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INTRODUCCION

Desde la descripcion de la citologia cervico-vaginal por Papanicolau, elemento basico en
el estudio de las lesiones preinvasoras e invasoras del cuello del Utero, y su implementa-
cion como herramienta fundamental en los programas de cribado del cancer de cuello
uterino, el conocimiento de la histologia pero, sobre todo, el rol fundamental que juega el
virus del papiloma humano (VPH) en los fendmenos oncogénicos ha abierto la puerta a la
aparicion de nuevas estrategias en el diagnostico vy tratamiento de las lesiones preinvaso-
ras e invasoras del cuello uterino.
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OBJETIVOS

Conocer tanto las técnicas de deteccion del VPH como los diferentes métodos comple-
mentarios empleados en el diagnostico y manejo de las lesiones preinvasoras del cuello
uterino.
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1. DETERMINACION DEL ADN/ARN DEL VPH

A lo largo de los Ultimos afos se han desarrollado multiples meétodos de
deteccion del virus del papiloma humano (VPH) para su uso tanto en cribado
como en aquellas pacientes que presentan alteraciones citoldgicas ya conocidas,
muy especialmente ASC-US.

El VPH no crece en cultivos celulares convencionales y los anticuerpos
producidos como respuesta inmunologica frente a los antigenos de la capside
son detectables durante anos, por lo que son de poca utilidad para diferenciar
las infecciones recientes de las antiguas. Es por ello que las técnicas de
deteccion molecular son mas eficaces.

Existen diferentes métodos de deteccion del VPH gque fundamentalmente se
diferencian segun se basen en la deteccion del ADN, del ARN o de las proteinas
gue se sintetizan a partir del ARN'?, Para la deteccion tanto del ADN como del
ARN se pueden utilizar métodos con amplificacion gue aumentan la cantidad del
acido nucleico en el procesamiento (PCR vy PCR en tiempo real), o bien se
pueden utilizar métodos sin amplificacion (hibridacion).

La deteccion del papiloma en moco cervical no implica en sentido estricto la
infeccion. La integracion del virus en el genoma celular es condicion necesaria
para que se produzca la infeccion vy la persistencia. La ruptura del genoma virico
en la region E2 v la consiguiente expresion de E6 vy E7 son responsables de los
efectos celulares que provocan la transformacion maligna de la célula. La
deteccion del ARNmM de los genes E6 v E7 mediante la técnica de PCR o FISH
constituye un test indicativo de la integracion celular.

En la actualidad existen en el mercado mas de 125 técnicas comercializadas para
la deteccion del VPH con mas de 84 variantes de las mismas. De forma general,
se pueden diferenciar cuatro tipos:

1. Técnicas de deteccion de ADN. Tras la extraccion de acidos nucleicos,
detectan la presencia de ADN de la regién de la capside o del oncogen E6 del
VPH. Pueden ser técnicas denominadas “de consenso” (detectan todos los
genotipos pertenecientes a los grupos 1y 2A) (Tabla 1) o técnicas de genotipado
completo (detectan y genotipan los grupos 1y 2A en su totalidad vy el grupo 2B
casi al completo). Las técnicas de consenso tienen la ventaja de limitarse a la
deteccion de un grupo reducido de genotipos (VPH-AR), los gue tienen mayor
impacto en el cribado de cancer de cuello de Utero (CCU). Las técnicas de genoti-
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pado completo resultan muy Utiles para la realizacion de estudios epidemioldgicos
y para estratificar el riesgo al informar del genotipo concreto. También se pueden
utilizar en el caso de lesiones clinicas donde no se detecten los genotipos mas
frecuentes.

2. Técnicas de deteccion de ARN. Tras la extraccion de acidos nucleicos, detectan
la presencia de ARNmM de los oncogenes E6/E7 del VPH. Pueden ser técnicas “de
consenso” o técnicas de genotipado de 5 genotipos pertenecientes al grupo 1
(VPH 16, 18, 31, 33, 45).

