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We shall not cease from exploration
and the end of all our exploring

will be to arrive where we started
and know the place for the first time.
Through the unknown, remembered gate
when the last of earth left to discover
is that which was the beginning;

At the source of the longest river

the voice of the hidden waterfall

and the children in the apple-tree

not known, because not looked for
but heard, half heard, in the stillness
between the two waves of the sea.
Quick now, here, now, always

a condition of complete simplicity
(Costing not less than everything)
and all shall be well and

all manner of things shall be well
when the tongues of flame are in-folded
into the crowned knot of fire

and the fire and the rose are one.

Little Gidding,
T.S. Eliot (1943)
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE CERVIX

El cancer de ceérvix és considerat un problema de salut publica degut a la
seva alta incidéncia i mortalitat en dones relativament joves. La infeccio pel
Virus del Papil-loma Huma (VPH) representa una de les infeccions de
transmissié sexual més comu i responsable principalment de la patogenia del
cancer de cervix. A nivell mundial és el quart cancer més comu en les dones.
S’estima que cada any es diagnostiquen aproximadament 500.000 casos nous
d’aquest cancer dels qual el 85% es localitzen en regions menys
desenvolupades (Figura 1) La mortalitat estimada és de 260.000 morts anuals i
aguesta varia 18 vegades entre les diferents regions del mén que va des de
menys de 2 per 100.000 a Asia Occidental, Europa i Australia a més de 20 per
100.000 a Africa [1].

Figura 1: Distribucié mundial de la incidencia de cancer de cervix segons GLOBOCAN
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A nivell europeu el cancer de cérvix ocupa la sisena posicio després del
cancer de mama, colon-recte, pulmd, uter i ovari. La taxa mitjana europea
d’incidencia és de 11,3 per 100.000 dones, el que a I'any 2012 va representar
una incidéncia de 33.679 dones i una mortalitat de 13.117 dones [2] (Figura 2).
En comparacioé amb els paisos europeus, el cancer de cérvix a Espanya ocupa
la dotzena posicié en freqiéncia amb una taxa ajustada per edat a la poblacio

estandard mundial de 7,7 casos per 100.000 dones-any, amb una mortalitat de
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3,6 per 100.000, sobretot en dones entre 45-55 anys. S’estima que el 2014 es
van diagnosticar 2.375 nous casos a Espanya [3].

La baixa incidencia en paisos desenvolupats es deu, en part, a I'efectivitat
dels programes de cribratge organitzats i al cribratge oportunista basats en la
citologia cervical. El cribratge té com a objectiu detectar lesions precursores a
I'epiteli cervical que serien I'antecedent del cancer invasor i que sOn
completament tractables. Tot i aixi, cap programa ha aconseguit erradicar
totalment la malaltia.

L’edat mitjana de diagnostic és de 48 anys, encara que aproximadament el
47% de les dones amb cancer de cervix es diagnostiquen abans dels 35 anys i
només un 10% dels diagnostics es fan en dones majors a 65 anys. El tipus
histologic més comu és el carcinoma de cel-lules escamoses, que representa el
80% de tots els cancers invasors de cervix [4]. La supervivéncia global als 5
anys estandaritzada per edat de les pacients amb cancer de cervix a Espanya
és aproximadament del 63,9%, un punt per sobre la mitjana dels paisos
europeus (62,4%) [5]. En paisos en vies de desenvolupament, donada
'absencia de programes de cribratge, el diagnostic sol fer-se en estadis

avancats, reduint la supervivencia global fins un 30% [6].

Figura 2: Distribucié europea de la incidencia i mortalitat del cancer de cérvix el 2012
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1.2. LESIONS INTRAEPITELIALS CERVICALS

L’aparicié del cancer de cervix esta normalment precedida per un llarg
periode de temps en el que es desenvolupen lesions preinvasives conegudes
com a CIN/SIL o “cervical intraepithelial neoplasia/squamous intraepithelial
lesion”, en funci® de si descrivim una lesid histologica o citologica,
respectivament.

Existeix una gradacié caracteritzada microscopicament per una serie
d’alteracions cel-lulars que orienta amb la seva gravetat el risc de progressié a
cancer invasor. La nomenclatura citologica i histologica de les alteracions
premalignes de I'epiteli cervical ha evolucionat paral-lelament a l'aven¢ del
coneixement de la seva biologia i historia natural.

El 1928 el patdleg Papanicolau va descriure la preséncia d’'unes alteracions
citologiques caracteristigues que permetien detectar unes lesions a nivell
cervical amb un cert potencial de desenvolupar cancer de cervix. La
terminologia citologica s’unifica el 1989 amb la descripcidé del Sistema Bethesda
[7] que inclou nous conceptes relacionats amb la infeccié pel VPH, classificant
les lesions escamoses intraepitelials (SIL), en dues categories: baix grau (LSIL)
i alt grau (HSIL). Addicionalment, la terminologia Bethesda obliga a incloure a
I'informe citologic la qualitat de la mostra (adequada o inadequada). D’altre
banda, també incorpora un nou terme per classificar aquelles alteracions
citologiqgues que no permeten descartar totalment la preséncia d'una lesié
intraepitelial, perd tampoc sén suficients per diagnosticar-la, conegudes com a
ASC-US “Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance” o ASC-H
“Atypical Squamous Cells cannot exclude HSIL” en funcio de la probabilitat de
correspondre a lesions intraepitelials de baix o alt grau. Finalment, la nova
terminologia també incorpora el concepte AGC “Atypical Glandular Cells” per
aguelles lesions que podrien precedir un adenocarcinoma in situ o alguna lesié
mes greu.

Com hem anat introduint, aquestes lesions citologiques cervicals tenien un
equivalent histologic. De fet, posteriorment a I'establiment de la citologia
cervico-vaginal com a metode de cribratge per cancer cervical, el 1949
Papanicolau va introduir el terme “displasia” per designar canvis histologics
epitelials menys evidents que el carcinoma in situ. Als anys seixanta, Richart va

ser un dels primers a afirmar que el cancer de cérvix era consequeéencia de
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I'evolucié de les lesions premalignes no invasores introduint el terme de
neoplasia cervical intraepitelial o CIN classificant-se en 3 grups en funcié del
grau d’afectacié epitelial per part daguestes lesions, les quals mai
sobrepassaven la membrana basal. CIN1 corresponia a displasia lleu, afectant
el terc inferior de I'epiteli, CIN2 a displasia moderada afectant els dos tercos
inferiors de I'epiteli, i CIN3 corresponia a displasia severa incloent el concepte
de carcinoma in situ que abarcava tot el gruix de l'epiteli, respectant la
membrana basal.

