
95 mujeres >20 afios 9 (9,4%)
Inmunosupresién / 76 mujeres Sl 10 (13,15%) p=0,09 (NS)
enfermedades médicas | 295 mujeres NO 21 (7,11%)
asociadas 1 mujer sin dato
138 mujeres Hormonal 11 (8%) p=0,807 (NS)
Método anticonceptivo | 107 mujeres Barrera 7 (6,5%)

114 mujeres no H-no B
13 mujeres sin dato

12 (10,5%)

Tabla 4. Variables epidemiolodgicas en relacion a tasa de recidivas. Parto v.(parto vaginal), NS
(no significativo). No H-no B (no Hormonal-no Barrera). Analisis retrospectivo.
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4.1.6 Aclaramiento VPH

Se consider6 que una paciente VPH positivo pre-conizacion habia
aclarado el virus cuando el ultimo test VPH post-conizacién realizado durante
el seguimiento, era negativo para el tipo viral presente pre-conizacion de
forma espontanea, es decir, sin haber practicado ningun otro tratamiento como

por ejemplo, una segunda conizacion por recidiva.

Por tanto, para el calculo del aclaramiento se excluyeron un total de 134

mujeres de las 372 iniciales (n=238):

- 17 pacientes sin test VPH pre-conizacion disponible
- 101 pacientes VPH pre-conizacion negativo
- 12 pacientes sin test VPH post-conizacion disponible

- 4 pacientes sin test VPH pre ni post-conizacion disponibles

De las 238 pacientes incluidas en este andlisis, se objetivo aclaramiento
del VPH durante el seguimiento post-conizacion en 216 mujeres (90,75%) y
persistencia del mismo tipo viral detectado pre-conizacién en 22 (9,25%).

No surgieron dudas con las 6 mujeres VPH positivas pre-conizacion sin
tipaje viral, ya que todas ellas aclararon el virus, fuese cual fuese su tipo

original.

Los tipos virales de los 22 casos VPH-persistentes, se pueden apreciar
en la figura 13, donde destaca claramente el tipo 16 objetivado en 18 de esos
22 casos (en 17 casos solo y en uno como infeccion mixta, supone un 82%).
El resto fueron los tipos 33, 58, no tipificable y no tipificable de bajo riesgo,

cada uno de ellos representado por un caso, es decir, un 4,5%.
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1(4'5%)
1(4'5%) @ Tipo 16
1 (4'5%)

1 (4'5%) OTipo 33

O Tipo 58
H Tipo no tipificable
@ Tipo no tipificable

bajo riesgo

Figura 13. Tipos virales persistentes post-conizacion. Analisis retrospectivo
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A pesar de esta dominancia del tipo 16 en los casos VPH-persistentes,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
aclaramiento segun fuese el tipo viral previo a la conizacion ya que la
mayoria de las infecciones se aclararon tras el tratamiento fuese cual fuese el

tipaje original (tabla 5).

Es decir, el hecho de que el 82% de los virus que no se aclararon tras la
conizacion fuesen del tipo 16 probablemente se debe a que este tipo viral es el
méas frecuente en general, previo a la conizacion (tabla 3). Su tasa de
aclaramiento tras el tratamiento (86%) es ligeramente inferior a la de los otros
tipos virales (88-100%), pero sin demostrarse diferencias estadisticamente

significativas.
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Tipo viral Total
pre-conizacion Aclaramiento (%) | Persistencia (%) pacientes
16 104 (86%) 17 (14%) 121
18 13 (100%) - 13

31 9 (100%) - 9

33 15 (93,75%) 1 (6,2%) 16
58 8 (88%) 1 (11%) 9
16y 33 4 (100%) - 4
16y 18 14 (100%) - 14
16y 58 4 (100%) - 4

No tipificable bajo riesgo 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8

No tipificable alto riesgo 8 (100%) - 8

No tipificable 8 (88%) 1 (11%) 9

Sin tipificar 6 (100%) - 6
Otros poco frecuentes | 7 (100%) - 7
(6,11,45,66,73)

Mixtas poco frecuentes | 9 (90%) 1 (10%) 10
(16-11,16-31,16-6,31-33-51,...) Mixta 16-18 y 31-33

Total 216 22 238

Tabla 5. Tasas de aclaramiento post-conizacidn segun tipo viral pre-conizacion.

retrospectivo
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4.1.7 Tiempo de aclaramiento

En cuanto al tiempo requerido para aclarar la infeccion VPH, 151

pacientes (72%) lo aclararon en el primer afo de seguimiento:

- Dentro de este grupo, 76 de ellas (35%) tenian el primer test VPH
realizado a los 6 meses de la conizacion y era negativo, asi que
podemos afirmar que aclararon el VPH en 6 meses o0 menos.

- Otras 7 mujeres (3%) tenian su primer test VPH post-conizacion
(realizado a los 6 meses) positivo y el siguiente (a los 12 meses)
negativo, es decir, el aclaramiento fue entre los 6 y los 12 meses
post-tratamiento.

- En las 73 mujeres restantes de este grupo (34%) el primer test VPH
fue realizado a los 12 meses y era negativo, es decir, se puede
afirmar que aclararon la infeccion a lo largo del primer afio pero no

es posible precisar si antes o después de 6 meses.

Por otro lado, hubo 6 pacientes (3%) que aclararon el virus tras mas de
1 afio de seguimiento, ya que sus primeros test VPH a los 6 0 12 meses fueron
positivos y los posteriores negativos en un tiempo variable. En concreto, una

paciente aclaro el virus mas alla de 2 afios post-conizacién y otra en 5 afios.

Por altimo, en 54 mujeres (25%) que aclararon el virus, no es posible
conocer el momento en el que lo hicieron ya sea porque el primer test VPH de
seguimiento disponible es posterior al primer afio o bien porque, aunque
tengan un test VPH de control precoz (a los 6 meses) positivo, el siguiente

disponible es tardio (méas de 12 meses). Figura 14.
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Figura 14. Tiempo de aclaramiento VVPH post-conizacion. Analisis retrospectivo
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Al relacionar el tiempo de aclaramiento con los diferentes tipos virales
pre-conizacion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(tabla 6).

De todas formas, el tamafio muestral de cada grupo es pequefio, con
escasa potencia estadistica, al dividir el total de pacientes de cada tipo viral en
5 categorias (aclaramiento antes de 1 afio sin precisar el momento,
aclaramiento antes de 6 meses, entre 6-12 meses, mas alld de 1 afio o

desconocido).
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Tiempo de aclaramiento

Tipoviral |<12meses |<6meses |6-12 |>12 meses | Desconocido | Total

pre-LEEP | (sin precisar meses pacientes
momento)

16 31 39 5 2 27 104

18 5 3 - - 5 13

31 4 3 - - 2 9

33 6 6 - 2 1 15

58 3 3 - - 2 8

16y 33 1 3 - - - 4

16y 18 3 3 - 1 7 14

16 y 58 1 2 - - 1 4

No 2 2 1 - 2 7

tipificable

bajo riesgo

No 1 4 - - 3 8

tipificable

alto riesgo

No 2 3 1 1 1 8

tipificable

Sin tipificar | 3 1 - - 2 6

Otros poco | 3 2 - - 2 7

frecuentes

Mixtas 3 2 - - 4 9

poco

frecuentes

Tabla 6. Tiempo de aclaramiento segun tipo viral pre-conizacion. Analisis retrospectivo
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4.1.8 Nuevas infecciones

De las 101 mujeres VPH negativas pre-conizacion, 84 permanecieron
negativas durante todo el seguimiento (83%), mientras que 17 (17%)
adquirieron una nueva infeccion, es decir, algun test VPH post-conizacion fue

positivo.

Los tipos virales correspondientes a estas nuevas infecciones se pueden
observar en la figura 15, en la que cada sector corresponde a un tipo viral y
sobre ellos quedan reflejados el nimero absoluto de pacientes y porcentaje

que representa cada tipo dentro del total.

Nuevamente destaca el tipo 16 con un 35%.
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Figura 15. Tipos virales de las nuevas infecciones. Analisis retrospectivo
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De estos 17 casos, 10 nuevas infecciones se aclararon durante el tiempo
de seguimiento (59%), 3 fueron persistentes (17,5%) y en 4 de ellas no se
pudo determinar el aclaramiento (23,5%) ya que no estaba disponible ningln

otro test VPH posterior al que revelaba la nueva infeccion (figura 16).

El aclaramiento de estas nuevas infecciones aqui descrito ocurrié de
forma espontanea durante el seguimiento, es decir sin practicar ningun otro

tratamiento o conizacion.

De las 3 nuevas infecciones persistentes, 2 fueron provocadas por el
tipo 16 y la otra por el tipo 33. Todas ellas ocasionaron recidivas que fueron
tratadas mediante conizacion o histerectomia (apartado 4.1.15) siendo

entonces aclarado el virus definitivamente.

91



Resultados

92

O Nuevas infecciones
aclaradas

O Nuevas infecciones
persistentes

O Nuevas infecciones
con aclaramiento
desconocido

Figura 16. Tasa de aclaramiento de las nuevas infecciones. Anélisis retrospectivo
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4.1.9 Otras infecciones adquiridas

Hubo 25 pacientes (10%) que, siendo VPH positivas pre-conizacion,
adquirieron otra infeccion VPH durante el seguimiento de un tipo viral
distinto al original, independientemente de que éste se hubiese aclarado o no.

A esta situacion la Ilamaremos otra infeccion adquirida.

El VPH inicial, pre-conizacidn, ya se habia aclarado en 23 de estas 25
pacientes antes de adquirir la otra infeccion; sin embargo, 2 de estas mujeres
eran VPH-16 persistentes y puntualmente resultaron positivas para un tipo

viral distinto en alguno de los test VPH de seguimiento.

Teniendo en cuenta que 3 de estas mujeres tuvieron mas de una
infeccidn afiadida a lo largo de su seguimiento, el total de otras infecciones
adquiridas es 28 y la distribucion de los tipos virales se puede apreciar en la
figura 17. Las mas frecuentes son las infecciones transitorias por un VPH no
tipificable que, aunque sin determinar si era de alto o bajo riesgo, lo mas
probable es que fuese de bajo riesgo precisamente por ese caracter transitorio

de la infeccion.
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1 (3,5%) 1(3,5%)

1(3,5%)

1(3,5%)
1 (3,5%)
1 (3,5%)

3 (11%)

8 (29%)

11 (39%)

B Tipo no tipificable
O Tipo 16
O Tipo 58
OTipo 33
OTipo 11

@ Tipo no tipificable bajo riesgo
B Tipo 31

B Tipo 6-18-33 (mixta)

OTipo 66

Figura 17. Tipos virales de otras infecciones adquiridas. Analisis retrospectivo

94



Resultados

En conjunto, de estas 28 infecciones se aclararon 19 y persistieron 4,
mientras que el aclaramiento fue desconocido en 5 de ellas por no disponer de
ningun test VPH posterior al que revelaba la otra infeccion adquirida (figura
18).

Al igual que en el apartado anterior, estos aclaramientos fueron

espontaneos, sin otras conizaciones de por medio.

De los 4 casos con otra infeccion adquirida persistente, 2 fueron
provocados por el VPH tipo 16, otro por el tipo 11 y el altimo por un tipo no
tipificable. De nuevo el tipo 16 es el méas frecuente entre las infecciones que
no se aclaran aungue, como ya se comentd anteriormente, probablemente sea

debido a que es el genotipo méas prevalente en general.
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@ Otras infecciones
adquiridas
aclaradas

O Otras infecciones
adquiridas
persistentes

@ Otras infecciones
adquiridas de
aclaramiento
desconocido

Figura 18. Tasa de aclaramiento de otras infecciones adquiridas. Analisis retrospectivo
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4.1.10 Margenes y afectacion endocervical

El estudio de los margenes en la pieza de conizacion revel6 una
afectacion de los mismos en 36 de las 372 mujeres incluidas (9,67%),
mientras que en 334 (89,8%) estaban libres. En 2 pacientes el informe

anatomo-patoldgico referia que los margenes eran dificiles de valorar.

De las 334 mujeres con margenes libres, 23 presentaron una recidiva
(6,8%), sin embargo, de las 36 pacientes con margenes afectos recidivaron 9
(25%). Esta diferencia es estadisticamente muy significativa (p=0,00024).
Figura 109.

A pesar de que la afectacion de los margenes en una pieza de
conizacion por CIN 2-3 eleva el riesgo de presentar enfermedad residual o
recidivante, la inmensa mayoria de las pacientes con margenes positivos no
presentara ninguna recidiva durante su seguimiento y, por otro lado, aquellas

mujeres con margenes libres no estan exentas de riesgo.

Por otro lado, e independientemente del estado de los margenes, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al relacionar la
afectacion endocervical en la pieza quirdrgica con la tasa de recidivas (8% de
recidivas en los casos sin afectacion endocervical vs. 10,75% en los casos con

afectacion endocervical).
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Figura 19. Tasa de recidivas en funcién de la afectacion de los margenes

quirdrgicos. Andlisis retrospectivo



Resultados

4.1.11 Sensibilidad, especificidad, VPN y VPP del test VPH, citologia y
doble test

1. Test VPH

Para el andlisis del valor estadistico del test VPH como predictor de
recidivas, de las 372 mujeres incluidas inicialmente en este estudio, se
eliminaron 16 en las que no estaba disponible ningln test VPH post-
conizacion, 4 pacientes con una nueva infeccion de aclaramiento desconocido

y 4 con otra infeccién adquirida también de aclaramiento desconocido.

Por tanto, el computo global para este calculo fue de 348 pacientes, 32 de
las cuales eran VPH-persistentes post-conizacion o, al menos, en el momento
de la recidiva histologica y las 316 restantes se consideraron VPH negativas

en el seguimiento a largo plazo:

o 32 pacientes VPH persistentes:

- 25 sin aclaramiento del VVPH inicial pre-conizacion (o al menos sin
aclaramiento en el momento de la recidiva, en caso de producirse)
- 3 nuevas infecciones persistentes

- 4 otras infecciones adquiridas persistentes

e 316 pacientes no VPH persistentes:

- 208 aclaramiento del VPH inicial pre-conizacion sin otras

infecciones adquiridas
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- 14 sin test VPH pre-conizacion disponible, pero todos los test VPH
post-conizacion son negativos
- 10 nuevas infecciones que se aclaran

- 84 VVPH pre-conizacidn negativo que permanece negativo

Como ya se coment6 anteriormente, en este estudio se demostraron 32
recidivas durante el seguimiento, considerando como tales a las CIN 2-3 en

analisis histoldgico.

Entre las 32 pacientes VPH-persistentes se diagnosticaron 22 de estas
recidivas, mientras que unicamente 10 de las 316 mujeres sin persistencia
viral desarrollaron una recidiva. Estos datos suponen una sensibilidad del test
VPH post-conizacion del 68,75% para predecir una recidiva y una
especificidad del 96,83%. El valor predictivo positivo (VPP) de dicho test
resultd igual que la sensibilidad, del 68,75% y el valor predictivo negativo
(VPN) del 96,83%.