3. Técnicas de hibridacion in situ. Su sensibilidad clinica y especificidad son
insuficientes.

4. Técnicas seroldgicas. Aunque la serologia se utiliza en estudios de eficacia

vacunal vy epidemioldgicos, no puede utilizarse para el diagndstico rutinario
debido a su baja sensibilidad y especificidad.

badas por la Food and Drug
poblacional.

e Hybrid Capture 2 (HC2) HPV DNA Test (Qiagen Inc., Gaithersburg,
Maryland; Estados unidos) US FDA (2003).

e Cervista HPV HR Test (Hologic, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) US
FDA (2009).

e (Cobas* 4800 HPV Test (Roche Molecular Systems Inc., Alameda,
California, Estados Unidos) US FDA (2011).

e APTIMA HPV Test (Gen-Probe Inc., San Diego, California, Estados Unidos)
US FDA (2011).

or la FDA para cribado de cancer

A pesar de la existencia de este ingente numero de pruebas disponibles en el
mercado, tan solo unas pocas han sido aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) (Tabla 2)° para su uso en cribado poblacional. No parece
viable realizar ensayos controlados aleatorizados longitudinales con todas las
pruebas de deteccion del VPH que se comercializan, por lo gque un comité
internacional de expertos® propuso en el ano 2009 gue cualqguier prueba que se
pretenda utilizar debe ser al menos tan precisa como las técnicas utilizadas en
dichos ensayos (gold standard o método de referencia;: PCR GP5+/GP6+ v
captura de hibridos) v muy reproducible para poder utilizarla en el cribado
primario de CCU en mujeres de 30 anos o mas. En concreto, son unos criterios
de validacion basados en la sensibilidad vy especificidad para la deteccion de
lesiones cervicales. Para que una técnica se pueda validar debe demostrar una
sensibilidad vy especificidad relativas al gold standard de = 0,90 y = 0,98

respectivamente.
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El uso del test de VPH en el cribado poblacional debe utilizarse en las mujeres
de entre 30 y 65 anos. No debe utilizarse en las mujeres menores de 30 aho, va
gue en estas, a pesar de gque la prevalencia de VPH es muy elevada, la mayoria
de las infecciones se resolveran de forma espontanea en un periodo de dos
anNos>®,

glin su capacidad oncogénica.

GENERO GENOTIPOS VPH COMENTARIOS

Alfapapillomavirus

mente oncogénico, causa cancer en
varios lugares anatomicos

idencia suficiente de cancercervical

videncia fuerte de cancercervical

idencia limitada de cancer cervical

logos filogenéticamente a genotipos
on evidencia suficiente o limitada

Betapapillomavirus

idencia limitada para cancer de piel
pacientes con epidermodisplasia
verruciforme

Cabe destacar gque desde abril de 2019, el Ministerio de Sanidad ha presentado
un nuevo plan de cribado dirigido a mujeres de entre 25 v 65 anos. Asi, de 25 a
34 anos, las mujeres deben someterse a citologias cada tres anos, mientras que
en las edades comprendidas entre los 35 v los 65 anos se realizaran la prueba de
determinacion del virus del Papiloma humano de alto riesgo. En este UJltimo
caso, si la prueba es negativa, se repetird la determinacion a los 5 anos. Si la
prueba es positiva, se realizard una citologia.

MODULO 4. DIAGNOSTICO DEL VPH

Pag. 6




2. METODOS COMPLEMENTARIOS
2.1. Citologia

La aplicacion de la citologia tal como fue descrita por Papanicolau en 1941 a mediados del
siglo XX ha sido el principal instrumento de diagndstico precoz del cancer de cuello ute-
rino mediante la deteccion de lesiones premalignas’. Utilizada en los paises que disponen
de programas de cribado poblacional, ha sido la responsable del descenso del carcinoma
de cuello uterino.

El éxito de los programas de cribado citoldgico reside en alcanzar una amplia cobertura
(igual o superior al 75 % de la poblacion) y asegurar la calidad de la citologia.

La citologia cervical se basa en el estudio morfoldgico de las células obtenidas mediante
el cepillado endo y exocervical. Aquellas células infectadas por el VPH presentan una serie
de cambios morfoldgicos que pueden ser identificados por los citopatdlogos. El resultado
de este analisis morfoldgico permite emitir un resultado que orientara al clinico para que
este pueda decidir si la mujer presenta o no riesgo de padecer un cancer en los proximos
afos vy ajustar asi el protocolo de seguimiento de dicha paciente.