Recentment, amb la finalitat d’homogeneitzar la terminologia i de facilitar
reproductibilitat i la comunicacié entre professionals, s’ha sotmeées aquesta
nomenclatura a revisié i el Col-legi America de Patolegs (CAP) i la Societat
Americana de Colposcopia i Patologia Cervical (ASCCP) han establert una
nova terminologia histopatologica denominada LAST (Lower Anogenial
Squamous Terminology) [8]. La novetat d’aquesta terminologia és que inclou
els coneixements actuals sobre la infecci6 pel VPH, incorporant I'Us de
biomarcadors. Aquesta terminologia ha estat recollida en la ultima classificacio
de la OMS (Organitzaci6 Mundial de la Salut) per les neoplasies del tracte
genial femeni publicat el 2014 [9]. La terminologia LAST simplifica les lesions
escamoses intaepitelials histologiques en dos grups: lesions de baix grau
(LSIL) i lesions d'alt grau (HSIL) utilitzant la mateixa terminologia citologica, i
prescindint de la diferéncia entre CIN2 i CIN3, les quals sén considerades
lesions d’alt grau. Un altre canvi que suposa €s que es pot aplicar a totes les
altres lesions precursores produides pel VPH en altres arees genitals (vagina,

vulva, periné i anus) [8].

1.3. EL VIRUS DEL PAPIL-LOMA HUMA

El cancer de cervix té una historia natural ben definida, ja que pel seu
desenvolupament és indispensable pero no suficient la infeccid pel VPH [10].

El VPH és un ADN virus circular de la familia dels papovaviridae, de petit
tamany (55nm), que compren més de 100 genotips diferents dels que
existeixen 30 amb un especial tropisme per la mucosa anogenital. La infeccid

per VPH representa una de les infeccions de transmissié sexual més comu i
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responsable principalment de la patogénia del cancer del tracte genital inferior
[11].

El VPH consta de varis gens: 8 d’expressio primerenca (E1-E8), I'expressio
dels quals es tradueix en proteines implicades en la regulacio i replicacié viral;
2 gens d’expressio tardana (L1, L2) I'expressio dels quals genera les proteines
per la unié de la coberta viral, la capsida; i una regié de control que sera
I'encarregada de controlar I'expressié dels gens (LCR). Mentre que els gens
d’expressio primerenca difereixen notablement en la seva seqiencia entre els
diferents tipus de VPH, els gens d’expressio tardana presenten notables
similituds entre ells, fet que permet que, especialment L1 sigui la diana principal
de deteccié general d’ADN viral, mentre que els gens E6 i E7 s'utilitzen per

detectar el tipus especific de VPH (Figura 3) [12].

Figura 3: Estructura del virus del Papil-loma Huma segons Lépez i col. [12].
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1.3.1. GENOTIPS VIRALS

La familia del VPH consta amb més de 150 genotips virals diferents que,
en relacid a la seva patogenia oncologica es classifiguen en alt i baix risc
oncogenic. El paradigma dels VPH d’alt risc sén els tipus 16 i 18 i els de baix
risc son els tipus 6 i 11. Les infeccions pel VPH d’alt risc tendeixen a tenir un
curs silent establint infeccions persistents que generen alteracions citologiques
i histologiqgues amb més frequencia que el grup dels de baix risc que rarament
es troben en lesions neoplasiques i cursen predominantment amb infeccions

clinicament visibles, denominades condilomes acuminats.
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En la poblacié general, el 80% dels cancers genitals s’atribueixen a 4
genotips d’alt risc: VPH16, VPH18, VPH45 i VPH31. Es considera que el
VPH16 és responsable de més del 50% dels casos de carcinoma de cel-lules
escamoses i junt amb el VPH18 sén responsables del 70% dels casos de
carcinoma de cel-lules escamoses [13]. Quan es diferencia segons tipus
histologics de cancer de cérvix, el VPH16 segueix sent el més freqlient en totes
les histologies, pero el VPH18 és molt més frequent en aquelles varietats amb
component d’adenocarcinoma [14,15].

Actualment s'utilitza la classificacio de la Agéncia de Recerca del Cancer
(ARC) pels diferents genotips del VPH [16] (Taula 1).

Taula 1: Classificaci6 dels genotips del VPH segons ARC [16].

Tipus Genotip VPH

Alt risc
- Carcinogens 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,59
- Probablement carcinogens 68
- Possiblement carcinogens 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82

Baix Risc 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 89

1.3.1.1. Metodes de genotipat del VPH
Les tecniques de genotipat del VPH es basa en la deteccié del material
genetic del virus en diferents mostes biologiques, i en particular la citologia.
Existeixen diferents tecniques:

- Métodes de sonda directa: Es el métode utilitzat classicament, pero
avui en dia no s'utilitza degut a la baixa sensibilitat, el temps de
realitzacio i la necessitat de grans quantitats de DNA altament
purificat.

- Meétodes d’amplificacié de senyal per Captura d’hibrids: L’actual
captura d’hibrids de segona generacié (HC2) va ser el primer métode
de deteccié del VPH aprovat per la FDA. Utilitza 2 sondes de RNA
especifiques per determinades parts del genoma, una per a la
deteccié de 13 virus d’alt risc i I'altre per virus de baix risc. El punt de
tall de significacié clinica s’ha establert a 1pg/ml d’ADN, equivalent a

100.000 copies de virus.
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- Métodes basats en técniques PCR: Existeixen mdultiples Kkits
comercials basats en la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)
com és el cas de COBAS 4800 (Roche Molecular Systems,
Pleasaton, CA, USA). Es basa en I'amplificacié d’'un fragment de DNA
utilitzant I'enzim PCR polimerasa que permet detectar fins a 10 copies
de ADN entre 1 mili6é de cel-lules. Detecta de manera aillada un tipus
especific de virus, com és el VPH16, VPH18 i els 12 VPH-AR restants
(31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 i 68).

1.3.2. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIO PEL VPH

La transmissiéo del VPH es produeix majoritariament per via sexual,
essent la zona de transformacié del céervix la part més susceptible per iniciar
una transformacio neoplasica. A aquest nivell existeix un continu recanvi
cel-lular, degut a que I'epiteli cervical passa de ser estratificat a columnar. El
virus aprofita la maquinaria de les cél-lules basals de I'epiteli cervical per la
seva sintesis, integracio, replicacié i amplificacid, originant alteracions del cicle
cel-lular. Quan infecta les cél-lules basals pot romandre en elles de forma
episosomal, en estat latent, o bé abandonar aquesta laténcia i aprofitar la
diferenciacié cel-lular propia de [I'epiteli cervical. D’aguesta manera,
paral-lelament a la maduracio de I'epiteli cervical, els VPH expressen els seus
gens de forma sequencial: en primer lloc, els gens primerencs (E1-E8) en les
capes basals, i posteriorment les proteines tardanes (L1 i L2) en les capes
superficials de I'epiteli més diferenciat que formaran la capsida i permetran la
uni6 de noves particules virals per repetir el cicle. En determinades
circumstancies fisiologiques i posterior a un periode de persistencia de la
infeccié generalment llarg, les particules d’ADN viral que es troben en forma
episomal s’integren dins del genoma cel-lular bloquejat les proteines amb
funcions importants en el cicle cel-lular (p53 i pRb). Com a consequéncia
d’aquesta integracid es provoquen alteracions en el creixement normal i
diferenciacio de I'epiteli cervical seguides d’'una acumulacié d’errors genetics
que poden ser la base de la transformacio tumoral. La Figura 4 mostra una