Ademas de esas 32 pacientes con recidiva de CIN 2-3 en biopsia, hubo
otras 54 mujeres que presentaron durante el seguimiento alguna citologia
alterada (>ASCUS ) o CIN 1 en biopsia que se resolvieron espontaneamente,
sin llegar a desarrollar HSIL/CIN 2-3. Si considerasemos a todas ellas como

recidiva, es decir, un total de 86, los falsos negativos del test VPH
aumentan de forma que la sensibilidad de dicho test disminuye al 31,4% vy la
especificidad aumenta al 98,1%. Los VPP y VPN serian del 84,37% y 81,33%
respectivamente. De todas formas, en estos casos podriamos encontrarnos
ante aclaramientos espontaneos virales previos a la normalizacién citoldgica y

no ante falsos negativos del test VPH. Por este motivo, consideramos mucho
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mas “real” clinicamente definir recidiva como la demostracion en biopsia de

CIN 2+ y no a cualquier alteracion en la citologia.

2. Citologia

Para el célculo del poder predictivo de la citologia respecto a las
recidivas CIN 2-3 histoldgicas, consideramos de forma global todas las
citologias que cada paciente tenia durante su seguimiento. Asi, si una paciente
tenia al menos una citologia alterada (> ASCUS ) se consideraba positiva y si
todas las de su seguimiento eran normales, negativa. En el caso de las
pacientes con recidiva histologica, para considerar la prueba como positiva,
la/s citologia/s alteradas debian ser previas o al menos simultaneas a la toma

de la biopsia que revelaba CIN 2-3.

Se estudiaron 372 mujeres entre las que 27 con recidiva presentaron
previamente citologia positiva, mientras que todas las citologias de las otras 5

recidivas fueron negativas.

Estos datos suponen una sensibilidad para la citologia aislada del
84,37% vy una especificidad muy similar, del 84°7%, para predecir las
recidivas. Por otro lado, el VPP fue del 34,17% y el VPN del 98,3%.

3. Doble test
Llamaremos doble test a la combinacion de citologia y test VPH

durante el seguimiento. Cuando alguna de ambas pruebas resulta alterada en

cualquier consulta de control post-tratamiento, es decir, citologia > ASCUS o
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el VPH positivo, el doble test se considera positivo y si ambas pruebas son

normales durante todo el seguimiento, el doble test se considera negativo.

Para el célculo de los valores estadisticos del doble test, el computo
global de pacientes fueron 356 (excluyendo simplemente las 16 sin ningun
test VPH post-conizacion disponible de las 372 iniciales) entre las que se

detectaron las 32 recidivas histologicas CIN 2-3 ya comentadas.

En 29 de estas recidivas, alguna de las dos pruebas, citologia o test
VPH, resultaron positivas; sin embargo en los otros 3 casos de recidiva el
doble test fue negativo. En estos 3 ultimos casos, las recidivas se detectaron
en biopsias que se realizaron gracias a la colposcopia rutinaria en nuestra
unidad. De todas formas, estas 3 recidivas se resolvieron espontaneamente,

sin necesidad de otra conizacion.
La sensibilidad y el VPN para predecir dichas recidivas fueron muy

altos, 90°62% y 98°74% respectivamente, mientras que la especificidad fue

del 72,53% y el VPP del 24,57%.
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Sensibilidad | Especificidad VPP VPN

% % % %
Test VPH 68,75 96,83 68,75 96,83
Citologia 84,37 84,7 34,17 98,3
Doble test 90,62 72,53 24,57 98,74

Tabla 7. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del test VPH, la citologia y el doble test

como predictores de recidivas. Analisis retrospectivo
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4.1.12 Concordancia citologia-test VPH post-conizacion

Para calcular la concordancia entre la citologia y el test de VPH se
tuvieron en cuenta todas las visitas de cada paciente en las que se hubiese
realizado simultaneamente una citologia y un test VPH, esto es un total de
898 visitas. Se considerd positiva cualquier alteracion citologica, es decir
ASCUS o peor.

Hubo concordancia entre ambas pruebas en el 82% de las visitas, es
decir, una Po de 0’82 en tanto por 1. Dado que la concordancia esperada
simplemente por el azar en este caso seria un 74% (P, = 0°74), el indice
kappa entre la citologia y el test VPH, calculado segun la formula expuesta en

Material y Métodos, es de 0’314, lo que supone una concordancia débil.

De todas formas, hay que tener en cuenta que estas 2 pruebas miden
metas distintas. La deteccion del VPH, sobre todo de los tipos de alto riesgo,
predice la presencia o futuro desarrollo de una displasia; mientras que la
citologia detecta anomalias citoldgicas que incluyen el efecto citopatico viral
producido por el VPH. Esto significa que se esperan resultados discordantes
en los que el VPH sea positivo aunque la citologia sea normal, pero lo

contrario (citologia positiva con VPH negativo) deberia ser la excepcion.

A pesar de esta concordancia débil gue hemos obtenido, el porcentaje

de estos casos citologia positiva-VPH negativo fue bajo, del 5,8%.

Los casos discordantes citologia negativa-VPH positivo supusieron un
11,7% del total.
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4.1.13 Concordancia citologia-biopsia post-conizacion

Para el calculo del indice kappa el resultado de las pruebas a estudiar
debe ser categorico, es decir, positivo 0 negativo. Por tanto, para comparar
citologia frente a biopsia consideramos positivas aquellas citologias o
biopsias que presentasen cualquier alteracion (= ASCUS) y negativas cuando

eran informadas como estrictamente normales.

Se tuvieron en cuenta todas las visitas de cada paciente en las que se
hubiese realizado simultaneamente una citologia y una biopsia cervical, esto

es un total de 220 visitas.

Se observo concordancia entre ambas pruebas en el 80% de las visitas
(P, = 0°8), mientras que la concordancia esperada simplemente por el azar en
este caso seria un 57,25% (P, = 0°’57). Por tanto, el indice kappa entre la

citologia y la biopsia es de 0°532, es decir, una concordancia moderada.
Considerando a la biopsia como gold standard, de las 44 visitas

discordantes, 24 fueron falsos negativos de la citologia y 20 fueron falsos

positivos.

4.1.14 Piezas de conizacion sin displasia

De las 372 conizaciones, hubo 59 piezas informadas anatomo-
patoldgicamente sin displasia (15,86%), 307 con CIN 2-3, 4 como CIN 2-3
con microinvasion, una con metaplasia atipica y otra con displasia

queratinizante (figura 20). La displasia queratinizante es una variante del CIN
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2-3 con ceélulas de citoplasma queratinizado hipermaduro y a menudo con

forma de renacuajo.
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Figura 20. Resultado anatomo-patoldgico de las piezas de conizacion. Analisis

retrospectivo
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De las 59 pacientes cuya pieza fue informada como normal, 8 (13,5%)

tuvieron alguna anomalia en el seguimiento:

e Seis de ellas presentaron citologia alterada o CIN 1 en biopsia de forma

puntual

e Las otras 2 desarrollaron una recidiva CIN 2-3 en biopsia:

- Una de ellas fue sometida a una segunda conizacion que
nuevamente fue informada sin displasia aunque posteriormente
volvio a presentar CIN 2-3 en biopsia que finalmente se resolvio

de forma espontanea.

- La otra paciente con recidiva histoldgica, presentd a los 3 meses
de la conizacion una citologia informada como carcinoma
infiltrante por lo que se le practicd una histerectomia que revelo

CIN 2-3 en el estudio histologico.

Estos hallazgos deben alertarnos: el hecho de que la pieza de una
conizacioén sea informada como normal frecuentemente se justifica pensando
que la displasia demostrada inicialmente mediante la biopsia con pinza de
sacabocados fuese tan pequefia que se habria extirpado completamente en
dicha biopsia; sin embargo, las anomalias pueden persistir en una zona mas
alta del canal endocervical no alcanzada con el asa de la conizacion por lo que

estas pacientes deben continuar bajo control estricto como el resto.
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4.1.15 Conizaciones sucesivas e histerectomias

De las 372 pacientes incluidas en este estudio, 26 fueron sometidas a
una segunda e incluso una tercera conizacion por los resultados del

seguimiento (figura 21).

En 2 de estas pacientes, se realizd una segunda conizacion, una de ellas
en otra Comunidad Autonoma, simplemente por presentar bordes afectos en
la pieza de la primera conizacién. En ambos casos el resultado anatomo-
patoldgico del segundo tratamiento fue informado sin displasia Y el resto del

seguimiento fue normal.

En otras 2 pacientes, la segunda conizacion se realizd por presentar
CIN 1 en biopsia o LSIL en citologias de forma persistente durante el
seguimiento. En una de ellas el segundo cono se informé como CIN 2-3 con
un seguimiento largo posterior completamente normal, y la otra, en la que la
pieza del segundo tratamiento revelaba microinfiltracion, fallecié por otro

motivo en un breve periodo de tiempo.

En las 22 pacientes restantes, se indicéO una segunda conizacion por
detectarse HSIL/CIN 2-3 en biopsias o citologias de seguimiento. En 7 de
ellas no se encontré displasia en el segundo cono, aungue, como ya se
comentd en el apartado anterior, 3 de estas 7 mujeres volvieron a presentar
alguna alteracion LSIL/CIN 1 o HSIL/CIN 2-3 en citologias o biopsias

posteriores que se resolvieron espontaneamente.
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El resto del seguimiento en las otras 4 pacientes con segundo cono sin

displasia fue estrictamente normal.

Algunas de las otras 15 mujeres con segunda conizacion por detectarse
HSIL/CIN 2-3 en biopsias o citologias de seguimiento, se sometieron a una

tercera conizacion o incluso a una histerectomia, con resultados diversos.
El curso de todas las pacientes sometidas a varios tratamientos por

anomalias en su seguimiento, se puede observar en la figura 21 junto con su

status VPH representado en colores.
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Figura 21. Mujeres con 22-32 conizacion o histerectomia, motivos y seguimiento. Analisis
retrospectivo
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Histerectomias

Se realizaron 16 histerectomias entre las 372 pacientes de este estudio.

Seis de ellas se practicaron después de que una segunda o tercera
conizacion revelase CIN 2-3 persistente 0 microinvasién y ya han quedado

reflejadas en la figura 21.

Tres histerectomias fueron debidas a causas ajenas a la displasia
cervical (2 por miomas y otra por cancer ovarico) y en ninguna de ellas se
encontro recidiva en el cérvix que no se hubiese detectado con las visitas de

control post-conizacion.

Las 7 restantes se practicaron en mujeres que presentaron HSIL en

citologia o legrado endocervical de seguimiento:

e En 5 de estas 7 histerectomias se confirmé CIN 2-3 en el estudio

anatomo-patologico (3 de las cuales eran VPH persistentes)

e En las otras 2 hubo discrepancia entre la citologia o biopsia

preoperatorias y el andlisis de la pieza quirurgica:

- En una paciente cuya citologia preoperatoria revelaba HSIL, con
colposcopia normal, el estudio de la pieza reflejaba simplemente
atipia por lo que se reviso la citologia que deberia haber sido
informada como AGUS y no HSIL.
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En otra paciente con citologia de seguimiento informada como
carcinoma epidermoide, proliferacion celular atipica y CIN 2-3 en
biopsia aunque con limitaciones por muestra escasa, al estudiar la

pieza uterina no se encontrd ninguna displasia.
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4.2 ANALISIS PROSPECTIVO

Las 97 mujeres que fueron incluidas en este estudio tenian una media

de edad de 40 afios en el momento de la conizacion (rango 22-71 afios).

4.2.1 Estudio anatomo-patoléqgico previo a la conizacion

La comparativa entre la citologia, la biopsia preoperatoria guiada por

colposcopia y el resultado anatomo-patologico final de la pieza de conizacion

se puede observar en la tabla 8.

Cabe destacar varias discordancias entre los resultados de estas

pruebas, sefaladas en la tabla mediante letra en negrita:
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Hubo 3 casos en los que, tras una citologia HSIL, la biopsia
preoperatoria venia informada como normal. Los conos de estos
casos confirmaban CIN 2-3, explicandose este hecho probablemente
porgue la lesion se encontrase en el canal endocervical y no en el

exocérvix, donde se habian realizado las biopsias.

En 9 casos se practicd la conizacion ante una citologia HSIL sin
realizar biopsia previa para confirmar el diagnéstico. La mayoria de
estas pacientes eran mayores, con deseo genésico cumplido y en

todas ellas el cono fue informado como CIN 2-3.

Hubo 21 pacientes con citologia LSIL y otras 3 con citologia
ASCUS en las que la biopsia preoperatoria y la pieza de conizacion

confirmaron CIN 2-3. En otro caso discordante especialmente
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preocupante, la citologia se informé como LSIL y la biopsia

preoperatoria como CIN 1, mientras que el cono revelaba CIN 2-3.

En 4 pacientes con citologia LSIL y biopsia preoperatoria
discordante CIN 2-3, el estudio anatomo-patologico definitivo en el
cono se inform6 como CIN 1.

Este hecho podria explicarse por la coexistencia, en ciertas
ocasiones, de CIN 1 y CIN 2-3; siendo en estos 4 casos de nuestro
estudio el CIN 2-3 maés reducido que el CIN 1 por lo que el primero
se habria extirpado completamente con la biopsia.

En otro caso similar, que podria explicarse de la misma forma, la
citologia revelaba HSIL posteriormente confirmado en el cono con
CIN 2-3, pero la biopsia pre-conizacion se habia informado como
CIN 1.

Dado que nuestro hospital es un centro universitario con medicos
residentes en formacion, otra posible explicacion para estas
discrepancias es un error en la toma de la biopsia guiada por

colposcopia o en la técnica de la conizacion.

El dnico caso con AGUS en citologia se consideré concordante con
el CIN 2-3 revelado histolégicamente ya que las anomalias de
células glandulares de cualquier tipo involucran un aumento de

riesgo de que exista una entidad neoplasica maligna relacionada.
En otros 11 casos con citologia alterada (2 ASCUS, 5 LSIL y 4

HSIL) y CIN 2-3 confirmado en la biopsia, no se encontré displasia

en la pieza de la conizacion. Estos hallazgos pueden deberse, como
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ya se comentd anteriormente, a que la lesion, de dimensiones

reducidas, hubiese sido extirpada completamente con la biopsia.

- En una Unica paciente (1%) la citologia fue falsamente negativa ya

que la biopsia y el cono se informaron como CIN 2-3.
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Citologia Biopsia Pieza conizacion | Total
preoperatoria (n=97)

HSIL CIN 2-3 CIN 2-3 39
HSIL No practicada CIN 2-3 9
HSIL Insuficiente CIN 2-3 2
HSIL Normal CIN 2-3 3
HSIL CIN 2-3 Microinvasion 1
HSIL CIN1 CIN 2-3 1
LSIL CIN 2-3 CIN 2-3 21
LSIL CIN1 CIN 2-3 1
LSIL CIN 2-3 CIN1 4
ASCUS CIN 2-3 CIN 2-3 3
AGUS CIN 2-3 CIN 2-3 1
ASCUS CIN 2-3 Normal 2
LSIL CIN 2-3 Normal 5
HSIL CIN 2-3 Normal 4
Normal CIN 2-3 CIN 2-3 1

Tabla 8. Comparativa entre citologia, biopsia preoperatoria y pieza conizacion.

prospectivo

Anélisis
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4.2.2 Estudio viral previo a la conizacion

El test VPH previo a la conizacion resultd negativo en 29 pacientes
(30%) vy positivo en 68 (70%).