El gran problema de la citologia es su variable y relativamente baja sensibilidad, que se es-
tima en un 75-80 % para la deteccion del CIN2 positivo en las mejores condiciones de ca-
lidad®". Esta relativamente baja sensibilidad se debe a la variabilidad del material obtenido
en la toma, a la calidad de la extension citoldgica, asi como a la capacidad de deteccion e
interpretacion por parte de los profesionales. Por lo tanto, es fundamental contar con una
muestra de calidad que haya sido obtenida en condiciones técnicas adecuadas.

Sus déficits se corrigen al aplicarla con calidad en un contexto de cribado poblacional bien
organizado y con los intervalos adecuados. La contrapartida es que, al reducir en exceso
los intervalos en los que se realiza la prueba, se acaba penalizando la eficiencia.
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La especificidad de la citologia para la deteccion del CIN2 positivo es alta (alrededor del
95 %)'25,

Entre las diferentes estrategias que se han planteado para mejorar la calidad de la citolo-
gia esta la citologia en monocapa, capa fina o medio liguido. El material obtenido se con-
serva inmediatamente tras su extraccion en un medio liquido que permite su almacenaje
v transporte. Hoy sabemos que no mejora el rendimiento de la citologia convencional en
ningun segmento pero disminuye los casos considerados inadecuados para diagnostico vy
acorta el tiempo de lectura al microscopio’2®.

Muy probablemente el gran valor afnadido de la citologia liquida es que el material rema-
nente (no se utiliza la totalidad del material para el estudio citoldgico) permite realizar téc-
nicas adicionales como la determinacion de VPH o inmunocitoguimica como la deteccion
de pl6/KI67.

Cuando la citologia se usa en asistencia, esta debe ser implementada para conseguir ele-
var su sensibilidad. La combinacion de citologia y colposcopia simultaneas obtiene un va-
lor predictivo negativo practicamente del 100 % para detectar CIN2 positivo o carcinoma
invasivo?’=°,

2.2. Colposcopia

La colposcopia es una técnica descrita por Hinselmann en 1925 basada en la exploracion
magnificada de los epitelios del cuello del Utero, de la vagina y de la vulva.

El objetivo principal de la misma es el diagnostico de las lesiones preinvasoras e invasoras
del tracto genital inferior.

La histologia es el sustrato de las imagenes colposcopicas. Es por tanto imprescindible
conocer tanto los distintos cuadros histoldgicos del cuello uterino como sus mecanismos
etiopatogénicos.

Se trata de una técnica dinamica que nos permite diferenciar las dos fases fundamentales
de la historia natural de la neoplasia cervical. La primera, intraepitelial, en la gue de forma
predominante se identifican lesiones acetoblancas que no son mas que el reflejo de los cam-
bios epiteliales que dificultan o impiden el paso de la luz hasta el estroma. La segunda es la
fase invasiva inicial en la que se identifican vasos irregulares, neovasos que aparecen como
consecuencia de la liberacion de factores angiogénicos por las propias células tumorales.

La colposcopia es muy sensible en la detecciéon de lesiones precursoras del cancer de cér-
Vix. Sin embargo, es poco especifica, ya que no siempre las imagenes colposcopicas anor-
males son el reflejo de una lesion intraepitelial premaligna. La colposcopia nos permite
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clasificar las imagenes, el patron arquitectural del epitelio, de modo gue para una imagen
anormal existen diferentes grados. La terminologia colposcopica vigente es aquella que
fue ratificada por el comité de Nomenclatura de la Federacion internacional de Patologia
Cervical y Colposcopia (IFCPC) en el congreso de Rio 2011 (Tabla 3)".

La colposcopia ofrece una elevada sensibilidad para diferenciar el epitelio normal del pa-
toldgico, asi como una mejor especificidad para distinguir L-.SIL de H-SIL que para dife-
renciar normal de anormal. Todo ello viene a refrendar la validez de la actual clasificacion
colposcdpica que distingue entre cambios grado 2, propios de las lesiones H-SIL y cancer,
y cambios grado 1, propios de las L-SIL y normales.

La biopsia dirigida colposcopicamente permite confirmar el diagnostico antes de efectuar
el tratamiento definitivo v se considera el go/d standard en el diagnostico de las lesiones
preinvasoras e invasoras del cérvix.

cuello uterino de la Federacion
Iposcopia (IFCPC) en 2011.