representacio grafica d’aquest procés descrit [17].
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Figura 4: Integracié del VPH a les cél-lules de I'epiteli cervical segons Egawa i col [17].
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S’estima que al voltant del 70-80% de dones i homes sexualment actius,
han estat exposats al VPH en algun moment de la seva vida. En la gran majoria
dels casos tindra lloc una infeccio transitoria, que es fara indetectable en 6-12
mesos, gracies al propi sistema immunitari de I'hoste [18]. Per altra banda,
s’estima que prop del 10% de les infeccions del VPH persisteixen més de 3
anys, disminuint la probabilitat de ser aclarides espontaniament i sén les
responsables de desenvolupar les lesions preinvasives. Quan la lesio
precursora i el VPH d’alt risc es mantenen, existeix un risc més elevat de
progressar i desenvolupar carcinoma invasiu [19, 20]. En global, es considera
que el 5% d’infeccions produides pel VPH d’alt risc progressen a cancer en
poblacions sense cribratge, i un 1-2% en poblacions cribades [21].

El risc de desenvolupar un cancer de cervix esta directament relacionat
amb la severitat de la lesié precursora preinvasiva coneguda com a CIN. Varies
revisions a la literatura han establert un risc de desenvolupar un cancer invasor
de I'1% en pacients amb CIN1, del 5% en pacients con CIN2 i del 15% en
pacients con CIN3. Dit d’altra manera, la taxa de regressiéo espontania pot
arribar al 65% dels CIN1, el 50% dels CIN2 i un 30% dels CIN3 [22-25], tal com

es mostra a la Taula 2.

Taula 2: Evolucio de les displasies cervicals segons Ostor [25]

Regressio Persisténcia Progressié Invasio
CIN1 57% 32% 11% 1%
CIN2 43% 35% 22% 5%
CIN3 33% <56% 14% >12%
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En general el cancer de céervix es considera una malaltia amb un llarg
interval de temps entre la primoinfeccié per VPH i la presentacio clinica de la
neoplasia. S’ha calculat un temps mig entre la infeccio pel VPH i el
desenvolupament de CIN3 de 7 a 15 anys, tot i que en cohorts prospectives
amb seguiment estricte s’han registrat evolucions rapides a CIN2 i CIN3 als
pocs mesos de la infecci6 [26].

La historia natural de la oncogenesis cervical pel VPH podria seguir un

model representat esquematicament a la Figura 5.

Figura 5: Historia natural de la infeccié del VPH (adaptat de Gravitt PE) [27]
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1.4. MANEIG ACTUAL DE LA INFECCIO DEL VPH
A partir del coneixement de la historia natural del VPH s’han establert els
programes de cribratge i maneig de les lesions intraepitelials per tal de prevenir

I'’evolucioé de les lesions a cancer cervical.

1.4.1. PROGRAMA DE CRIBATGE
El fet de que cancer de cervix tingui una historia natural ben definida amb
un llarg periode de temps en el que es desenvolupen lesions preinvasives que
es poden diagnosticar i tractar abans de la seva transformacio invasiva, permet
gue sigui una patologia cribable. L’objectiu del cribratge és identificar les dones

amb infeccions del VPH o lesions cervicals precursores amb major risc de
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progressidé a cancer invasor, evitant la deteccio i tractament innecessaria de
lesions benignes associades al VPH que no progressen. Els programes de
cribratge de cancer de cervix a nivell de la poblacié general mitjangant citologia
cervical han demostrat ser efectius en la reduccié de la seva incidencia i
mortalitat en diferents paisos [28].

A Espanya existeix un cribratge oportunista basat en la realitzacio de la
citologia cervical cada 3 anys que inclou una part important de la poblacié
financat amb fons publics i una altra part de la poblacio realitzat a la medicina
privada. Els resultats de I'estudi AFRODITA [29], en el que s’avalua la situacio
del cribratge de cérvix en Espanya amb una mostra de 6.852 dones, indiquen
que la cobertura del cribratge oportunista del cancer de cervix realitzant una
citologia cada 3 anys, és del 75,6% en dones de 18 a 65 anys. A més a més,
I'estudi també evidencia una cobertura insuficient en dones majors de 55 anys
(66%), en dones que viuen en arees rurals (66%) i amb un nivell socio-
economic baix (65%).

Un altre treball realitzat a Catalunya durant el 2008-2011 que inclou 758.690
citologies cervicals realitzades en 595.868 dones en una poblacié d’estudi que
cobreix dos milions de dones, mostra una cobertura del cribratge del cancer de
cervix del 40,8% per les dones entre 25-65 anys, dada que s’ha mantingut
estable respecte estudis previs [30]. S’ha de destacar que el 30% de I'activitat
del cribratge a Catalunya es realitza en el sector privat.

La principal limitacié6 del programa de cribratge oportunista és la falta de
cobertura suficient de tota la poblacio, ja que el 80% de les dones que
desenvolupen cancer de cérvix no tenien citologies prévies [31]. Aquestes
dades reforcen la necessitat d'implementar programes de cribratge poblacional
per tal de garantir la cobertura poblacional [32].

Tot i I'exit de la citologia en el cribratge de cancer de cervix, s’ha observat
que té una baixa sensibilitat [33]. Per aquest motiu es suggereix realitzar el test
del VPH en dones majors de 30-35 anys, per la seva millor reproductibilitat i
elevat valor predictiu negatiu (VPN) proper al 99% per lesions d’alt grau [34].
Aix0 significa que una determinacid negativa del VPH té una molt baixa
probabilitat de tenir una lesi6 CIN2+, mostrant un risc de desenvolupar una
CINS en els seguents 6 anys de 0,27%. Aquest valor és semblant a un resultat

negatiu del test combinat de citologia i test del VPH (co-test) i representa un
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risc de 0,28%, mentre que I'estimacié de risc pel mateix periode posterior a una
citologia negativa és de 0,97% [35]. La millor sensibilitat de la prova del VPH
davant la citologia es confirma al observar una menor incidéncia de cancer de
cervix als 5 anys d’'una prova VPH negativa que als 3 anys de una citologia
negativa [36,37]. En aquesta linia, un recent estudi que analitza els resultats
dels primers 3 anys posterior a I'assaig prospectiu del test del VPH com a
cribratge primari en dones de més de 25 anys, conegut com a ATHENA,
demostren que el test del VPH té una major sensibilitat ajustada pel CIN3+
(76,1% IC del 95%: 70,3-81,8%) en comparacié amb les sensibilitats ajustades
del co-test i la citologia 61,7% (IC del 95% 56.0- 67.5%) i 47.8% (IC 95% 41,6-
54,1%), respectivament [38].