Entre las mujeres VPH-positivo pre-conizacién, el tipo 16 era el méas
frecuente, presentando una gran diferencia respecto al resto ya que aparecia
en solitario en 23 casos y acompafiado por otros tipos (infecciones mixtas) en

5 pacientes, es decir, estaba presente en el 41% del total (tabla 9).

A gran distancia del tipo 16, le seguian en frecuencia los tipos 31,

presente en el 13% de las pacientes, y el 18 que se objetivé en el 7%.
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Tipo viral pre-conizacion

NuUmero de pacientes ( % )

16 23 (34%)
31 9 (13%)
18 5 (7%)
No tipificable alto riesgo 4 (6%)
Mixtas poco frecuentes incluyendo el 16 | 5 (7%)
(16-31-60,16-31,16-31-35-66,16-45,

16-52)

Otras mixtas poco frecuentes 5 (7%)
(31-52,35-53,33-58,6-58,53-66)

33 3 (4,4%)
35-58 2 (3%)
35 2 (3%)
45 2 (3%)
58 2 (3%)
39 1(1,6%)
53 1(1,6%)
68 1(1,6%)
No tipificable bajo riesgo 1(1,6%)
No tipificable 2 (3%)
Total 68

Tabla 9. Distribucién de los tipos virales observados pre-conizacion.

Anélisis prospectivo
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4.2.3 Tiempo de sequimiento v pruebas realizadas durante el mismo

El tiempo medio de seguimiento post-conizacion fue de 24 meses
(rango 19-30 meses, mediana de 24 meses) como puede apreciarse en la

figura 22.

El 59% de las pacientes se siguieron durante 2 afios 0 mas.

El seguimiento minimo en este estudio fue de 19 meses, es decir, todas
las pacientes, como minimo, deberian haber realizado 3 visitas de control a

los 6-12-18 meses con sus respectivas citologias y test VPH.

Sin embargo, bien fuese por embarazo, por un cumplimiento
insuficiente por parte de las pacientes o por una recidiva precoz que obligase
a una segunda o tercera conizacion, a varias mujeres se les realizé un menor

numero de pruebas del establecido inicialmente para este analisis prospectivo.

El promedio de test VPH realizados a cada paciente fue de 3,4 (rango
1-5, mediana de 3) que coincide con el de citologias (media 3°4; rango 1-5y
mediana de 3) aunque no siempre se realizaron ambos test simultaneamente
(figuras 23 y 24).
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Figura 22. Meses de seguimiento post-conizacion. Analisis prospectivo
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Figura 23. Test VPH de seguimiento realizados. Andlisis prospectivo
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Figura 24. Citologias de seguimiento realizadas. Andlisis prospectivo
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4.2.4 Tasay tiempo de aparicion de las recidivas

A lo largo de este tiempo de seguimiento se objetivaron 15 casos de
recidivas, considerando como tales a las CIN 2-3 demostradas mediante

biopsia, es decir, una tasa de recidivas del 15,4%.

La mayoria de las recidivas (60%) se detectaron durante los 6 primeros
meses de seguimiento, siendo el tiempo medio de aparicién de 10 meses
(rango 4-24 meses, mediana de 6. Figura 25). Se consideré como el momento
del diagnéstico de la recidiva a la fecha de la primera citologia de
seguimiento alterada (> ASCUS) que origind6 una biopsia guiada por

colposcopia en la que se demostré el CIN 2-3.
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Figura 25. Meses transcurridos hasta la recidiva. Andlisis prospectivo
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4.2.5 Influencia de distintos factores epidemioldgicos sobre la tasa de

recidivas

Las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion estudiada en cuanto
al habito tabaquico, estado menopausico, paridad, edad, antecedente de otras
enfermedades de transmision sexual, edad de inicio de las relaciones sexuales,
método anticonceptivo y el estado de inmunosupresién u otras enfermedades
médicas asociadas, estan reflejadas, junto con su nivel de significancia en

relacion a la tasa de recidivas, en la tabla 10.

Al igual que en el analisis retrospectivo, para evitar posibles sesgos de
confusidn, antes de estudiar cada variable epidemioldgica se tuvo en cuenta
que cada grupo de mujeres fuese homogéneo respecto al tiempo de
seguimiento, meses hasta la aparicion de la recidiva en caso de haberla, la
edad, habito tabaquico y el estado de inmunosupresion por considerarse éstos

los factores que més podrian influir en la tasa de recurrencias.

Las mujeres de 40 afios 0 mas presentaron una tasa de recidivas
significativamente mayor que las menores de esa edad (24% vs 8%). Sin
embargo, no hubo diferencias si el corte de edad se establecia en los 50 afios
ni entre mujeres menopausicas y no menopausicas. Esto es debido a que 9 de
las 15 recidivas que hubo en total, se desarrollaron en la franja de edad entre
los 40 y los 49 afios; y la mayoria de las mujeres de este segmento etario no

eran aun menopausicas.

Las pacientes con antecedentes de otras enfermedades de transmision
sexual presentaron también una tasa de recidivas significativamente mayor

que las mujeres sin estos antecedentes (37,5% vs 11%).
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En cuanto al habito tabaquico, se diferenciaron inicialmente dos
subgrupos dentro del grupo de fumadoras: uno de 29 mujeres que fumaban 20
cigarros o0 méas al dia y otro de 23 mujeres que consumian menos de 20
cigarros al dia. Como la tasa de recidivas fue homogénea en ambos
subgrupos, se decidio dividir a las pacientes simplemente en fumadoras y no
fumadoras para el calculo de la significacion estadistica. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al analizar el habito tabaquico ni el

resto de factores epidemioldgicos estudiados.
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Variables epidemiologicas N° recidivas (%) Significacion estadistica
Habito 52 Fumadoras 9 (17,3%) p= 0,59 (NS)
7 . 0
tabaquico 45 No fumadoras 6 (13,3%)
Estado 16 Menopausicas 3 (19%) p=0,7 (NS)
, . ALISH 0
menopausico 81 No menopausicas 12 (15%)
46 mujeres >40 afios 11 (24%) p=0,03 (significativo)
Edad 51 mujeres <40 afios 4 (8%)
14 mujeres >50 aflos 2 (14,3%) p=0,9 (NS)
83 mujeres <50 afios 13 (16%)
) 10 mujeres >3 partos v. 1 (10%) p=0,61 (NS)
Paridad .
87 mujeres <3 partos v. 14 (16%)
Antecedente 16 mujeres SI 6 (37,5%) p=0,007 (significativo)
otras ETS 81 mujeres NO 9 (11%)
dad inici 3 mujeres <15 afios 1 (33,3%) p=0,38 (NS)
Edad inicio 94 mujeres >15 afios 14 (15%)
R.Sexuales
0,
73 mujeres <20 afios 14 (19%) p=0,077 (NS)
0,
24 mujeres >20 afios 1 (4%)
Inmunosupresiéon / | 30 mujeres Sl 6 (20%) p=0,4 (NS)
1 0
enfermedades 67 mujeres NO 9 (13,4%)
médicas asociadas
Método 35 mujeres Hormonal 5 (14,3%) p=0,826 (NS)
. . i 0,
anticonceptivo 26 mujeres Barrera 5 (19,2%)
36 mujeres no H-no B 5 (14%)

Tabla 10. Variables epidemioldgicas en relacion a tasa de recidivas. Parto v. (parto vaginal), NS
(no significativo). No H-no B (no barrera-no hormonal). Analisis prospectivo.
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4.2.6 Aclaramiento VPH

Se consideré que una paciente VPH positivo pre-conizacion habia
aclarado el virus cuando el ultimo test VPH post-conizacién realizado durante
el seguimiento, era negativo para el tipo viral objetivado antes del
tratamiento. Este aclaramiento debia producirse de forma espontanea, es
decir, sin haber practicado ningun otro tratamiento como por ejemplo, una

segunda conizacion por recidiva.

Por tanto, para el céalculo del aclaramiento solo se tuvieron en cuenta las
68 mujeres VPH positivo pre-conizacion, excluyéndose 29 pacientes de las 97

iniciales por ser VPH pre-conizacion negativo.

De las 68 pacientes incluidas en este analisis, se objetivo aclaramiento
del VPH durante el seguimiento post-conizacion en 56 mujeres (82,3%) y

persistencia del mismo tipo viral detectado pre-conizacion en 12 (17,7%).

Los tipos virales de los 12 casos VPH-persistentes, se pueden apreciar
en la figura 26, donde destaca claramente el tipo 16 objetivado en 8 de esos
12 casos (en 6 casos solo y en otros 2 como infeccion mixta, supone un 67%).
El resto fueron los tipos 33, 31 y las infecciones mixtas 35-58 y 31-52, cada

uno de ellos representado por un caso, es decir, un 8,25%.
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1(8'25%)
1(8'25%) <
B

1 (8'25%)l

O Tipo 16
OTipo 33
B Tipo 31
O Tipo 35-58
OTipo 31-52

Figura 26. Tipos virales persistentes post-conizacion. Analisis prospectivo
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A pesar de esta dominancia del tipo 16 en los casos VPH-persistentes,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
aclaramiento segun fuese el tipo viral previo a la conizacion ya que la
mayoria de las infecciones se aclararon tras el tratamiento fuese cual fuese el

tipaje original (tabla 11).

Es decir, el hecho de que el 67% de los virus que no se aclararon tras la
conizacion fuesen del tipo 16 probablemente se debe a que este tipo viral es el
mas frecuente en general, previo a la conizacion (tabla 9).

De todas formas, el tamafio muestral de varios tipos virales es pequefio,

con escasa potencia estadistica.
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Tipo viral Total
pre-conizacion Aclaramiento (%) | Persistencia (%) pacientes
16 17 (74%) 6 (26%) 23
31 8 (89%) 1 (11%) 9
18 5 (100%) - 5
33 2 (67%) 1 (33%) 3
35 2 (100%) - 2
39 1 (100%) - 1
45 2 (100%) - 2
53 1 (100%) - 1
58 2 (100%) - 2
68 1 (100%) - 1
35-58 1 (50%) 1 (50%) 2
Mixtas poco frecuentes

incluyendo el 16 3 (60%) 2 (40%) 5
(16-31-60,16-31,16-31-35-66,

16-45, 16-52)

Otras mixtas poco frecuentes 4 (80%) 1 (20%) 5
(31-52,35-53,33-58,6-58,53-66)

No tipificable alto riesgo 4 (100%) - 4
No tipificable 2 (100%) - 2
No tipificable bajo riesgo 1 (100%) - 1
Total 56 12 68

Tabla 11. Tasas de aclaramiento post-conizacion segun tipo viral pre-conizacion. Analisis

prospectivo
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4.2.7 Tiempo de aclaramiento

En cuanto al tiempo requerido para aclarar la infeccion VPH, 51
pacientes (91%) lo aclararon en los primeros 6 meses de seguimiento ya que
el primer test VPH realizado a los 6 meses post-conizacion era negativo para

el tipo viral presente pre-conizacion.

Las otras 5 mujeres lo aclararon entre los 6 y 12 meses post-tratamiento
ya que el primer test VPH realizado a los 6 meses era aun positivo, pero el

siguiente, realizado al afio post-conizacion, ya era negativo.

Al relacionar el tiempo de aclaramiento con los diferentes tipos virales
pre-conizacion, observamos que de las 5 mujeres que tardaron mas tiempo (6-
12 meses) en aclarar el virus, 2 eran portadoras del VPH-16, otras 2 de un tipo
de alto riesgo no tipificable y la ultima de un tipo no tipificable (sin

especificar alto o bajo riesgo).
Como estos 3 tipos virales también son aclarados, incluso en mayor

proporcion, dentro de los primeros 6 meses de seguimiento, podemos afirmar

que ningun tipo viral tiende a persistir en el tiempo mas que otros. Tabla 12.
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Figura 27. Tiempo de aclaramiento VPH post-conizacion. Analisis prospectivo
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Tiempo de aclaramiento

Tipo viral pre-LEEP | <6 meses | 6-12 meses | Total pacientes

16 15 2 17
No tipificable 2 2 4
alto riesgo

No tipificable 1 1 2

Tabla 12. Tiempo de aclaramiento segun tipo viral pre-conizacién. Analisis
prospectivo
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4.2.8 Nuevas infecciones

De las 29 mujeres VPH negativas pre-conizacion, 21 permanecieron
negativas durante todo el seguimiento (72,4%), mientras que 8 (27,6%)
adquirieron una nueva infeccion, es decir, algun test VPH post-conizacion fue

positivo.

Los tipos virales correspondientes a estas nuevas infecciones se pueden
observar en la figura 28, en la que cada sector corresponde a un tipo viral y
sobre ellos quedan reflejados el nimero absoluto de pacientes y porcentaje

que representa cada tipo dentro del total.

Nuevamente destaca el tipo 16 que aparece solo en 2 casos Yy

acompanfado (infeccidén mixta) en otro caso, es decir, un total del 37,5%.

De estas 8 nuevas infecciones, 5 se aclararon durante el tiempo de

seguimiento (62,5%) vy las otras 3 fueron persistentes (37,5%).

El aclaramiento de estas nuevas infecciones aqui descrito ocurrié de
forma espontanea durante el seguimiento, es decir sin practicar ningun otro

tratamiento o conizacion.
De las 3 nuevas infecciones persistentes, 1 fue provocada por el tipo 16,

otra por el tipo 31 y la Gltima por el tipo 52. Todas ellas ocasionaron recidivas

que fueron tratadas mediante conizacion.
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2 (25%)

OTipo 16

O Tipo 52

B Tipo 31
OTipo 35-58
0 16-45

Figura 28. Tipos virales de las nuevas infecciones. Analisis prospectivo
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4.2.9 Otras infecciones adquiridas

Hubo 12 pacientes (17,6%) que, siendo VPH positivas pre-
conizacion, adquirieron otra infeccion VPH durante el seguimiento de un tipo
viral distinto al original, independientemente de que éste se hubiese aclarado
0 no. A esta situacion la Ilamaremos, al igual que en el analisis retrospectivo,

otra infeccion adquirida.

El VPH inicial, pre-conizacion, ya se habia aclarado en 8 de estas 12
pacientes antes de adquirir la otra infeccidn; sin embargo, 4 de estas mujeres
eran VPH-16 o VPH-31 persistentes y puntualmente resultaron positivas para

un tipo viral distinto en alguno de los test VPH de seguimiento.