Evaluacidén » Adecuada/inadecuada a causa de... (por ejemplo:
general cuello uterino no claro por inflamacion, sangrado,
cicatriz).

e Visibilidad de la union escamocolumnar:
completamente visible, parcialmente visible, no
visible.

Tipos de zona de transformacion: 1, 2, 3.

Hallazgos Epitelio escamoso original:
colposcoépicos * Maduro.
normales « Atrofico.

Epitelio columnar:

» Ectopia.

Epitelio escamoso metaplasico:
* Quistes de Naboth.
« Aberturas glandulares y/o criptas glandulares.

' Deciduosis en el embarazo.
Hallazgos Principios § ¢« Ubicacion de la lesion: dentro o fuera de la zona

colposcépicos generales de transformacion, ubicacion de la lesion segun las

anormales agujas del reloj.

* Tamano de la lesion: numero de cuadrantes del
cuello uterino que cubre la lesion, tamano de la
lesion en porcentajes del cuello uterino.

Grado 1 * Epitelio * Mosaico fino.
(menor) acetoblanco e Puntillado fino.
delgado.
e Borde irregular. 4

(Continua en la pagina siguiente)
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| cuello uterino de la Federacidon
Colposcopia (IFCPC) en 2011.

Grado 2 » Epitelio * Mosaico grueso.
(mayor) acetoblanco denso. ¢ Puntillado grueso.
* Aparicion rapida * Bordes delimitados.
de epitelio e Signo del Iimite del borde
acetoblanco. interno.
* Orificios * Signo de cresta o
glandulares sobreelevado.

abiertos con bordes

' engrosados.

No especificos | ¢ Leucoplasia (queratosis, hiperqueratosis).
* Erosion.

e Solucion de Lugol (test de Schiller): positivo/negativo.
Sospecha de invasién . Vasos atipicos.

* Signos adicionales: vasos delgados, superficie irregular,
lesion exofitica, necrosis, ulceracion (necrotica),

tumoracion nodular.
Hallazgos varios . Zona de » Polipo (exocervical/endocervical).

transformacion e Estenosis.
congénita. « Anomalia congénita.
* Condiloma. * Anomalias postratamiento.
\ * Inflamacion.  Endometriosis. y

2.3. Biopsia

El diagnostico final de las lesiones premalignas y malignas del cuello uterino se fundamenta
en el estudio histopatoldgico tanto de las biopsias colposcdpicamente dirigidas como de
las piezas quirurgicas de conizacion e histerectomia.

Las técnicas de cribado (citologia, técnicas moleculares de deteccion del VPH vy colposco-
pia) utilizan el diagnodstico histoldgico como patron de referencia con el que compararse,
por lo que es facil entender la importancia de garantizar la precision y la excelencia en el
diagndstico histoldgico.

El primer factor determinante es el propio colposcopista. De él dependerd que la muestra
de tejido recogida sea representativa de la lesion observada y que en esta se incluya tanto el
epitelio de superficie como el estroma subyacente. Algunos estudios han evidenciado que
el aumento del nimero de biopsias tomadas durante el examen colposcopico se traduce en
un incremento significativo de las lesiones intraepiteliales de alto grado diagnosticadas®"32.

MODULO 4. DIAGNOSTICO DEL VPH

Pag. 10




Un factor clave para ayudar a una adecuada evaluacion por parte del patologo es la correcta
y completa identificacion de la muestra, que en el caso de las biopsias escisionales (cono)
debe incluir puntos de identificacion para una correcta orientacion espacial de la pieza.

El procesamiento de la muestra en un laboratorio que cumple con alguno de los sistemas
de gestion de calidad es imprescindible, ya que otorga al patdlogo el escenario ideal para
gue este pueda realizar una adecuada lectura e interpretaciéon de la muestra.
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3. CONCLUSIONES

El test de deteccion del VPH se ha convertido en un test de primera linea en los programas
de cribado de cancer de cuello de Utero. Conocer sus caracteristicas, virtudes y limitacio-
nes es imprescindible para su adecuada utilizacion.

La citologia, la colposcopia vy la biopsia no han dejado de ser instrumentos fundamentales
tanto en el diagnostico como en el manejo de las lesiones preinvasoras e invasoras del
cuello uterino.
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