Degut a la baixa incidencia de cancer de cervix per sota els 25 anys i la
alta prevalenca de la infeccio del VPH per sota 30 anys, no s’ha demostrat que
el cribratge sistematic amb co-test d’aquestes pacients redueixi la seva
incidencia [39,40]. Actualment s’accepta la realitzacid d’'una citologia cervico-
vaginal trianual o una determinacié del VPH d’alt risc cada 5 anys com a
estrategies valides per el cribratge a partir dels 25 o 30 anys, respectivament.

Les ultimes recomanacions del cribratge de cancer de céervix de la SEGO
(Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia) del 2014 [41] estableixen

alguns canvis respecte a guies anteriors, que es resumeixen a la Taula 3:

Taula 3. Recomanacions d’estrategies de cribratge de la SEGO [41]

Edat Estrategia

<25 anys No cribratge

25-30 anys Citologia cada 3 anys
30-65 anys Test del VPH cada 5 anys

Alternatives acceptades:
Citologia cada 3 anys

Co-test (citologia + VPH) cada 5 anys

>65 anys Fi del cribratge si:
3 citologies negatives previes o 2 test del VPH o co-test negatius
i

No antecedents de CIN en els 20 anys previs
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Degut a la introduccié de la vacuna contra el VPH, es preveu que en un
futur tant la incidéncia com la mortalitat per cancer de cervix disminueixin,
encara que a curt periode no s’evidenciaran canvis, i la incidéncia dependra
més d’altres factors com per exemple els fenomens migratoris, els canvis en les

conductes sexuals i les caracteristiques dels programes de cribratge.

1.4.2. MANEIG DE LES LESIONS INTRAEPITELIALS CERVICALS

La citologia o el test del VPH so6n les proves de cribratge destinades a
identificar les pacients que poden tenir una lesié precursora cervical o invasora
del cancer de cervix que requereixi estudis posteriors. S’ha de considerar el fet
que un diagnostic definitiu de la neoplasia intraepitelial o carcinoma de cervix
nomeés pot fer-se a través de la biopsia d'una lesié sospitosa identificada
mitjancant colposcopia.

La colposcopia consisteix en I'exploracié magnificada dels epitelis del
cervix uteri amb I'objectiu fonamental d’identificar imatges sospitoses de lesions
invasives o precursores de cancer, per tal de realitzar una biopsia dirigida. Tal i
com es mostra a la Figura 6. Al realitzar la colposcopia s’ha d’identificar la zona
de la unié escamo-columnar o zona de transformacié, que és on es situen amb
més frequencia les lesions. Si aquesta zona es visualitza amb la seva totalitat,
es considera que la colposcopia és satisfactoria, en cas contrari es considera
no satisfactoria i s’ha de descartar lesid endocervical. La colposcopia té com
objectiu augmentar la sensibilitat de la citologia. L’'4s conjunt d’ambdues
tecniques té un VPN practicament del 100% per detectar CIN2-3 o cancer
invasor i permet localitzar les arees més sospitoses per dirigir biopsies,
millorant I'exactitud de la histologia. Com passa amb la majoria de técniques
d’'imatge, el seu rendiment és explorador depenent i varia en funcié del grau

d’entrenament i experiencia del professional que la realitza.
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Figura 6: Imatge d’un colposcop (esquerra) i biopsia colpo-dirigida (dreta)

La conducta davant un resultat histologic anormal depen del grau i
caracteristiques de la lesi6, edat de la pacient i resultat de la citologia prévia,
entre d'altres. El fet que les lesions precursores puguin ser detectades i
tractades adequadament, permeten la prevencio del cancer invasor.

El tractament de les neoplasies cervicals intraepitelials té per objectiu
impedir la progressié a cancer utilitzant els procediments més conservadors,
amb menys sequeles i consequencies reproductives. Donat I'elevat potencial
de regressio i la lenta evolucio d’aguestes lesions, en ocasions es pot plantejar
una actitud conservadora basada en un seguiment estricte amb la finalitat
d’evitar un important nimero de tractaments innecessaris.

Les lesions escamoses intraepitelials de baix grau (LSIL/CIN1) son
I'expressio histologica d’una infeccid del VPH que la majoria de les vegades
(60-80%) regressa espontaniament, de fet només un 5-10% de les lesions de
CIN1 progressen a CIN3 i tenen molt baixa probabilitat de desenvolupar cancer
invasor de cervix [42-44]. El seguiment estricte d’aquestes dones amb lesi6é de
LSIL mitjancant el co-test o colposcopia segons resultats, permet la identificacio
precoc de les lesions que progressen i minimitzen el risc de cancer de cervix,
perd en la majoria dels casos suposa un consum innecessari de recursos
humans, tecnologics i economics. Actualment, i donat la seva capacitat de
regressié, només es pot considerar el tractament exeretic de la lesio si la
citologia previa informa de HSIL i la colposcopia és insatisfactoria o la presa
endocervical presenta alguna alteracié. En casos en qué la lesié de CIN1
persisteixi 2 anys existeix la opcié de fer un seguiment anual mitjangant co-test

o tractar la lesié amb tractament exeretic o destructiu [41].
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Per altra banda, les lesions dalt grau CIN3/AIS es consideren
autentiques neoplasies intraepitelials amb alt potencial de progressié a cancer
de cervix pel que es recomana realitzar un tractament exereétic, sovint en forma
de conitzacid. Les pacients amb CIN3 que no es tracten, presenten un risc de
progressié a cancer de cervix del 30% als 30 anys i del 50% a més llarg termini,
mentre que en les pacients tractades inicialment, el risc de cancer als 30 anys
és del 0,7% [45].

1.4.2.1. Maneig de la displasia moderada o CIN2

La lesid CIN2 té un significat biologic i evoluci6 mal definida. Es troba
descrita entre la lesio del CIN1 que majoritariament regressa espontaniament i
la lesié del CIN3 que té un major potencial d’evolucio a cancer.

Degut a la seva historia natural incerta i el seu risc de progressio,
actualment la terminologia de LAST [8] tendeix a agrupar el CIN2 i el CIN3 en
una mateixa categoria considerada d'alt grau (HSIL). Contrariament, altres
tendéncies defensen que el CIN2 continua essent una lesio clinico-patologica
ben diferenciada amb taxes de regressié majors que el CIN3. Estudis recents
mostren que fins un 40-74% de les pacients amb diagnostic histologic de CIN2
poden regressar espontaniament en els 2 anys seguients al diagnostic. Aquest
fet sumat a que el CIN2 afecta sobretot a dones joves, molts autors estant
promovent un maneig conservador per evitar questions relacionades amb la
fertilitat i altres morbilitats relacionades amb la conitzacio.