Teniendo en cuenta que una de estas mujeres tuvo 2 infecciones
afnadidas a lo largo de su seguimiento, el total de otras infecciones adquiridas
es 13 y la distribucion de los tipos virales se puede apreciar en la figura 29.
Las mas frecuentes son las producidas por el tipo 31 y otro tipo VPH no

tipificable sin determinar si era de alto o bajo riesgo.

En conjunto, de estas 13 infecciones se aclararon 9 (69%) y persistieron
4 (31%). Al igual que en el apartado anterior, estos aclaramientos fueron

espontaneos, sin otras conizaciones de por medio.

Las 4 infecciones adquiridas persistentes fueron provocadas por los
tipos 16, 31, 52 y 53. Unicamente la paciente con los tipos 52 y 53
persistentes (infecciones consecutivas, no mixta) experimentd una recidiva

durante el tiempo de seguimiento del estudio.
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1(7,8%)

3 (23%)

1(7,8%)

1(7,8%)

? \ 3 (23%)

1(7,8%)
1(7,8%)

B Tipo no tipificable B Tipo 31 O Tipo 16
O Tipo 66 O Tipo 35-58 (mixta) O Tipo 52

B Tipo 53 OTipo 11

Figura 29. Tipos virales de otras infecciones adquiridas. Analisis prospectivo
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4.2.10 Margenes y afectacion endocervical

El estudio de los margenes en la pieza de conizacion revelé una
afectacion de los mismos en 30 de las 97 mujeres incluidas (31%), mientras
que en 64 (66%) estaban libres. En 3 pacientes el informe anatomo-patoldgico

referia que los margenes eran dificiles de valorar.

De las 64 mujeres con margenes libres, 3 presentaron una recidiva
(4,7%), sin embargo, de las 30 pacientes con margenes afectos recidivaron 12
(40%). Esta diferencia es estadisticamente muy significativa (p=0,000013).
Figura 30.

Como ya hemos comentado anteriormente, a pesar de que la afectacion
de los margenes en una pieza de conizacion por CIN 2-3 eleva el riesgo de
presentar enfermedad residual o recidivante, la inmensa mayoria de las
pacientes con margenes positivos no presentara ninguna recidiva durante su
seguimiento y, por otro lado, aquellas mujeres con margenes libres no estan

exentas de riesgo.

Por otro lado, en 41 de las 97 pacientes el segmento endocervical de la
pieza quirdrgica (independientemente del estado de los margenes) estaba
afectado por la displasia (42%), en 51 mujeres estaba libre y en las 5 restantes

era dificil de valorar.

De las 41 pacientes con afectacion endocervical, 11 desarrollaron una
recidiva (27%), mientras que de las 51 pacientes con endocérvix libre de
lesion solo recidivaron 4 (8%). Esta diferencia es también estadisticamente
significativa (p=0,01).
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Margenes afectos (31%  Margenes libres (66% del
del total de pacientes) total de pacientes)

4,7%

B Recidivas O No recidivas

Figura 30. Tasa de recidivas en funcion de la afectacion de los margenes

quirargicos. Analisis prospectivo
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4.2.11 Sensibilidad, especificidad, VPN y VPP del test VPH, citologia y
doble test

1. Test VPH

Para el andlisis del valor estadistico del test VPH como predictor de
recidivas, hay que tener en cuenta que de las 97 mujeres incluidas en este
estudio, 18 eran VPH-persistentes post-conizacion o, al menos, en el
momento de la recidiva histoldgica y las 79 restantes se consideraron VPH

negativas en el seguimiento a largo plazo:

o 18 pacientes VPH persistentes:

- 12 sin aclaramiento del VPH inicial pre-conizacion (o al menos sin
aclaramiento en el momento de la recidiva, en caso de producirse)
- 3 nuevas infecciones persistentes

- 3 otras infecciones adquiridas persistentes
e 79 pacientes no VPH persistentes:
- 53 aclaramiento del VPH inicial pre-conizacion sin otras infecciones
adquiridas

- 5 nuevas infecciones que se aclaran

- 21 VVPH pre-conizacidn negativo que permanece negativo
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Como ya se comentd anteriormente, en este estudio se demostraron 15
recidivas durante el seguimiento, considerando como tales a las CIN 2-3 en

analisis histoldgico.

Entre las 18 pacientes VVPH-persistentes se diagnosticaron 12 de estas
15 recidivas, mientras que Unicamente 3 de las 79 mujeres sin persistencia
viral desarrollaron una recidiva. Estos datos suponen una sensibilidad del test
VPH post-conizacién del 80% para predecir una recidiva y una especificidad
del 92,7%. El valor predictivo positivo (VPP) de dicho test resulto del 66,6%
y el valor predictivo negativo (VPN) del 96,2%.

Ademas de esas 15 pacientes con recidiva de CIN 2-3 en biopsia, hubo
otras 16 mujeres que presentaron durante el seguimiento alguna citologia
alterada (>ASCUS ) o CIN 1 en biopsia que se resolvieron espontaneamente,
sin llegar a desarrollar CIN 2-3. En concreto, hubo 1 paciente con HSIL en
citologia sin concordancia histoldgica (biopsias normales) que se resolvié sin
ningun tratamiento adicional, de forma espontanea.

Si considerasemos a todas ellas como recidiva, es decir, un total de 31,
los falsos negativos del test VPH aumentan de forma que la sensibilidad de
dicho test disminuye al 51,6% Yy la especificidad aumenta al 97%. Los VPP y
VPN serian del 89% y 81% respectivamente. De todas formas, como ya
hemos comentado en el andlisis retrospectivo, estos casos podrian deberse a
aclaramientos espontaneos virales previos a la normalizacion citologica y no a

falsos negativos del test VPH.
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2. Citologia

Para el célculo del poder predictivo de la citologia respecto a las
recidivas CIN 2-3 histoldgicas, consideramos de forma global todas las
citologias que cada paciente tenia durante su seguimiento. Asi, si una paciente
tenia al menos una citologia alterada ( > ASCUS ) se consideraba positiva y si
todas las de su seguimiento eran normales, negativa. En el caso de las
pacientes con recidiva histoldgica, para considerar la prueba como positiva,
la/s citologia/s alteradas debian ser previas o al menos simultaneas a la toma

de la biopsia que revelaba CIN 2-3.

De las 15 mujeres con recidiva de este estudio, todas habian presentado

previamente citologia positiva, es decir, no hubo ningun falso negativo.

Estos datos suponen una sensibilidad para la citologia aislada del 100%
y una especificidad maés baja, del 81,7%, para predecir las recidivas. Por otro
lado, el VPP fue del 50% y el VPN también del 100%.

3. Doble test

Como ya explicamos previamente, llamamos doble test a la
combinacion de citologia y test VPH durante el seguimiento. Cuando alguna
de ambas pruebas resulta alterada en cualquier consulta de control post-
tratamiento, es decir, citologia > ASCUS o el VPH positivo, el doble test se
considera positivo y si ambas pruebas son normales durante todo el

seguimiento, el doble test se considera negativo.
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En el caso de las pacientes con recidiva histoldgica, para considerar el
doble test como positivo, la/s prueba/s alteradas debian ser previas o al menos

simultaneas a la toma de la biopsia que revelaba CIN 2-3.

Como es ldgico, al tener la citologia aislada una sensibilidad y VPN
del 100% como hemos visto en el apartado anterior, este doble test debe tener,
al menos, esa misma capacidad predictiva.

Sin embargo, los falsos positivos aumentan de forma considerable, de

forma que la especificidad y VPP descienden hasta un 66% y 35%
respectivamente.
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Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN

% % % %
Test VPH 80 92,7 66,6 96,2
Citologia 100 81,7 50 100
Doble test 100 66 35 100

Tabla 13. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del test VPH, la citologia y el doble test
como predictores de recidivas. Andlisis prospectivo
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4.2.12 Protocolo propuesto del doble test sequn el estado de los margenes

Analizando la periodicidad en la que realizamos el doble test (6-12-18-
24-30 meses), observamos que entre las 36 pacientes con margenes libres
cuyo seguimiento fue al menos de 2 afios, hubo 24 mujeres en las que el doble
test fue negativo en todas las visitas. Es decir, en ninguna de estas 24 mujeres
se objetivo una alteracion en la citologia o en el test VPH en el control de los

18, 24 0 30 meses si las visitas de los 6 y 12 meses habian sido normales.

Por tanto, en las pacientes con margenes libres en las que el doble test
es negativo a los 6 y 12 meses, podria obviarse la visita de los 18 meses y

citarlas directamente a los 24 meses.

Del resto de pacientes con margenes libres, o bien tuvieron un
seguimiento mas corto en el que no se pudo evaluar su comportamiento a los
24 meses, 0 bien ya presentaron alguna alteracion citoldgica o viroldgica en
las visitas de los 6 0 12 meses. En concreto, en las 3 mujeres con margenes
libres que presentaron una recidiva histoldgica, ya a los 6 meses se detecto

citologia positiva.

Sin embargo, entre las pacientes con margenes afectos es mas prudente

ser cautelosos y realizar todas las visitas establecidas a los 6-12-18-24 meses.
En este analisis prospectivo, una paciente con margenes positivos cuyo

doble test fue negativo a los 6 y 12 meses, presentd HSIL en el control de los

18 meses que se confirmé como CIN 2-3 en una segunda conizacion.
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4.2.13 Concordancia citologia-test VPH post-conizacion

Para calcular la concordancia entre la citologia y el test de VPH se
tuvieron en cuenta todas las visitas de cada paciente en las que se hubiese
realizado simultaneamente una citologia y un test VPH, esto es un total de
327 visitas. Se considerd positiva cualquier alteracion citologica, es decir
ASCUS o peor.

Hubo concordancia entre ambas pruebas en el 85% de las visitas, es
decir, una Po de 0’85 en tanto por 1. Dado que la concordancia esperada
simplemente por el azar en este caso seria un 75% (P.=0,75), el indice kappa
entre la citologia y el test VPH, calculado segun la férmula expuesta en
Material y Métodos, es de 0’40, lo que supone una concordancia debil, casi

moderada.

Solo el 4,6% de estas 327 visitas fueron discordantes con citologia
positiva y VPH negativo (ya comentado anteriormente que estos casos deben
ser la excepcion).

Los casos discordantes citologia negativa-VPH positivo supusieron un

10% del total.

4.2.14 Concordancia citologia-biopsia post-conizacion

Al igual que en el analisis retrospectivo, para comparar citologia frente

a biopsia consideramos positivas aquellas citologias o biopsias que
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presentasen cualquier alteracion (= ASCUS) y negativas cuando eran

informadas como estrictamente normales.

Se tuvieron en cuenta todas las visitas de cada paciente en las que se
hubiese realizado simultaneamente una citologia y una biopsia cervical, esto

es un total de 35 visitas.

Se observd concordancia entre ambas pruebas en casi el 70% de las
visitas (P, = 0’68), mientras que la concordancia esperada simplemente por el
azar en este caso seria un 37°5% (P, =0,375). Por tanto, el indice Kappa entre

la citologia y la biopsia es de 0’488, es decir, una concordancia moderada.
Considerando a la biopsia como gold standard, de las 11 visitas

discordantes, 3 fueron falsos negativos de la citologia y 8 fueron falsos

positivos.

4.2.15 Piezas de conizacion sin displasia

De las 97 conizaciones, hubo 11 piezas informadas anatomo-
patologicamente sin displasia (11,3%), 81 con CIN 2-3, 4 como CIN 1y una

con carcinoma microinfiltrante (figura 31).

Solo una de las 11 pacientes sin displasia en el cono (9%) presentd
ASCUS de forma puntual en la primera citologia post-tratamiento a los 6
meses que se resolvid espontdneamente. Ninguna de ellas desarrollé recidiva

histoldgica.
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Figura 31. Resultado AP de las piezas de conizacion. Analisis prospectivo
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4.2.16 Conizaciones sucesivas e histerectomias

De las 97 pacientes incluidas en este estudio, 13 fueron sometidas a una
segunda e incluso una tercera conizacién por los resultados del seguimiento
(figura 32).

En 12 de estas 13 mujeres, la segunda conizacion se realizé por
presentar CIN 2-3 en biopsia o simplemente HSIL en citologia sin
confirmacion histologica si la paciente era mayor. En 10 de ellas se confirmé
la displasia severa en el segundo cono, pero en otras 2 resultd CIN 1. De estas
2 pacientes con CIN 1 en el segundo cono, una no habia realizado mas
revisiones al cierre de este estudio, y la otra presentd citologias normales,

pero otra infeccion adquirida por VPH 66.

En la Gltima de estas 13 pacientes, la segunda conizacion se realiz6 por
presentar LSIL en citologia y persistencia de VPH 52. El segundo cono reveld

CIN 2-3y el resto de su seguimiento fue normal.

El curso de todas las pacientes sometidas a varios tratamientos por
anomalias en su seguimiento, se puede observar en la figura 32 junto con su

status VPH representado en colores.

De los 3 casos mas rebeldes, que precisaron una tercera conizacion o la
displasia persistia tras el segundo tratamiento, una era VIH positivo con
maltiples antecedentes de otras ETS, otra era una gran fumadora de 40
cigarrillos / dia y la ultima era una mujer muy joven sin aparentes factores de

riesgo.
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13 mujeres con 2°-3° LEEP ‘

Pap: citologia

Bx: biopsia

AP: Anatomia Patoldgica
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y borde afecto
(AP confirma CIN 2-3)ee

Figura 32. Mujeres con 2°-3° LEEP o histerectomia, motivos y seguimiento. Analisis

prospectivo

152



Resultados

Histerectomias

Se realizaron 3 histerectomias entre las 97 pacientes de este estudio.

Una de ellas se practicoO despues de que la segunda conizacién
revelase CIN 2-3 con margenes afectos en una paciente
inmunodeprimida y poco cumplidora. En la pieza de histerectomia

se confirmo6 CIN 2-3. Esté representada en la figura 32.

Otra por el hallazgo de HSIL en citologia y carcinoma escamoso en
biopsia de la primera visita de seguimiento (sin poder determinar si
infiltrante 0 in situ). También inmunodeprimida, se optd por
histerectomia directamente, sin segunda conizacion. La pieza revelo
carcinoma infiltrante estadio IB1 y su seguimiento posterior fue

normal.

La ultima por CIN 2-3 (sin poder descartar microinvasion) en
biopsia de seguimiento y metrorragias anemizantes. El analisis final

de la pieza de histerectomia confirmd CIN 3 sin microinfiltracion.
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5.1 Estudio anatomo-patoldqico previo a la conizacion

La citologia continia siendo hoy en dia el principal método de
screening del cancer cervical. Idealmente, el grado de anomalia citoldgica
deberia reflejar la severidad de la lesion histolégica subyacente; sin embargo,
es bien conocido que un cierto nimero de CIN 2-3 histologicos son
precedidos de anomalias citologicas minimas (176;177). Este hecho, también
conocido como discrepancia cito-histolégica, es importante dado el riesgo de

retrasar el diagnostico y tratamiento de las verdaderas lesiones premalignas.