Globalment, els factors més freqiientment associats a la regressio de les
lesions de CIN2 son: edat inferior a 25 anys, lesions poc extenses,
negativitzacido del VPH, baix nombre de parelles sexuals, citologia prévia de
LSIL, abséncia d'infecci6 pel VPH d’alt risc, sobretot del VPH16 i 18.

A continuacio es presenta la Taula 4 que inclou un resum els estudis
presents a la literatura que realitzen un maneig conservador en pacients amb
diagnostic histologic de CIN2, i les respectives taxes de regressio i progressio

amb mitjanes de seguiment que varien entre 1 i 2 anys.
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Taula 4: Resum dels estudis que reporten maneig conservador del CIN2

Autor Data Nor_nbre Edat Perl’o'de de Taxa dg’ Taxa dg )
pacients (anys) seguiment  regressié  progressio
Chan JK [46] 2003 38 19-55 2 anys 58%
Moore K [47] 2007 23 13-21 1,5 anys 65% 5%
Fuchs K [48] 2007 36 11-21 2 anys 50% 8%
Guedes AC [49] 2010 45 18-61 1 any 44% 23%
Castle P [50] 2009 357 18-62 2 anys 40% 22%
Moscicki AB [51] 2010 95 13-24 2 anys 62% 12%
McAllum B [52] 2011 157 <25 1 any 62% 18%
Discacciati M [53] 2011 42 17-47 1 any 74% 24%
Ho GY [54] 2011 63 18-40 1 any 54% 5%
Wang SM [55] 2013 30 35-45 6 anys 56% 16%
Bleecker E [56] 2014 21 <30 2 anys 52% 24%

Destacar I'estudi del grup de Moscicki i col. [51] que va realitzar un
maneig conservador en 95 pacients diagnosticades de CIN2, descrivint taxes
de regressio de fins un 62% en pacients menors de 25 anys posterior a un
seguiment de 2 anys. En la mateixa linia es troben les conclusions extretes de
I'estudi ALTS dut a terme per Castle i col. [50] I'objectiu principal del qual era
establir un millor maneig (seguiment o intervencié) de les pacients amb
citologies de ASC-US i LSIL. Entre els seus resultats va registrar una major
incidencia de CIN2 en aquelles dones que van ser sotmeses a proves
diagnostiques en el moment de la citologia comparada amb la incidencia de
CIN2 en aquelles pacients que van ser assignades al grup de seguiment.
Aquest grup descriu una regressio del CIN2 de fins un 40% dels casos, una
evolucio a CIN3 del 22% i a carcinoma invasor del 5% (en més de 12 mesos
després del diagnostic). Posteriorment Discacciati i col. [53] en un estudi
prospectiu de 42 pacients amb biopsia de CIN2 i citologia prévia de LSIL
sotmeses a un maneig conservador durant 1 any, va descriure taxes de
regressié de fins a un 74% incloent tots els grups d’edat amb una mitjana

d’edat de la poblacio inclosa de 25 anys.
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De la revisi6 de la literatura s’extreu que el CIN 2 és un tipus de lesio
amb una alta taxa de regressio. Aquest fet permetria optar pel seu maneig
conservador en determinades circumstancies, per tant l'evitar el tractament
exeretic innecessari mitjancant la conitzacié, no exempta de morbilitats i costos
derivats.

El tractament exerétic o conitzaci6 €és un procediment quirdrgic
estandaritzat, que es defineix com I'exeresi de la porcid més caudal del cervix
uteri al voltant del canal cervical, incloent la zona de transformacié amb una
nansa diatéermica o bé amb bisturi fred, per tal d’extirpar la totalitat de la lesio,
permetent la valoracié histologica exacte i els marges quirdrgics. ldealment
s’hauria de realitzar sota visualitzacié colposcopica, per tal d’adaptar-se al
tamany i caracteristiques de la lesié. En general la conitzaci6 té baixos riscos
quirdrgics a curt termini que permeten la seva realitzaci6 de manera
ambulatoria majoritariament. Malgrat aixo, s’han descrit consequéencies
negatives immediates derivades la conitzaci6 com pot ser el sagnat
intraoperatori, la perforacié uterina o vesical, el sagnat post-operatori i la
infeccié [57,58]. A mig o llarg termini, s’ha demostrat un increment del risc
d'aquestes pacients a presentar part prematur, ruptura prematura de
membranes preterme i esdeveniments obstétrics desfavorables a conseqiéencia
de la prematuritat. Concretament, la conitzacié amb bisturi fred té un risc relatiu
(RR) de 2,59 (1,80-3,72, IC 95%) de part prematur, un RR de 2,53 (1,19 - 5,36,
IC 95%) de baix pes al néixer (inferior a 25009) i una tendéncia no significativa
a un augment de la mortalitat perinatal [59-62]. Aquest risc és superior a major
tamany de la peca quirdrgica i nombre de conitzacions realitzades. Una segona
conitzacié s’associa a un risc 12 vegades major de part prematur [63]. Per altre
banda, la realitzacié d’'una conitzacié cervical implica una major dificultat en el
seguiment posterior degut a la presencia de una cervix cicatricial, factor
especialment important en aquestes pacients degut al risc de recurréncia del 5
al 40%, major segons la severitat de la lesié. S’han descrit unes taxes de
curacid (90-97%) i de CIN residual post-tractament semblants, sense
diferencies significatives entre els diferents tecniques exeretiques (conitzacié
amb laser, conitzacié amb bisturi i exéresis amb nansa diatermica) [64,65].

Per tal devitar el sobretractament de les lesions de CIN2 amb la

conitzacio, les actuals guies americanes proposen un maneig conservador en
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les pacients joves amb CIN2 [66]. El protocol actual de la SEGO [41] recomana
la observacio sense tractament de lesions que ocupen menys d’un quadrant i
sense afectacié endocervical, en dones de menys de 25-30 anys i en gestants.
En cas d’augmentar el tamany de la lesid, biopsia de CIN3 o persisténcia als 24
mesos, es recomana realitzar tractament exeretic (Figura 7). El protocol de
seguiment proposat es basa en realitzar control citologic i colposcopic cada 6
mesos durant un maxim de 2 anys; repetir la prova del VPH als 12 mesos; si la
citologia, la prova del VPH i la colposcopia son negatives als 12 mesos es
repetiran als 3 anys i si sO6n negatives es passara al cribratge rutinari; si la
citologia o la colposcopia de la lesidé persisteix als 12 mesos: cal repetir la
biopsia; en cas de HSIL/CIN2-3 persistent s’aconsella realitzar tractament

exeretic.

Figura 7: Algoritme del diagnostic histologic de HSIL/CIN2-3 de la SEGO 2014 [41]

Biopsia HSIL/CIN2-3

Tratamiento
(Excepto situaclones especlales)

HSIL/CIN2-3 en situaciones especiales

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

Tratamiento Observacion Tratamiento Observacion
(Escision tipo 1) (Méaximo 2 afios) Inmediato
+ No sospacha invasion
- Aceptacidn de la paciente - Citologia y colposcopia
- Posibilidad de seguimiento (2 mases)
- Colposcopia valorable y ZT visible - Biopsia si sospecha cardnoma
- Lesidn totalmente visible - Estudio 6 samanas postparto
- Lasidn no extonsa (<50% dal cérvix) (acaptable)

- No afectacién endocervical

No obstant cal identificar factors predictors que ajudin a distingir les
lesions de CIN2 que regressen de les que progressen, pel risc que podria
suposar les perdues d’aquestes pacients durant el seguiment. De tal manera
que es podria oferir un tractament exeretic immediatament a les pacients amb
més risc de progressid, i un maneig més conservador a les pacients que

majoritariament regressaran.
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1.5. COFACTORS IMPLICATS EN LA CARCINOGENESIS DEL VPH

Tot i que la infecci6 pel VPH és un factor indispensable per la
carcinogenesis cervical, no és un factor suficient, cal la preséncia de cofactors
pel seu desenvolupament i progressio fins a cancer invasor.

Algunes conductes i practiques sexuals, com per exemple, un major nombre
de parelles sexuals i una menor edat d'inici de les relacions sexuals, es
relacionen amb un major risc de progressio o persisténcia [67]. La major edat
en el moment de la infeccid, un estat d’'immunosupressio o la infeccio pel VIH,
la multiparitat, el tabac, I'Us prolongat d’anticonceptius hormonals orals i algun
component de la dieta, s’ha proposat com a factors determinants per la

persisténcia de la infeccié i juguen un paper com a factors de risc [68,69].

1.5.1. EDAT

Un dels principals factors associats amb la infeccié del VPH és 'edat. A
la Figura 8, es mostra que generalment la prevalenca del VPH és més alta en
edats immediates a l'inici de les relacions sexuals dels 15 als 25 anys. Aquest
primer pic, va seguit d’una disminucié molt marcada i estable al voltant dels 25-
40 anys que correspondria al grup de dones portadores croniques de la infeccié
viral i al grup d’alt risc per la progressio a cancer. Es important ressaltar que en
edats joves i de major activitat sexual, tot i que la infeccié pel VPH és molt
freqUent, la gran majoria de dones infectades (més del 90%) resolen la infeccio
de manera espontania en 2-3 anys i nhomés una petita fracci6 de dones la
infeccid persisteix [70,71]. Aquest petit grup de dones portadores croniques del
VPH d’alt risc és el que té un risc més elevat de progressio i desenvolupar
lesions neoplasiques del tracte genital [72,73]. A mesura que augmenta I'edat,
les dones tendeixen a tenir menys noves parelles sexuals, i la prevalenca del
VPH disminueix. Després dels 45 anys, les infeccions pel VPH dalt risc
tendeixen a estabilitzar-se, i menys del 5% de les dones a la poblacié general
son positives pel VPH d’alt risc. En algunes poblacions, s’observa un segon pic
de la prevalenca del VPH en les dones post-menopausiques que podria
reflectir la reactivacio d’'una infeccié latent o a una reducci6 fisiologica de la
immunitat natural en les dones amb edat avancada, en relacid a la menor
probabilitat de noves infeccions en aquest grup d’edat. La resolucio de la

infeccié sembla oferir un cert grau de proteccioé davant a reinfeccions pel mateix
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tipus de VPH, havent-se descrit un cert grau de immunitat creuada entre els
tipus virals [20]. Actualment, es impossible distingir entre la reactivacié d'una
infeccio pel VPH latent o una recentment adquirida. La reactivacio de la infeccio
latent del VPH pot explicar-se per moltes de les infeccions per VPH que son
detectades en dones grans amb una historia previa de despistatge negativa i
sense noves parelles sexuals [19]. L’exposicié a noves parelles sexuals i la
reactivacio d’'una infeccio latent sén possibles raonaments per explicar el segon
pic d’infeccié pel VPH observada en dones en edat avangada [15]. Tot i aixo el
risc de desenvolupar un cancer de cervix després de la reactivacio d'una

infeccio latent, sembla ser relativament baix [74].

Figura 8: Historia natural de la infeccié del VPH i el cancer de cérvix en relacié a I'edat
(adaptat de Schiffman i col) [75].

La incidéncia del VPH i la mortalitat per cancer de cérvix es comporta de
manera desigual en relacio a I'edat. En els grups d’edat avancada, la incidéncia
del VPH i la mortalitat tendeixen a confluir, reflexant per un costat el pitjor
pronostic dels tumors en edats avancades i, per l'altre, la relativa abséncia de
diagnostics precogos en aquests grups d'edat. Les dones d’edat avancada
acostumen a quedar fora dels programes de cribratge i, €és en aquest grup
d’edat on la citologia convencional té una sensibilitat inferior. Tot aix0 podria
explicar pergue les lesions d’aguestes dones acostumen a ser més avangades

en el moment del diagnostic. Aquest patré observat és reproductible per la

37



majoria de poblacions europees ja sigui en I'ambit de programes de cribratge
establerts o oportunistes [2].

D’altra banda, s’observa que la distancia entre la incidéncia del VPH i la
mortalitat €s maxima entre les dones més joves. En un estudi epidemiologic de
Bernard i col. 2012 [76], que cobreix el 92% de la poblacié d’Estats Units durant
el periode de 1999 a 2008 es va estudiar la incidéncia ajustada per edat de
cancer de cervix (incloent tots els subtipus de cancer de cervix). Per dones
menors a 40 anys, el 78% de cancer de céervix era diagnosticat en dones entre
30-39 anys, el 21% en dones entre 20-29 anys i 1% en dones amb menys de
20 anys. Hi va haver una mitjana de 3063 casos de carcinoma cervical invasiu
anual entre aquest periode, amb una mitjana de 14 cancers per any entre els
15-19 anys (taxa de 0,5 per 100.000) i de 125 cancers per any entre els 20-24
anys (taxa de 1,4 per 100.000). La incidencia anual a Estats Units de cancer de
cervix en dones entre 21 i 24 anys és de 1,4 per 100.000 habitants, i gairebé
s’han de realitzar 55.000 citologies per cada cancer de cérvix diagnosticat en
aquest grup d’edat. Com es pot observar a la Taula 5, la rentabilitat de la

citologia €s major en la franja de més edat.