En nuestro estudio retrospectivo hubo un total de 100 pacientes con
citologia inicial levemente alterada ( 90 LSIL, 6 ASCUS y 4 con cambios
VPH/células atipicas) en las que posteriormente se revelé un CIN 2-3 ya fuese
en la biopsia preoperatoria 0 en la pieza de conizacién. Es decir, una tasa de
discrepancia cito-histologica del 27%, mas o menos acorde con lo publicado
en la literatura (177;178).

En nuestro estudio prospectivo encontramos 25 pacientes con citologia
LSIL/ASCUS en las que histolégicamente se constato CIN 2-3; esto supone

una tasa de discrepancia del 26%.

Posibles explicaciones para este infra-diagnostico citologico inicial de

las CIN 2-3 histoldgicas son:
- El tamafio del CIN 2-3 medido en la pieza de conizacién: el numero

de células HSIL desprendidas es menor cuanto méas pequefia sea la
lesion histoldgica (178-180).
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- La coexistencia de LSIL/CIN-1: los rasgos de las células LSIL
exfoliadas son mas faciles de reconocer por el citélogo-patologo
distrayendo su atencién de una busqueda méas exhaustiva de células
con rasgos HSIL (177;178).

- La escasa calidad de los frotis ha sido otro factor destacado por
varios autores (177;180). Esto puede ser debido a errores en la toma
de la muestra, conservacién inadecuada, tincion de calidad

suboptima o contaminacion del fondo del frotis.

5.2 Estudio viral previo a la conizacion

En el analisis retrospectivo, el test VPH previo a la conizacion resultd
positivo en el 71,23% de las pacientes en las que dicho test estaba disponible,
y en el andlisis prospectivo fue positivo en el 70%.

Estas cifras son acordes con lo publicado por ciertos autores
(64;96;122;151) aunque la mayoria de los estudios reflejan unas proporciones
mayores, entre el 80 y 100%, de mujeres VPH-positivas pre-tratamiento
(62;67-70; 72; 73; 75; 77 ; 78; 80; 83; 90; 93; 100; 101; 106; 113; 118; 120;
121; 124; 131; 133; 142; 149; 153; 154; 159; 170).

Entre las mujeres VPH-negativas pre-conizacion que, o0 bien
permanecieron negativas durante todo el seguimiento o bien adquirieron una
nueva infeccion que se aclaré espontaneamente en un tiempo breve, tambiéen
se observaron recidivas. En concreto, 6 de las 32 recidivas (19%) del analisis
retrospectivo y 2 de las 15 recidivas (13%) del analisis prospectivo ocurrieron

en pacientes de estas caracteristicas.
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Esto es contradictorio con varios trabajos (70;90;96;101;133) que
describen como factor de buen prondéstico el hecho de ser VPH-negativo

previamente a la conizacion.

En cuanto a los tipos virales observados antes del tratamiento, tanto en
el anélisis retrospectivo como en el prospectivo, el mas frecuente, y a gran
distancia del resto, fue el tipo 16 (50,4% y 34% respectivamente).

El segundo tipo en frecuencia fue el 33 en el anélisis retrospectivo
(6,4%) vy el 31 en el prospectivo (13%). El tercer lugar lo ocupaba el tipo 18

en ambos analisis (5,6% y 7% respectivamente).

Multiples publicaciones destacan a estos mismos tipos virales entre los
mas frecuentemente encontrados en mujeres con CIN 2-3; no exactamente en
el mismo orden, pero figurando siempre el 16 en primer lugar
(64;69;73;78;80;83;94;96;100;113;133;142;154;170).

Wu D et al (133), han publicado recientemente que las infecciones
preoperatorias por los tipos 16, 18, 33 o0 45 se asocian con mayores tasas de
recidiva/enfermedad residual en mujeres con margenes libres de displasia.
Ademas, las mujeres con infeccion multiple previa a la conizacion presentan
las tasas de recidivas mas altas al compararlas con pacientes infectadas por un
unico tipo viral o pacientes VPH-negativas. De hecho, en este estudio,
ninguna de las mujeres VPH negativas pre-tratamiento desarroll6 recidiva,

contrariamente a lo observado en nuestro analisis.
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5.3 Tasa y tiempo de aparicion de las recidivas

Nuestra tasa de recidivas fue del 8,6% en el andlisis retrospectivo y del
15,4% en el prospectivo.

Teniendo en cuenta Unicamente aquellos estudios que, al igual que
nosotros, consideraron recidiva a las CIN 2-3 demostradas mediante biopsia,
nuestros porcentajes se encuentran incluidos en el rango publicado que va del
3al 17% (71;72;78;85;92;94;96;101). Sin embargo, este rango es mucho mas
amplio (1,5-48%) si incluimos varios articulos en los que una displasia de
cualquier grado, generalmente en biopsia aungue algunos aceptan también la
citologia, fue considerada como recidiva (61-66;68;69;73-76;95).

El considerable aumento de recidivas en pacientes conizadas durante el
afio 2010 respecto al analisis retrospectivo, probablemente se deba, como
comentaremos mas adelante, a una mayor proporcion de piezas con margenes
afectos (ya que las conizaciones a partir de ese afio fueron méas conservadoras)

y a una media de edad de las pacientes mas elevada.

En cuanto al momento de aparicion de las recidivas, el 68,75% se
detectaron durante el primer afio de seguimiento en el analisis retrospectivo
(tiempo medio de apariciéon de 19 meses), mientras que en el prospectivo, el
60% se detectaron ya en los primeros 6 meses (tiempo medio de aparicién de

10 meses).

La mayoria de los estudios revisados, tienen un tiempo de seguimiento
de 2 afos. Muchos sefialan que las recidivas ocurren, sobre todo, en el primer
afio (62;70;74;78;80;81;112) y algunos, igual que en nuestro analisis

prospectivo, encuentran ya la mayoria de las recidivas en el primer control a
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los 6 meses (65;73;138;140). Estos autores sugieren gque estos casos tan
precoces, incluso las recurrencias encontradas durante el primer afio, serian

una persistencia de la enfermedad mas que una recidiva.

Otros destacan que el mayor pico de recidivas/persistencias ocurre
durante los primeros 2 afios post-conizacion. Esta afirmacion tiene un valor
limitado en aquellos estudios con un seguimiento precisamente de 2 afios
(72;85;91), pero cobra mas fuerza en los que el seguimiento fue largo, de al
menos 4 afos (57;73;94;108).

Sin embargo, es importante sefialar que en los pocos estudios con un
seguimiento largo, se encuentran recidivas también mas alla de los 2 primeros
afios, por lo que es fundamental un control estricto de estas pacientes. Asi,
Chua et al (113), describe que 9 de las 26 recurrencias objetivadas en su
investigacion, ocurrieron entre 2 y 8 afios después del tratamiento.

En nuestro analisis retrospectivo, en el que el 76% de las mujeres se
siguieron durante mas de 2 afios (figura 9), 8 de las 32 recidivas se

desarrollaron tarde, entre 2 y 11 afios post-conizacion.

5.4 Influencia de distintos factores epidemioldgicos sobre la tasa de

recidivas

1. Edad y estado menopausico

En el analisis retrospectivo, la tasa de recidivas fue significativamente

mas alta en las mujeres de mayor edad (estableciendo el punto de corte tanto
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en los 40 como en los 50 afios) y, légicamente, también lo fue entre las
pacientes menopadsicas.

Sin embargo, en el analisis prospectivo, solo se encontraron mas
recidivas de forma estadisticamente significativa entre las mujeres mayores de
40 afos, pero no entre las menopausicas 0 mayores de 50 afios ya que el 60%

de las pacientes con recurrencia tenian entre 40 y 49 afios.

Como ya hemos comentado anteriormente, existe gran discrepancia en
la literatura en lo que se refiere a la edad como factor de riesgo de recurrencia.
Mientras la mayoria de los estudios no encuentran relacion entre la
probabilidad de presentar una recidiva y la edad de las pacientes (62-65;67-
70;72;76;79;89;90;92;101;110;114;123;124;134;142;155), varios autores
sefialan que las mujeres mayores de 35, 40 o 50 afos tienen un riesgo
aumentado, hasta 5 veces mayor, de enfermedad residual/recurrente
(56;57;71;74;81;100;107;120;122;133;138;139). De todas formas, estos
ultimos no son capaces de aclarar por que las mujeres mayores podrian tener
una enfermedad mas agresiva, sefialando como posibles explicaciones una
inmunidad alterada y una mayor persistencia viral post-tratamiento
(71;107;120).

En cuanto al estado menopausico, tampoco hay unanimidad entre los
articulos revisados. Mientras Park et al (65) y Verguts et al (71) no relacionan
la menopausia con un aumento de las recidivas, otros estudios (68;144) si la
definen como un factor de riesgo.

Lo que si es cierto, es que el seguimiento en menopausicas es mas
problematico debido a las frecuentes estenosis del canal endocervical que se
producen tanto por el propio tratamiento como por la evolucion natural del

aparato genital en esa etapa de la vida (107).
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2. Tabaco

En ninguno de nuestros andlisis (retrospectivo ni prospectivo)
encontramos diferencias significativas entre la tasa de recidivas de las mujeres

fumadoras (de mas o menos de 20 cigarros/dia) y las no fumadoras.

Esto es acorde con la mayoria de la literatura consultada
(65;71;72;74;81;101;114;155), aunque ciertos autores como Aclaudious (109)
y Kocken (94) encontraron en sus estudios que fumar mas de 10 cigarros al
dia incrementaba significativamente el riesgo de recurrencia.

También Sarian (120) destaca el tabaquismo como factor asociado a la
persistencia del VPH post-conizacion, aunque no especifica si este hecho esta

relacionado con la tasa de recidivas.

3. Otras ETS

El antecedente de otras enfermedades de transmision sexual no resulto
un factor de riesgo de recurrencia estadisticamente significativo en nuestro

analisis retrospectivo, sin embargo, si lo fue en el prospectivo.

Son pocas las publicaciones que estudian este antecedente como posible
factor predictor de recidivas. Fallani et al (101) y Verguts et al (71) no
observaron ninguna relacién; mientras que Brockmeyer et al (74) si encontrd
significacion estadistica aunque solo en el analisis univariante. Se desconoce
cual podria ser el mecanismo por el que otros microorganismos distintos del

VPH favorecerian las recurrencias.
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4. Edad de inicio de relaciones sexuales vy paridad

La tasa de recidivas encontrada en nuestro estudio (analisis
retrospectivo y prospectivo) fue equiparable en todos los grupos, sin
diferencias significativas, independientemente de la edad de inicio de
relaciones sexuales (tanto estableciendo el punto de corte a los 15 como a los

20 afnos) y del nimero de partos vaginales.
Coincidimos, por tanto, con los autores que analizaron estas variables
como posibles factores de riesgo, ya que ninguno encontrd significacion

estadistica (62;63;65,68;72;79;94,101;120;122;155).

5. Inmunosupresion

Las mujeres inmunodeprimidas o con otras enfermedades médicas
asociadas presentaron en nuestro estudio una tasa de recidivas similar a las

mujeres sin patologia afadida.

Nuestros resultados en este aspecto son concordantes con lo publicado
por varios autores (65;71;101), pero, sin embargo, Coronado et al (145) y
Brockmeyer et al (74) destacan el estado de inmunosupresion como factor

favorecedor de persistencia-recurrencia de la displasia.

6. Método anticonceptivo

Tampoco encontramos en este estudio diferencias significativas en la
tasa de recidivas segun la paciente utilizase un método anticonceptivo u otro

(barrera, hormonal, no barrera-no hormonal).
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Los estrogenos parecen jugar un papel importante en las etapas mas
precoces de ciertas infecciones, ya que estimulan la inmunidad humoral y
celular. Sin embargo, el hecho de que tengan un efecto protector o deletéreo
depende del huésped y de la fase de la infeccidn en la que nos encontremos.
Los estrogenos aparentemente reducen la susceptibilidad a la infeccidn
primaria por HPV, pero también se ha sugerido una asociacién entre los
niveles hormonales (estrogenos y progesterona) y la progresion a cancer en el
contexto de una infeccidn persistente (24;181).

Los datos publicados acerca de los efectos de la anticoncepcion
hormonal sobre la incidencia y persistencia de lesiones VPH-dependientes,
son contradictorios, quiza por diferencias en el disefio de los estudios o por

variables de confusion que generen sesgos (182;183).

Frega et al (143) llevo a cabo un importante estudio prospectivo de
casos y controles (650 usuarias de ACOS frente a 670 no usuarias) en el que
no encontrd diferencias significativas en la tasa de recidivas de ambos grupos.
Otros muchos coinciden con él y con nuestros propios resultados
(71;72;74;94;114;120;155).

Varios autores concluyen que los beneficios de los ACOS superan los
posibles riesgos asociados con la infeccion por VPH y que no deben

suspenderse antes ni después de una conizacion por CIN 2-3 (143;184;185).

5.5 Aclaramiento VPH

De las pacientes VPH-positivo pre-conizacion, se objetivdO un

aclaramiento a lo largo del seguimiento del 90,75% en el analisis

165



Discusion

retrospectivo y del 82,3% en el prospectivo. Esta pequefia diferencia podria

deberse a que el seguimiento fue mas largo en el retrospectivo.

Entre los casos VPH-persistentes, el tipo 16 fue el predominante en
ambos analisis ya que representaba el 82% de los casos no aclarados en el
retrospectivo y el 67% en el prospectivo. Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de aclaramiento segun
fuese el tipo viral previo a la conizacion ya que la mayoria de las infecciones

se aclararon tras el tratamiento fuese cual fuese el tipaje original.

Nuestros porcentajes de aclaramiento concuerdan con lo publicado por
multiples autores que hablan de un 80-100% (63; 64; 68; 77; 80; 91; 101;
122; 124; 142; 149-154), aunque otros muchos describen cifras mas bajas,
entre un 26-77% (67; 69; 70; 72; 73; 78; 83; 93; 100; 106; 107; 111; 120).

Estas altas tasas de aclaramiento después del tratamiento, son
explicadas por algunos gracias a la hipotesis de que la infeccion viral se
encuentra restringida a la lesién displasica que es extirpada durante la
conizacion (15;124;186;187). Sin embargo, el mecanismo de erradicacion del
virus no se comprende completamente y otros hablan de una respuesta

inmune local desencadenada por la escision del tejido displasico (110).

De todos modos, ya se conoce desde hace tiempo que el nivel de
anticuerpos tipo-especificos contra el DNA viral, tanto séricos como locales
en el moco cervical, descienden tras un tratamiento eficaz (188). Es decir, la
mujer es nuevamente susceptible de reinfeccion por el mismo tipo de VPH,
especialmente si su compariero sexual es portador del virus, y esta exposicion

permanente favorece la persistencia y recurrencia (169;170;189). Ademas, en
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estas mujeres con antecedentes de CIN, la adquisicion y susceptibilidad al

virus esta aumentada (190).

En cuanto a los tipos virales con mayor tendencia a persistir tras el
tratamiento, varias publicaciones destacan, al igual que nosotros, el tipo 16
(83;97;103;142;158). En concreto, Nam K. et al (142) insiste que este tipaje
viral es el Gnico factor de riesgo independiente, de entre varios estudiados,

para que el virus no se aclare después de la conizacién.

Sin embargo, otros investigadores discrepan en este aspecto. Asi, Fen et
al (106) encontraron que el tipo 33 era mas persistente que el 16 y el 18, vy,
por otro lado, Kreimer et al (155) y Bollen et al (124) aportan varias
explicaciones, como ya se ha comentado previamente, de por qué los tipos de
alto riesgo tienen tasas de aclaramiento mayores que los de riesgo intermedio

0 bajo, aunque en un principio esta afirmacidn podria parecer contradictoria.

5.6 Tiempo de aclaramiento

En el andlisis retrospectivo, el 72% de las pacientes que aclararon el
virus lo hicieron durante el primer afio de seguimiento (en concreto el 35% en
los primeros 6 meses), el 3% mas alla del primer afio y el 25% en un
momento desconocido.

En el prospectivo, el 91% lo aclararon en los primeros 6 meses y el 9%
restante entre los 6 y 12 meses de seguimiento.

En ninguno de los dos analisis observamos diferencias significativas en

el tiempo de aclaramiento segun fuese el tipo viral original.
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En general, la bibliografia refleja que las mujeres que aclaran el virus lo
hacen rapidamente después de la conizacién. Varios estudios en los que la
primera visita de seguimiento se realizaba a los 3 meses, encontraron unas
tasas altas de aclaramiento ya en ese momento, entre el 54-92%
(63;73;91;100;101;111;149).

Estos mismos autores y otros que realizan, como nosotros, la primera
visita a los 6 meses, comentan que la mayor parte del aclaramiento se produce
en esos 6 primeros meses y son muy pocas las mujeres que tardan mas de 1
afio en eliminar el virus (63;90;91;101;120;149;150;153;154;170).

Sin embargo, Brismar et al (64) y Costa et al (122) hablan de
aclaramientos mas lentos. El primero encontré en su estudio prospectivo que
unicamente el 56% de sus pacientes habian eliminado el virus en el primer
afio de seguimiento, y explica que esto podria deberse a que el aclaramiento
es un proceso inmunologico favorecido por la conizacién que en ocasiones se
prolonga en el tiempo. Por su parte, Costa describe una hipotética tasa
mensual de aclaramiento del 5,27%, es decir, al afio solo el 63% lo habrian

eliminado.

En cuanto a la rapidez del aclaramiento segun fuese el tipo viral pre-
conizacion, existen pocas referencias publicadas. En un reciente estudio
prospectivo australiano con 1207 mujeres (154), se objetivd que los tipos
virales que desaparecian mas rapidamente (6 meses de media) eran el 16, el
18 y el 31, con una diferencia estadisticamente significativa en el caso del 16.
Por el contrario, los mas lentos (10 meses de media) fueron el 53 y 89,
considerados de riesgo intermedio y bajo respectivamente. Estos hallazgos
van en la misma linea que los de Kreimer et al (155) y Bollen et al (124),

comentados en el apartado anterior.
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5.7 Estado de los margenes

En nuestro andlisis retrospectivo, el 9,67% de las piezas de conizacién
tenian los margenes afectos mientras que en el estudio prospectivo esta tasa
asciende hasta el 30%.

Ambos porcentajes se encuentran incluidos en el rango de afectacion de
margenes descrito en la literatura, del 1 al 55% (61-65;67;69-
71;73;75;79;81;91;93;95;100;101;117;118;120-131); sin embargo, es una

diferencia llamativa que podria deberse a distintos factores:

e El aumento del riesgo de parto prematuro, con toda la morbi-mortalidad
neonatal asociada que supone, ha quedado ampliamente demostrado en
mujeres que habian sido sometidas a una conizacion (191;192). Por este
motivo, las conizaciones han sido mas conservadoras, con asas
exclusivamente circulares y no triangulares, en la Unidad de Patologia
Cervical desde Enero de 2010.

e Las pacientes sometidas a conizacién a lo largo del afio 2010 eran
mayores que las del estudio retrospectivo: Sarian et al (120)
encontraron en su estudio que los margenes afectos estaban asociados
mayoritariamente a mujeres de 35 afios o mas, y explicaban
hipotéticamente que este hecho podria deberse a que las mujeres
mayores, especialmente menopausicas, tienden a presentar la unién
escamo-columnar mas profunda, dentro del canal endocervical,
dificultando asi la escision completa de la CIN. En nuestro analisis
prospectivo la media y mediana de edad fueron méas altas que en el
analisis retrospectivo (40 y 39 afios en el prospectivo frente a 35,64 y

35 aflos en el retrospectivo) y, al igual que Sarian et al, encontramos

169



Discusion

que la proporcion de mujeres con margenes afectos que a su vez eran
mayores de 35 afios fue alta en ambos analisis (69% en el prospectivo y

47% en el retrospectivo).

e Por ultimo, se ha producido en los Gltimos afios un relevo generacional
entre los especialistas del Servicio de Anatomia Patol6gica que,
probablemente por exceso de celo en la valoracion del estado de los

margenes, los informen mas frecuentemente como afectos.

En cuanto a la tasa de recidivas, en el analisis retrospectivo fue del 25%
entre las pacientes con margenes afectos y del 6,8% entre las de margenes
libres (p=0,00024). En el analisis prospectivo, estas tasas fueron del 40% y
4,7% respectivamente (p=0,000013). Por tanto, coincidimos con maultiples
autores en que los margenes afectos representan un factor de riesgo para
desarrollar una recidiva, sin embargo, es un predictor muy inexacto ya que la
gran mayoria de las mujeres con margenes positivos nunca presentara
persistencia/recidiva de la displasia y, por otro lado, un porcentaje pequefio,
pero significativo de pacientes con margenes libres si la desarrollaran (62; 67;
70; 74; 79; 84; 90; 92; 96; 100; 101; 107; 110-112; 123; 125-127; 134-139).

Conviene subrayar que el aumento en las tasas de margenes afectos y
de recidivas en el analisis prospectivo, no ha supuesto un incremento en la

tasa de cancer infiltrante entre las pacientes de la unidad.

Por otro lado, Cruickshank et al (110) y Houfflin Debarge et al (75)
especifican que los margenes positivos predicen mejor la enfermedad residual
(entendida como aquella que aparece durante el primer afio de seguimiento)
que una verdadera recurrencia (CIN 2-3 en biopsia tras un primer afio de

seguimiento completamente normal).
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Para explicar las recidivas en los casos con margenes libres, se han

postulado diversas teorias:

Dificil interpretacién anatomo-patoldgica de los margenes debido
a los efectos de la electro-cauterizacibn o a una incorrecta
secciodn de la pieza (91;121;125;189).

Repoblacion de la nueva zona de transformacion por celulas
provenientes de lesiones satélites en displasias multifocales
infectadas con VPH-AR persistente (81; 111; 118; 121; 122; 189;
193).

De todas formas, este concepto de multifocalidad es
contradictorio respecto a los hallazgos de Tate et al (194), Nuovo
et al (195), Cornelissen et al (186) y Syrjanen et al (187) que
unicamente encontraron DNA viral en las células displasicas y no

en el tejido sano adyacente.

Recurrencia real o nueva enfermedad por persistir la exposicion
al VPH-AR (compafiero sexual infectado) (169;170;189).

Por otro lado, la ausencia de recidivas en las pacientes con margenes

positivos se podria explicar por:

La coagulacion con bola de diatermia que se realiza
rutinariamente sobre el crater cervical para asegurar la
hemostasia después de haber extirpado la pieza, supone una

destruccion extra de los tejidos adyacentes al cono (125).
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e Las respuestas inflamatoria e inmune que ocurren en el lecho
quirurgico durante el proceso de cicatrizacion por el tratamiento
local (152;159;189;196;196;196).

e Jain et al (159) y Houfflin Debarge et al (75) concluyen en sus
estudios prospectivos que, aunque los margenes sean positivos, si
el test VPH post-tratamiento es negativo el riesgo de lesién

residual es despreciable.

5.8 Afectacion endocervical

En nuestro analisis retrospectivo, el 25% de las pacientes tenian
afectacion endocervical. La tasa de recidivas en este grupo fue similar a la de
las mujeres con el endocérvix libre (10,75% vs. 8%).

Sin embargo, en nuestro andlisis prospectivo, el 42% tenian afectacion
endocervical y estas pacientes sufrieron una tasa de recurrencias
significativamente mas alta que el resto de las mujeres del estudio (27% vs.
8%).

De forma parecida a lo que ocurria con la afectacion de los margenes
comentado en el apartado anterior, de nuevo nos encontramos ante una tasa de
afectacion endocervical considerablemente mas alta entre las pacientes
conizadas durante el afio 2010. Este incremento probablemente se deba,
principalmente, a que durante ese afio practicamente todas las conizaciones se
realizaron con 2 asas circulares segun la técnica del “sombrero de ala” de
forma que el patélogo disponia de una pieza especificamente rotulada como

endocervix.
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Sin embargo, durante los afios del analisis retrospectivo, las
conizaciones se practicaban tanto con esta técnica como con asas triangulares,
remitiendo en este ultimo caso al patélogo una Unica pieza cervical en la que

quiza fuese mas dificil distinguir exo y endocervix.

De cualquier forma, la mayoria de los autores no encuentran relacion
entre la extension glandular y la probabilidad de presentar una recidiva
(65;68;120;140). Solo Paraskevaidis et al (81) en su estudio de casos y
controles en el que todas las pacientes tenian los margenes libres, objetivé que
la afectacion glandular era un factor de riesgo independiente para la

recurrencia de la displasia.

5.9 Valor predictivo del test VPH, citologia y doble test

Hemos obtenido en nuestro estudio una sensibilidad y un valor
predictivo negativo altos para la citologia a la hora de detectar recidivas.
Especialmente en el analisis prospectivo donde ambos valores fueron del
100%, es decir, sin ningun falso negativo (tablas 7 y 13).

Del mismo modo el test VPH obtuvo una buena sensibilidad, aunque no
tan alta como la de la citologia, y un alto VPN, del 96% tanto en el analisis
retrospectivo como en el prospectivo.

El doble test resultd, como es logico, el mejor para predecir
recurrencias aungque con mayor tasa de falsos negativos, por lo que su

especificidad y valor predictivo positivo fueron los mas bajos.

173



Discusion

Nuestras cifras de sensibilidad de la citologia se encuentran entre las
maés altas de las descritas en la bibliografia que oscilan entre el 20 y el 100%
(62;78;100;110;119;121;131;149;159).

Sin embargo, la sensibilidad que obtuvimos para el test VPH (69% y
80% en analisis retrospectivo y prospectivo respectivamente) no fue tan
elevada como la referida por varios autores que la sitdan entre un 83 y un
100% (62;65;67;71;72;75;78;82;97;100;118;119;131;149;162;197). De todas
formas, Acladious et al (109) encontraron en su importante estudio de casos y
controles ya comentado anteriormente, que a los 6 meses de la conizacién el
test VPH tenia una sensibilidad baja, del 47%, para detectar precozmente las
recurrencias.

Por su parte, Leguevaque et al (90) relacionaron el valor del test VPH
con el estado de los margenes. Concluyeron que dicha prueba realizada a los 6
meses del tratamiento, es sobre todo Util cuando el margen endocervical es
positivo ya que en estos casos alcanza una sensibilidad del 93%, VPP del
97%, especificidad del 100% y VPN del 97%. Estas cifras, sobre todo el VPP,
son menores cuando el margen endocervical esta libre. A raiz de estos
hallazgos, proponen un protocolo de seguimiento interesante que

comentaremos mas adelante.

Todos estos estudios aqui referidos no son homogeéneos en el sentido de
que algunos emplean la técnica de la PCR para la deteccion del ADN viral y
otros utilizan la captura de hibridos. De todas formas, ya hemos sefialado
previamente que Soderland-Strand et al (147) y Kulmala et al (148)
concluyeron en sus investigaciones comparativas entre ambas técnicas que los

dos métodos son practicamente equivalentes.
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Por otro lado, la sensibilidad del test VPH encontrada en nuestro
estudio fue menor que la de la citologia, y esto no concuerda con lo publicado
por varios autores que comparan ambas pruebas y sefialan justo lo contrario
(69-71;78;96;97;112;113;131;159).

Probablemente, en el futuro, mejore el valor predictivo del test VPH en

nuestro hospital gracias a la técnica validada de Cobas 4800.

En cuanto al doble test, nuestro analisis retrospectivo coincide con la
mayoria de los estudios al encontrar que el hecho de combinar la citologia y el
test VPH aumenta la sensibilidad y el VPN de cada uno por separado,
Ilegando casi al 100%, aunque disminuye la especificidad. De esta forma se
selecciona un grupo de pacientes con un riesgo minimo de enfermedad
persistente/recurrente y que podrian devolverse al cribado habitual mas
precozmente que al resto (69; 70; 72; 90; 91; 101; 109; 115; 116; 118; 119;
122; 131; 147; 149; 197; 198).

Sin embargo, en nuestro analisis prospectivo la citologia sola ya tiene el
100% de sensibilidad y VPN por lo que el afiadirle el test VPH Unicamente
supone un incremento en los falsos positivos.

Otros autores (78;117;168) tampoco encuentran una gran ventaja con el
doble test, pero en estos casos es la citologia la que no afiade sensibilidad al

test VPH que ya es excelente de forma aislada.

Igualmente, Sarian et al (85) y Bais et al (199) sefialaron que el doble
test tenia una sensibilidad muy parecida a la de cada prueba por separado,
aunque, curiosamente, en estos 2 estudios la especificidad y VPP aumentaban

al combinar ambos test.
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Por ultimo, Aschkenazi-Steinberg et al (171) también critican el doble
test pues en su estudio (n=61), tanto la citologia como el test VPH tenian la
misma efectividad por separado y al combinarlos Unicamente aumentaba
significativamente el nimero de pacientes derivadas a colposcopia, pero sin

aumentar las recidivas detectadas.

5.10 Concordancia citologia-test VPH vy citologia-biopsia

Estas diferencias en la sensibilidad de la citologia y el test VPH estan
claramente relacionadas con la falta de concordancia que observamos entre
estas dos pruebas. Como ya hemos comentado, tanto en nuestro analisis
retrospectivo como en el prospectivo, los resultados citoldgicos y virologicos
coincidian de una forma debil (concordancia del 82% y 85% con kappa de

0,31y 0,40 respectivamente).

Nuestros valores kappa se asemejan mucho al obtenido por
Aschkenazi-Steinberg et al (171) que fue de 0’34 a lo largo de 120 visitas,

pero quedan alejados del 0,59 que publicaron Zuna et al (200) en 266 visitas.

Matthews-Greer et al (201) publicaron un 78% de coincidencias entre
ambas pruebas realizadas simultaneamente a 265 pacientes, que ascendia a un
88% tras la revision al microscopio de las muestras citoldgicas no

concordantes (kappa no calculado).