Taula 5: Relacié entre el cancer de cervix i el nombre de citologies per grups d’edat

segons Bernard i col [76]

Edat (anys) Mitjana anual de Taxa de citologies N° de citologies/cancer
cancer de céervix (95% IC)* de cervix**
15-19 14 0,15 (0,13-0,18) 194,113
20-24 125 1,40 (1,33-1,48) 54,753
25-29 519 5,94 (5,78-6,10) 14,444
20-34 1035 11,54 (11,32-11,76) 6,275
35-39 1369 14,16 (13,92-14,40) 4,921
Tots els casos 3063 4,30 (4,26-4,35)

*Taxa calculada per 100.000 dones
**Nombre de citologia per cada cas de cancer de céervix

Un altre estudi que mostra les baixes taxes de cancer de cervix en
pacients joves és el de Katki i col. [40]. Aquest grup va estudiar el risc de
CIN3+ i cancer en 5 anys segons els diferents grups d’edat de les dones
sotmeses a un programa de cribratge entre el 2003 i 2010 en una determinada

zona de California. En el grup de 130.000 dones entre 21 i 24 anys es va
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diagnosticar 3 casos de cancer de cervix durant el seguiment. Els 3 casos
corresponien a un carcinoma escamos i dos adenocarcinomes que van ser
diagnosticats posterior a una citologia de ASCUS VPH positiu, AGC i citologia
normal, respectivament. Tal com es mostra a la Taula 6, en pacients entre 21 i
24 anys amb ASCUS/LSIL presenten un risc de CIN3+ del 3% en els posteriors
5 anys, mentre que els casos amb citologia previa de HSIL, el risc de
desenvolupar CIN3+ i cancer és del 28% i 0% respectivament. En majors de 30
anys i citologia prévia de HSIL aquest risc de CIN3+ i cancer passa a 47% i

7,3%, respectivament.

Taula 6. Risc acumulat en 5 anys de CIN3+ i cancer segons l'edat i la citologia prévia

segons Katki i col. [40]

Risc de CIN3+ Risc de cancer

21-24 25-29 30-64 21-24 24-29 30-64

HSIL 28 28 47 0 2 7,3

ASC-H 16 35 8 0 1,5 2,6

AGC 6,9 14 8,5 1,1 1,1 2,7
LSIL 3 5 5,2 0 0 0,16
ASC-US 3 3,9 2,6 0,032 0,12 0,18
VPH+ 4,4 7,1 5,8 0,055 0,16 0,41
VPH - 0,57 0,59 0,43 0 0,018 0,05
NORMAL 0,2 0,36 0,26 0,004 0,027 0,011

Aquestes dades posen de manifest la baixa incidéencia de cancer de
cervix per sota els 25 anys i que el cribratge sistematic no ha demostrat cap
benefici en la reduccié de la incidéncia del cancer de cervix [39,77]. El contrari,
el cribratge en dones joves comporta a la deteccié d'un elevat nombre de casos
amb alteracions citologiques menors i infeccié del VPH transitories que
comporta a un elevat cost economic i emocional derivats del sobrediagnostic i
sobretractament [78,79]. En aquest sentit els nous protocols de la SEGO no
recomanen l'inici del cribratge per cancer de cérvix fins als 25 anys. Abans dels
25 anys s’ha de promoure la prevencio primaria del cancer de cérvix, inculcant
mesures de salut destinades a la planificacio familiar i prevenciéo d’altres

malalties de transmissio sexual [79].
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1.5.2. CONDUCTA SEXUAL

El contagi del VPH es produeix per contacte sexual majoritariament i el
lloc més susceptibles d’invasio viral son aquelles on es produeix rapida
replicacidé i diferenciacié cel-lular, com la zona de transformacié escamo-
columnar del cérvix. Per tant és logic pensar que la conducta sexual pot ser un
cofactor en el desenvolupament del cancer de cérvix.

Nombrosos estudis han mostrat que la conducta sexual, especificament
el nombre de parelles sexuals és el factor determinant per I'augment de la
deteccié del VPH, ja que en dones dedicades a la prostitucio, la prevalenca del
VPH esta més augmentada: al voltant del 48% a Jap0, del 50% a Mexic i del
61,6% a Espanya [80-82]. Aquestes dones en consequent tenen més risc de
lesions preinvasives i cancer de cervix [83,84]. Tanmateix, I'edat de la primera
relacio sexual és un conegut factor de risc per la infeccié del VPH, ja que la
prevalenca del VPH més alta es troba en edats immediates a l'inici de les
relacions sexuals, i respon a patrons de comportament sexual de la comunitat.
En grups d’edat entre 15 i 25 anys, si es tenen diferents parelles sexuals, la
infeccié pel VPH arriba a tenir una prevalenca del 30-40% [85].

Altres estudis epidemiologics en dones d’edats avancada reporten també
una forta associacié entre les noves parelles sexuals i la incidencia d’infeccio
pel VPH, concloent que un major nombre de parelles sexuals condueix a un
major nombre d’infeccions pel VPH, també en dones en edat avancada [86,87].

També s’han descrit com a cofactors de la infeccio del VPH, les infeccions
cervico-vaginals concomitants que indueixen la inflamacié cronica, com és el
cas de la Chlamydia trachomatis i 'Herpes simple tipus 2 [88-91]. Recentment
s’han comencat a descriure associacions entre la vaginosis bacteriana i la
infeccié pel VPH amb citologia de LSIL [92-94].

1.5.3. PARITAT

Les associacions del cancer de cervix i l'alta paritat han estat descrites
per varis autors [68, 95] tot i que aquesta relacio és ferma, el mecanisme per
explicar-ho no esta clar. Es suggereix que les dones amb tres o quatre
embarassos tenen un risc 2,6 vegades meés elevat de cancer que les
nul-lipares, i les dones amb set o més parts, presenten un risc de 3,8 vegades

major [96]. Les explicacions proposades inclouen el manteniment durant molts
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anys de la zona de transformacié a I'exocervix, fet que pot facilitar I'exposicié al
VPH. Els factors hormonals de I'embaras [97] o els traumatismes cervicals

durant el part també podrien afavorir la progressio de les lesions [98].

1.5.4. TABAC

El tabac és un dels principals agents carcinogenics coneguts. Les
pacients amb VPH positiu i fumadores tenen un risc de 2 a 4 vegades més de
desenvolupar CIN3 i cancer de cervix que les no fumadores, augmentant el risc
amb el nombre de cigarrets per dia i amb I'edat d’inici de fumar [99]. Per altre
banda, estudis mostren que deixar de fumar o disminuir el consum de tabac
s’ha associat amb un augment de les taxes de regressio de les infeccions del
VPH [100,101]. L’associacio del consum de tabac amb el cancer de cervix en
dones amb VPH positiu és biologicament plausible, ja que substancies
carcinogeniques presents en el tabac s’han aillat de forma consistent en el moc
cervical, contribuint a cronificar la infeccié pel VPH. Tot i aixo la dinamica de la

seva interaccio en el cicle vital del VPH és poc coneguda [102].