Por otro lado, ya hemos comentado previamente que como la infeccion
VPH precede a la displasia, se esperan resultados discordantes en los que el

VPH sea positivo aunque la citologia sea normal, pero lo contrario (citologia
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positiva con VPH negativo) deberia ser la excepcion (201). Pues bien, Zuna et
al (200) a pesar de publicar un buen indice kappa, obtuvo una proporcion
importante de resultados discordantes citologia positiva-VPH negativo (17%),
mucho maés alta que las nuestras (5,8% y 4,6% en analisis retrospectivo y

prospectivo respectivamente).

De todas formas, algunos incluso critican los casos con citologia
negativa-VPH-AR positivo y aconsejan revisar esos frotis para detectar
posibles falsos negativos, mas frecuentes, sobre todo, en lesiones glandulares
(202;203).

En nuestro estudio, este tipo de casos discordantes (citologia negativa-
VPH positivo) fueron, lI6gicamente, mas frecuentes que los opuestos (11,7% y
10% en el analisis retrospectivo y prospectivo respectivamente), pero no se

revisaron las citologias para calcular exactamente los falsos negativos.

En cuanto a la citologia comparada con la biopsia, la concordancia
alcanzada en nuestro estudio fue moderada (80% y 68% con kappa de 0,53 y

0,49 en analisis retrospectivo y prospectivo respectivamente).

Izadi-Mood et al (204) y Joste et al (205) publican mejores resultados
que nosotros, teniendo en cuenta, ademas, que las biopsias no fueron tomadas
simultaneamente a las citologias, sino dentro de los 2 meses siguientes al
frotis. Encontraron Unicamente un 9% y 11% de discrepancias en sus
respectivos estudios al comparar 670 y 1.582 pares de citologia-biopsia

(kappa no calculado).

Los falsos negativos de las citologias pueden explicarse por los

razonamientos del infra-diagndstico ya expuestos en el apartado 5.1.
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Entre los falsos positivos citoldgicos, la mayoria fueron ASCUS y ya
es bien conocido que no siempre se relaciona con infeccion VPH, sino que
también puede deberse a cervicitis por otros gérmenes o inespecifica, atrofia,

artefactos o cambios reactivos (206).

5.11 Protocolos propuestos

Ya se han explicado anteriormente los protocolos actuales de
seguimiento post-conizacién de la SEGO (141) y la ASCCP (6), ambos del
ano 2006.

En general, se acepta que el primer control no debe realizarse antes de
los 6 primeros meses para dar tiempo al aclaramiento viral y, por otro lado,
para evitar los efectos de la cicatrizacion que dificultan la interpretacion de
citologias demasiado precoces. De esta forma se mejora la sensibilidad a la

hora de diferenciar a las mujeres de mayor riesgo (93;101).

Jeong et al (62) en su reciente estudio prospectivo, sugiere doble test
cada 6 meses durante 2 afios y si éste es normal en los primeros 6 meses,
podrian incluso ampliarse los intervalos de los controles aungque no concreta

tiempos. Después, devolveria las mujeres al cribado habitual.

Prato et al (67) realizaria una primera visita a los 3 meses post-
tratamiento con citologia, colposcopia y test VPH. Segun el resultado de este
test VPH y el estado de los margenes, define distintas categorias de riesgo que

tendrian un seguimiento distinto para optimizar la relacion coste/efectividad:
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e Test VPH positivo y margenes afectos (riesgo alto): Siguiente
control en otros 3 meses

e Test VPH positivo y margenes libres (riesgo intermedio):
Siguiente control en 9 meses.

e Test VPH negativo (riesgo bajo): Siguiente control en 18 meses.

En cualquier caso, insiste en que el seguimiento cuidadoso debe
prolongarse durante al menos 10 afios basandose en el estudio de Soutter et al
(54), en el que se demostro que estas mujeres tienen un riesgo de desarrollar
cancer invasivo durante los 8 afios siguientes a la conizacion 5 veces mayor

que la poblacion general.

En el estudio prospectivo de casos y controles de Zielinski et al del
2003 (149) y en su propia revision bibliografica de un afio mas tarde (160),
concluyen que si el doble test es negativo en la primera visita a los 6 meses, el
riesgo de recidiva es tan bajo, que podria obviarse el control de los 12 meses y
no repetirlo hasta los 24 meses. Esto supondria una reduccion de los costes y
de las inconveniencias originadas a las mujeres con revisiones innecesarias.
Sin embargo, si la citologia, el test VPH o ambos son positivos a los 6 meses,
el riesgo de recurrencia es mayor por lo que recomiendan nuevas visitas a los
12 y 24 meses hasta que el doble test sea negativo.

Otros autores como Nobbenhuis et al (78) y Bais et al (199) coinciden
exactamente con Zielinski, devolviendo a la mujer de bajo riesgo al cribado
habitual solo cuando el doble test es negativo en ambas citas de los 6 y 24

meses.

Tambien Kocken et al (94;119), en sus recientes estudios holandeses,

confirman que es posible obviar la cita de los 12 meses, si el doble test ha
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sido negativo en la primera visita, y volver a control a los 2 afios post-
conizacion.

Explican que la guia clinica actual de los Paises Bajos recomienda
citologia a los 6-12-24 meses y después citologia anual si es necesario hasta
que 3 consecutivas resulten negativas; entonces se deriva al cribado que
consiste en citologia cada 5 afios.

Basandose en sus resultados, afirman que si el doble test es negativo a
los 6 meses, el riesgo de recidiva en los siguientes 5 afios es similar al que
tendria una mujer con las citologias de los 6-12-24 meses negativas gracias al
elevado VPN del test VPH.

Insisten, en contra de la ASCCP, en que es conveniente el doble test y
no el test VPH aislado ya que no estamos hablando de un contexto de

screening, sino del seguimiento de una enfermedad potencialmente letal.

Otro estudio holandés (198) sefiala algo similar, aunque tiene una
metodologia distinta al resto. Se desarrollé6 un modelo informatico Markov,
basado firmemente en observaciones clinicas, que comparo el seguimiento
actual de Paises Bajos con diferentes protocolos que incluian test VPH.
Sugieren que lo mas eficiente seria realizar un test VPH a los 6 meses y doble
test a los 24 meses. Insisten en que la citologia incluso a los 6 meses contintia
siendo dificil de interpretar por el efecto de la cicatrizacion y por esto abogan
por el test VPH aislado en ese momento. Consideran, al igual que Zielinski
(149;160), que la reduccion de los costes y de las molestias innecesarias a las

pacientes son temas importantes a tener en cuenta.

Sin embargo, Cruickshank et al (110) considera que es suficiente un
doble test a los 6 y 12 meses, y solo indica un control mas exhaustivo ante

una infeccion por VPH persistente. Dicho planteamiento es muy similar al
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protocolo actual de la ASCCP (6), aungue éste no aboga por el doble test, sino

por citologia o test VPH a los 6 y 12 meses.

El trabajo americano de Skinner et al (138) defiende también un
seguimiento abreviado, con citologia a los 6 y 12 meses y posteriormente el
cribado anual. Unicamente hablan de afiadir el test VPH en los casos dudosos.
Insisten en que este esquema deberia ser suficientemente seguro dado que la
mayoria de las recurrencias ya son detectadas en el primer control y que la
progresion de CIN 2 a carcinoma in situ o invasivo es lenta, entre 41 a 80
meses dependiendo del grupo de edad (207).

Afaden, ademas, que con las restricciones en el gasto sanitario cada vez
cobra mas importancia el desarrollo de un protocolo de seguimiento coste-
efectivo. Este favoreceria tanto a los profesionales como a las usuarias, en
términos de menos horas de abstinencia laboral-familiar y menor ansiedad,

sin comprometer la capacidad de detectar y tratar las recurrencias.

Kitchener et al (117) realizaron recientemente en Reino Unido un
importante estudio prospectivo con 917 pacientes. Concluyen que si el doble
test es negativo a los 6 meses, es seguro devolver a la mujer a un screening en
el que la citologia se repita cada 3 o 5 afios y no anualmente como
recomienda la guia nacional inglesa actual (174). Comentan que el valor
afiadido de la citologia al test VPH es dudoso porque en su estudio, de las 39
mujeres VPH negativo-citologia positiva a los 6 meses, solo 2 desarrollaron
recidiva CIN 2-3 en los siguientes 2 afios y es muy improbable que estos
casos no se hubiesen detectado en el cribado.

Si el doble test fuese positivo a los 6 meses, se indicaria una
colposcopia y si ésta es negativa, un nuevo control al afio identificaria la

mayoria de las persistencias/recurrencias.
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De igual forma, Riethmuller et al (91) también defienden un protocolo
muy breve en el que se realice el doble test a los 3-6 meses y si es normal ya
se podria incluir a la mujer en un cribado citolégico cada 3 afios. Comentan
que seria opcional otro doble test a los 18 meses antes de pasar al screening,
dado que estas pacientes son una poblacidn especial con un riesgo elevado

para una nueva infeccion-persistencia por el mismo u otro tipo de VPH.

Ante esta multitud de publicaciones, cada una con diferentes
poblaciones de estudio y protocolos de seguimiento, son varios los que
aconsejan prudencia: resaltan la necesidad de estudios prospectivos mas
grandes y a largo plazo, antes de implementar un seguimiento mas relajado en
las pacientes VPH negativo (85;154;171).

Nosotros, basandonos en los resultados de nuestro analisis
prospectivo, planteamos que en las pacientes con margenes libres y doble test
negativo a los 6 y 12 meses, podria obviarse la visita de los 18 meses y

citarlas directamente a los 24 meses.

En nuestro analisis retrospectivo, las citologias y test VPH no se
realizaban en unos intervalos fijos, de forma que no podemos concluir lo
mismo que en el prospectivo.

Sin embargo, cabe destacar que los 3 casos con recidiva en este
analisis, en los que el doble test fue falsamente negativo, se detectaron gracias
a la biopsias realizadas por la colposcopia rutinaria en nuestra Unidad. Por
tanto, defendemos la practica habitual de esta técnica en las visitas de
seguimiento de estas pacientes, en contra de lo que publican algunos autores
(197).
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Por otro lado, este analisis tiene un tamafio muestral importante
(n=372) y un seguimiento largo, de hasta 15 afios. Asi, hemos podido
comprobar que 8 de las 32 recidivas (25%) ocurrieron mas alla de 2 afios

post-tratamiento, en concreto hubo 3 a largo plazo (5, 7 y 11 afos).

Es decir, coincidimos con varios autores (55-57;169) en que el riesgo
de estas pacientes persiste durante largo tiempo y, por tanto, es conveniente
no interrumpir el cribado a los 65 afios, como en la poblacion general, y
prolongarlo durante al menos 20 o 25 afios después de la conizacion, sobre

todo si la mujer tenia mas de 35-40 afios en el momento del tratamiento.

Ademas, consideramos que la evidencia disponible no es
suficientemente consistente como para abreviar el seguimiento en la Unidad

de Patologia Cervical por debajo de los 2 afios.

La Asociacion Espariola de Patologia Cervical y Colposcopia (AEPCC)
mantiene, de momento, su protocolo de seguimiento publicado en 2006 (141)
en el que, tras un doble test con colposcopia a los 3-6 meses, si es negativo, le
siguen 2 citologias anuales y despues se devuelve al cribado, sin especificar
que haya que prolongarlo en estas pacientes. Actualmente, el cribado en
Espafia consiste en citologia cada 3 afios o0 doble test cada 5 afios, si son

negativos.

Sin embargo, ya hemos comentado que la ASCCP, aunque remite mas
precozmente a las pacientes al screening (al afio si la citologia o test VPH a
los 6 y 12 meses son negativos), insiste en que éste debe realizarse durante al

menos 20 afios. Ademas, en EEUU el cribado consiste en citologia anual.
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5.12 Piezas de conizacion sin displasia

En el analisis retrospectivo, de las 372 conizaciones, hubo 59 piezas

informadas anatomo-patolégicamente sin displasia (15,86%).

En el anélisis prospectivo, la proporcion fue del 11,34% (11 piezas sin

displasia entre 97 conizaciones).

Estas cifras son acordes con las publicadas por otros autores, que van

desde un 2,4% hasta casi un 18% (92;95;122;208;209).

Existen varias razones para explicar la ausencia de displasia en la pieza

de una conizacion (92;208):

184

En primer lugar, que la lesion CIN 2-3 sea focal y pequefia y, por
tanto, sea extirpada completamente en la biopsia previa a la

conizacion.

Que el CIN 2-3 restante tras la biopsia con pinza de sacabocados

sea pequefio y regrese espontaneamente.

Que el CIN 2-3 no haya sido extirpado mediante la conizacion
por encontrarse, por ejemplo, mas alto en el canal endocervical y
no haya sido alcanzado con el asa de diatermia. Este grupo
pueden presentar enfermedad residual/persistente durante el

seguimiento.

Artefactos en la pieza de conizacion, sobre todo una extensa

superficie cauterizada, dificultan la interpretacion del patologo.
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e Por ultimo, es posible que el foco displasico en el cono sea
pequefio y no quede representado en ninguno de los cortes

histologicos que analizard el patélogo.

Livasy et al (208) encontraron en su estudio que las pacientes con pieza
de conizacion negativa, sin displasia, presentaban una tasa de recurrencias

del 24%, muy similar al 27% del grupo con piezas de conizacién positivas.

En nuestro analisis retrospectivo, de las 59 pacientes cuya pieza fue
informada como normal, 8 (13,5%) tuvieron alguna anomalia en el
seguimiento: 6 de ellas presentaron citologia alterada o CIN 1 en biopsia de

forma puntual y las otras 2 desarrollaron una recidiva CIN 2-3 en biopsia.

En nuestro andlisis prospectivo, solo una de las 11 pacientes sin
displasia en el cono (9%) present6 ASCUS de forma puntual en la primera
citologia post-tratamiento a los 6 meses que se resolvid espontaneamente.

Ninguna de ellas desarrollé recidiva histologica.
Por tanto, es conveniente que las mujeres con cono negativo, sean

sometidas al mismo seguimiento que el resto de las pacientes conizadas ya

que no estan exentas de riesgo de presentar enfermedad residual/recidiva.
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Conclusiones

. La tasa de recidivas obtenida (CIN 2-3 en biopsia) fue del 8,6% en

el analisis retrospectivo y 15,4% en el prospectivo.

. Se encontraron margenes afectos en la pieza de conizacion en el
9,7% de las pacientes del analisis retrospectivo y en el 31% del
prospectivo.

La principal explicacion para este incremento, asi como el aumento
de las recidivas expuestas en el punto anterior, son las conizaciones
mas conservadoras a partir del afio 2010.

Los margenes afectos son un factor de riesgo de recidiva (diferencia
estadisticamente muy significativa), sin embargo, la gran mayoria de
las mujeres con margenes positivos nunca presentara recurrencia vy,
un porcentaje pequefio, pero significativo de pacientes con margenes

libres si la desarrollaran.

. La afectacion endocervical no supuso diferencias estadisticamente
significativas en las tasa de recidivas en el analisis retrospectivo,

pero si en el prospectivo.

. El tiempo medio de aparicién de dichas recidivas fue de 19 meses

en el analisis retrospectivo y de 10 meses en el prospectivo.

. Las mujeres mayores de 40 afios desarrollaron maés recidivas de
forma estadisticamente significativa.

Las menopausicas también, pero solo en el analisis retrospectivo.

El antecedente de otras ETS resultd factor de riesgo solo en el

prospectivo.
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No se encontrd relacion entre el resto de variables epidemioldgicas

estudiadas y la probabilidad de sufrir recurrencia.

. ElI 70-71% de las pacientes eran VPH-positivas previamente a la

conizacion.

El tipo 16 era el mas frecuente, con gran diferencia respecto al resto.

. La tasa de aclaramiento viral post-tratamiento fue del 91% en el

analisis retrospectivo y 82% en el prospectivo.

Aungue el tipo 16 era el mas frecuente entre los casos VPH-
persistentes, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de aclaramiento segun fuese el tipo viral

original.

. El aclaramiento ocurria, sobre todo, entre los 6 y 12 meses post-

conizacion (72% en el primer afio en el analisis retrospectivo y 91%
en los primeros 6 meses en el prospectivo).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de

aclaramiento segun fuese el tipo de VPH.

. Entre las pacientes VPH-negativas antes de la conizacion, el 17% y

27% (analisis retrospectivo y prospectivo respectivamente)
adquirieron una nueva infeccion por VPH durante el seguimiento.
El tipo viral mas frecuente fue nuevamente el 16

Aproximadamente el 60% de estas infecciones fueron aclaradas y

todas las que persistieron originaron una recidiva.
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- La susceptibilidad que estas mujeres conizadas ya han demostrado
para contraer una infeccién por VPH y una displasia, permanece en

el tiempo y las convierte en un grupo de alto riesgo.

10. La citologia aislada presenta mejor sensibilidad y VPN que el test
VPH aislado a la hora de detectar recurrencias.

- En el anélisis retrospectivo el doble test mejora la sensibilidad de
ambas pruebas por separado, pero el VPN es practicamente igual.

- En el prospectivo el doble test no afiade nada a la citologia porque
ésta ya presenta una sensibilidad y VPN del 100%.

- En el seguimiento de una poblacién de riesgo como ésta, priman la

sensibilidad y el VPN sobre la especificidad y el VVPP.

11. La concordancia encontrada entre las citologias y test VPH de
seguimiento post-conizaciéon fue débil.
- La concordancia entre las citologias y las biopsias guiadas por

colposcopia fue moderada.

12. La ausencia de displasia en la pieza de conizacion (16% en el
analisis retrospectivo y 11% en el prospectivo) no exime del riesgo
de desarrollar una recidiva, por lo que estas pacientes deben cumplir

el mismo seguimiento que el resto.
13. Los casos de recidivas mas rebeldes, que precisan 3 conizaciones 0

histerectomia, no siempre ocurren en mujeres con factores de riesgo

definidos.
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14. Planteamos un seguimiento en la Unidad de Patologia Cervical
durante los 2 primeros afios post-conizacién, como minimo, con el
siguiente esquema:

- Doble test y colposcopia a los 6-12-18-24 meses.

- En las pacientes con margenes libres y doble test negativo a los 6 y
12 meses, podria obviarse la visita de los 18 meses y citarlas
directamente a los 24 meses.

- Una vez reincorporadas al cribado habitual, éste debe prolongarse
durante al menos 20 afios post-tratamiento, sobre todo en las
pacientes que tuviesen mas de 35-40 afios en el momento de la

conizacion.
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ANEXO 1: Clasificacion citolégica, Bethesda 2001

Idoneidad de la muestra
Satisfactoria para evaluacion (sefialar la presencia o ausencia de células
endocervicales o metaplasicas)
Insatisfactoria para valoracion...(especificar el motivo)
e Muestra rechazada o no procesada...(especificar el motivo)
e Muetra procesada y examinada, pero insatisfactoria para valoracion de
anormalidades epiteliales debido a...(especificar el motivo)
Categorizacion general (opcional)
Negativa para lesion intraepitelial o malignidad
Células epiteliales anormales
Otras
Interpretacion / resultado
Negativa para lesion intraepitelial o malignidad
Organismos
e Trichomonas vaginalis
e Hongos morfoldgicamente compatibles con Candida
e Flora sugestiva de vaginosis bacteriana
e Bacterias morfologicamente compatibles con Actinomyces
e Cambios celulares compatibles con virus del herpes simple
Otros hallazgos no neoplasicos (opcional)
e Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion (incluye
reparacion tipica), radiacién o dispositivo intrauterino
e Ceélulas glandulares post-histerectomia
e Atrofia
Células epiteliales anormales

Células escamosas
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e Células escamosas atipicas (ASC)

de significado indeterminado (ASC-US);

no puede excluir lesion escamosa intraepitelial de alto grado (ASC-H)
Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL)

Incluye: cambios por virus del papiloma humano / displasia leve /
neoplasia cervical intraepitelial (CIN) 1

Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL)

Incluye: cambios por displasia moderada y grave, carcinoma in situ;
CIN2y CIN3

Carcinoma escamoso

Células glandulares

Células glandulares atipicas (AGC) (especificar endocervical,
endometrial o sin especificar)

Células glandulares atipicas, posible neoplasia (AGC-N) (especificar
endocervical o sin especificar)

Adenocarcinoma in situ endocervical (AIS)

Adenocarcinoma

Otros

Células endometriales normales en mujer < 40 afos

LECTURA AUTOMATIZADA Y TECNICAS AUXILIARES (Incluir si precisa)

NOTAS DIDACTICAS Y SUGERENCIAS (opcional)
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ANEXO 2: Tincion de Papanicolaou en HUCA

Alcohol 70°

Lavado con agua
Hematoxilina de base acuosa
Lavado con agua

Agua &cida

lavado con agua
Alcohol 50°

Alcohol 80°
Alcohol 96°

Reactivo Orange G
Alcohol 96°

Reactivo verde (EA-50)
Alcohol 96°

Alcohol absoluto

Xilol

Xilol

2 minutos

2 minutos

30 segundos

10 minutos

1 minuto

5 minutos

1 minuto

1 minuto

2 minutos

4 minutos

2 pases de 3 minutos
6 minutos

2 pases de 3 minutos
2 pases de 1 minuto

30 segundos
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ANEXO 3: Criterios citolégicos

» ASCUS

Agrandamiento del tamafio nuclear, 2.5 o 3 veces el del nucleo de una
célula intermedia normal, con ligero aumento de la relacidn
nucleo/citoplasma.

Variacion en forma y tamafio nuclear; ocasional binucleacion.

Ligera hipercromasia, aunque con cromatina homogenea.

Minima irregularidad del contorno nuclear.

Como su diferenciacion del LSIL es muy tenue, el termino ASCUS se

empleara:

198

Cuando los "cambios inflamatorios o reparativos"” sean muy marcados
y no se puedan dar estos diagndsticos con seguridad.

Si el numero de celulas atipicas sea muy escaso.

Cuando las ceélulas atipicas se vean en un material con fijacion
defectuosa.

En presencia de un efecto citopatico sugestivo pero no conclusivo de
infeccion por el VPH (la coilocitosis clara debe ser considerada como
LSIL).

Presencia de células metaplasicas atipicas. En este caso los nicleos son
1,5 0 2 veces el tamafio de una célula metaplasica normal.

Cambios reparativos con cierto apilamiento de los nucleos e
irregularidades de la cromatina.

En células atroficas, con nucleo 2 veces mas grande de lo normal, con
cierta hipercromasia, o irregularidad del contorno y "células en

renacuajo”
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» LSIL

« Células escamosas maduras con grandes nucleos, 4-6 veces el tamafio
de los nucleos de células intermedias normales.

« Hipercromatismo

« Membranas nucleares irregulares y frecuente binucleacion.

. Cromatina tipicamente granular fina y uniformemente distribuida. Los
nucleolos son raros.

« Las células son generalmente aisladas pero pueden verse en grupos.

. Alternativamente las células pueden mostrar cambios claros asociados
con infeccion por VPH, el llamado efecto citopatico del VPH. EI marco
de este cambio es el halo perinuclear citoplasmatico (coilocitosis).Un
coilocito diagndstico tiene un halo perinuclear claro épticamente bien
definido, con un ribete periférico de citoplasma denso y al menos algun
grado de anormalidad nuclear. Los cambios nucleares vistos pueden
consistir en agrandamiento nuclear, membrana nuclear arrugada,
hipercromasia, bi y multinucleacion y cambios degenerativos como
cromatina “manchada” (smudging) o picnosis resultando en cambios a

menudo descritos como “en pasa”.
» HSIL

« Células con citoplasma inmaduro, nicleos de caracteristicas anormales
y aumento de la relacién ndcleo-citoplasma.

« Las células se presentan aisladamente o en grupos o incluso en
agregados sincitiales.

« Los nucleos de las células de HSIL son a menudo mas pequefios que
los de LSIL. El tamafio nuclear de las células de HSIL es de 2 a 5 veces
el del nucleo de una célula intermedia.

« Hipercromatismo con cromatina granular gruesa
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Membranas nucleares con aspecto arrugado y hay anisonucleosis.
Estrecho ribete citoplasmatico alrededor del nucleo hipercromatico.

La displasia queratinizante es una variante de HSIL. A diferencia de las
celulas inmaduras del clasico HSIL, en esta variante hay células con

citoplasma queratinizado hipermaduro y a menudo forma de renacuajo.

» ASC-H

Cambios en células escamosas de metaplasia inmadura o en células de
reserva que aparecen dentro de un espectro que va desde los cambios
celulares benignos a un auténtico HSIL.

Citoplasma inmaduro y nicleo mas grande que las células metaplasicas
normales.

Aumento de la relacion ndcleo-citoplasma con anisonucleosis,
irregularidad de la membrana nuclear y leve hipercromatismo, pero con
cambios insuficientes para un diagndstico de HSIL.

Otra variante de ASC-H son grupos celulares con caracteristicas tanto
reparativas como de auténtica anormalidad epitelial, que incluso
pueden sugerir carcinoma. Estas células en cuestion son tipicamente
celulas escamosas inmaduras o células glandulares con nucleolo
prominente y pueden representar cambios benignos reparativos o
procesos reparativos atipicos que incluyen el carcinoma invasivo como
diagndstico diferencial por lo que deben ser incluidas en la categoria de

ASC-H para adecuado seguimiento clinico

» AGUS

Las células glandulares presentan atipia nuclear que excede los cambios
reactivos 0 reparativos, pero carece de caracteristicas certeras de

adenocarcinoma endocervical in situ 0 adenocarcinoma invasor
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1S

Nucleos aglomerados y superpuestos.

Los grupos de células tienen empalizada nuclear y aspecto “desflecado”
Nucleos agrandados y estratificados

Hipercromasia nuclear con cromatina en grumos de distribucion
uniforme

Frecuentes mitosis y cuerpos apoptosicos

Cantidad de citoplasma y mucina menor que en las células normales

Ausencia de diatesis tumoral y detritus inflamatorios
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ANEXO 4: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO:

“VPH y otros factores determinantes en el seguimiento post-conizacion

por displasia intraepitelial cervical de alto grado”
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La infeccién por VPH (Virus del papiloma humano) es una de las
enfermedades de transmision sexual mas comunes. La presencia de
infeccion por VPH no significa que sea reciente: el virus pudo haber
sido adquirido varios meses o0 afios antes. El papiloma virus infecta en
algun momento de su vida hasta el 80% de las mujeres sexualmente

activas.

La mayoria de las mujeres que se infectan con el virus se curaran
espontaneamente, es decir, sin necesidad de someterse a tratamiento, en

el transcurso de un afo.

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de lesiones
precursoras de cancer cérvico-uterino es la infeccion persistente por

VPH, aunque no todas las infecciones cronicas derivan en cancer.

Las mujeres con infeccion por VPH que no tienen alterada la citologia
(tambien llamada prueba de Papanicolaou que identifica anomalias en

las células del cervix) no requieren tratamiento.
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Las lesiones precursoras avanzadas de cancer de cuello uterino (o
displasia intraepitelial cervical de alto grado) son las que deben ser

tratadas. El manejo médico estandar es la conizacion.

En la Unidad de Patologia Cervical del HUCA se realizan controles de
seguimiento cada 6 meses después de haberse practicado una
conizacion, consistentes en citologia, cultivo del VPH y biopsia

cervical guiada por colposcopia si precisa.

El presente estudio se plantea con el objetivo de analizar
estadisticamente la probabilidad de presentar de nuevo anomalias en la
citologia en funcion de que exista 0 no una nueva infeccion por el
VPH.

También se pretende estudiar la relacion existente entre otros factores y
la posibilidad de presentar de nuevo anomalias en la citologia. Algunos
de estos factores son la edad, numero de hijos, método anticonceptivo,
antecedentes de otras enfermedades de transmision sexual, edad de

inicio de relaciones sexuales, tabaquismo...

Como estos controles son los que habitualmente se realizan en la
Unidad de Patologia Cervical del HUCA, el estudio no le supondra a
usted visitas extraordinarias a la consulta ni ninguna otra molestia.
Unicamente le solicitamos su consentimiento para poder utilizar sus
datos clinicos en el estudio, aunque, por supuesto, sus datos personales

seran respetados.
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Yo, (nombre y apellidos del paciente):

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He sido informado por (nombre y apellidos del investigador):

Dra. Yolanda Ruano Rodriguez

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° cuando quiera

2° sin tener que dar explicaciones

3° sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha

Firma del participante Firma e identificacion del investigador
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ANEXO 5: Valoracion del Comité de Etica

SERVICIO DE SALUD
DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS =

Comité Etico de Investigacién Clinica
Regi | del Principado de Asturi
C/ Celestino Villamil s/n

33006.-Oviedo

Tfno: 985.10.79.27/985.10.80.28

Fax: 985.10.87.11

e-mail: ceicr_asturias@hca.es

Oviedo, 18 de octubre de 2010

El Comité Etico de Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias,
ha evaluado el Estudio n° 50/ 10, titulado: “/IRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) Y OTROS
FACTORES DETERMINANTES EN EL SEGUIMIENTO POST-CONIZACION POR DISPLASIA
INTRAEPITELIAL CERVICAL DE ALTO GRADO (HSL). Investigadora Principal: Dra. Yolanda
Ruano Rodriguez del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HUCA.

El Comité ha tomado el acuerdo de considerar que

el citado estudio retne las condiciones

aticas necesarias para poder realizarse y, en consecuencia, emite su autorizacion.

Le recuerdo que debera guardar la maxima confidencialidad de los datos utilizados en este

estudio.

Le saluda atentamente.

Secretario del Comité Etico de Investigacion

Clinica Regional del Principado de

Asturias

SE|

DEL

ASTURIAS

RVICIO DE SALUD

PRINCIPADO DE ASTURIAS

HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DEASTURIAS

OMITE ETICO DE INVESTIGACION
%LINICA REGIONAL DEL PRINCIPADO DE
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