1.5.5. ANTICONCEPCIO HORMONAL

La relacid entre I'is d’anticoncepcié hormonal oral (ACHO) i el risc de
cancer de cérvix és controvertida i complexa. Tot i que el risc de molts altres
cancers €s menor entre les usuaries de ACHO que en les no usuaries, les
taxes de cancer de cervix sOn generalment més altes entre les usuaries. Les
revisions sistematiques d’estudis epidemiologics observacionals han trobat una
associacio entre el risc de cancer de cervix i I'Us prolongat d’anticonceptius
hormonals durant 5 anys o més, encara que el risc tendia a disminuir, perd no a
desapareixer, quan deixaven de prendre’ls [103,104]. Encara que I'evidencia
sigui suggestiva de la relacio entre el cancer de cervix i ACHO, hi ha altres
factors confusos que poden portar a aquesta relacié com pot ser la reduccié de
I'is del métode barrera en dones que utilitzen ACHO, la multiparitat, I'edat
d’inici de les relacions sexuals, la historia familiar, entre d’altres.

Per altre banda, el preservatiu s’ha comprovat que és un factor protector i
ajuda a promoure la regressié de les lesions intraepitelials amb I'eliminacié del
VPH, pero no evita de forma total per el contagi ni I'adquisicié de les lesions

precursores [105-107].
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En relacié al dispositiu intrauteri (DIU) i el VPH, existeix poca literatura al
respecte. Destaca el treball de Castellsagué i col. [108] en el que es realitza un
analisis combinat de les dades individuals a partir de 2 estudis a gran escala de
I’Agencia Internacional per a la Investigaciéo del Cancer i de I'Institut Catala
d’Oncologia. Es van incloure 2.205 dones amb cancer de cervix, 2.214 dones
control sense cancer de ceérvix i 15.272 dones sanes de les enquestes del VPH.
Després d’'ajustar, es va trobar una forta associacio inversa entre I'Gs dels DIU i
en cancer de cervix, perd no es va trobar associacié entre I'is del DIU i la
deteccié del VPH en dones que no tenien cancer de cervix. Aquestes dades
suggereixen que I'ds del DIU podria actuar com un cofactor de protecci6 en la
carcinogenesis cervical. Els autors hipotitzen que la immunitat cel-lular
provocada pel dispositiu podria ser un dels diversos mecanismes que podrien

explicar els resultats.

1.5.6. IMMUNITAT

L’increment de les lesions associades al VPH en casos de deficiéncies
immunitaries  adquirides com la infecci6 pel VIH, tractaments
immunosupressors en receptors de trasplants; o bé, congenites com les
respostes immunologiques anormals, els polimorfismes del complex major
d’histocompatibilitat (HLA) i del gen supressor tumoral p53, soén determinants
immunologics de susceptibilitat que promouen el paper del control immunologic
sobre el VPH [109-111].

La relacié entre els factors immunitaris i I'evolucié de les lesions
cervicals preinvasives sorgeix a partir de I'observacié de la major incidéncia i
taxes de progressio de la malaltia en dones infectades pel VIH [112]. En aguest
sentit, un estudi longitudinal realitzat el 2000 va objectivar taxes d’infeccié
persistent majors en dones VIH respecte a dones sanes (79 versus 48%), aixi
com una major prevalenca del VPH en aquelles dones amb recompte de
cel-lules CD4 menor a 200 cel-lules/mcL en comparacio a la resta de dones
VIH (93 versus 48%) [113]. Respecte a les lesions preinvasives també es va
registrar una incidéncia significativament major de CIN3+ i CIN2+ en dones VIH
positives, respecte dones sanes (5% i 12% versus 2% i 4%) [114]. Una recent
revisio sistematica de 5882 dones VIH positives va mostrar una incidencia

mitjana de les lesions cervicals tres vegades major en comparacido a dones
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VIH-negatives. D’altra banda, la mateixa revisié conclou que l'efecte de la
terapia antiretroviral sobre la historia natural del cancer de cervix continuava
sent poc clara, tot i que la incidéncia i la progressio de les lesions cervicals
augmenten en dones amb un menor recompte de limfocits T i CD4 [115]. Altres
estudis han objectivat una relacié entre la major activitat de les cél-lules T i una
menor taxa de progressio de les lesions cervicals preinvasives [116].

Per tant, sembla que la immunitat cel-lular és critica en el control i
aclariment del VPH i, conseqientment en el desenvolupament, persistencia i/o

progressié de les lesions displasiques [117].

1.5.6.1. Vacunes del VPH

Demostrat l'origen viral del cancer de cervix, es van obrir noves i
interessant opcions de prevencio i tractament. Els primers assajos clinics
preliminars en humans van comencar a la década dels 90 amb la sintesis de
les particules semivalents o particules similars als virus (Virus like particles
VLPs) [118]. La major dificultat en la investigacid de les vacunes profilactiques
contra el VPH, ha estat la impossibilitat de reproduir el procés de creixement
epitelial i diferenciacio en cultius cel-lulars, pel que la replicacio del virus in vitro
no ha estat possible. Per tant, en la prevencié primaria davant el VPH,
s'utilitzen vacunes formades per subunitats virals sintetitzades mitjancant
enginyaria genetica [119]. Actualment, gracies a tot I'esfor¢, es disposa de
vacunes contra el VPH amb les que és possible la prevencié primaria del
cancer de cervix. Aquestes vacunes son efectives practicament al 100% per
prevenir la infeccid pel genotips 16 i 18 i es recomana administrar abans
d’iniciar les relacions sexuals.

Actualment, al nostre medi estan comercialitzades, existeixen 2 vacunes
profilactiques:

- Vacuna bivalent VPH16 i 18

- Vacuna tetravalent VPH 6, 11, 16 18

En breu s’espera la comercialitzaci6 d'una vacuna nonavalent ja
aprovada per la FDA i que protegira contra els genotips: VPH 6, 11, 16, 18, 31,
33, 45, 52, 58 [120]. Les vacunes terapeutiques de lesions ja establertes

encara es troben en fase encara experimental.
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1.6. RESPOSTA IMMUNITARIA A LA INFECCIO DEL VPH

1.6.1. CONCEPTES BASICS D’'IMMUNOLOGIA

El sistema immunitari és I'encarregat de protegir el cos davant de
malalties infeccioses detectant la presencia d’agents estranys, destruint-los i
generant memoria immunitaria amb la finalitat de defensar-se de futures
reinfeccions, al mateix temps que manté la tolerancia als components del propi
organisme. La resposta immunologica també és considerada com un
mecanisme de resisténcia als tumors detectant mutacions espontanies,
exposicié a carcinogens del medi o activacio viral des de la iniciacid fins al
creixement i progressio [121]. Existeixen dos tipus de resposta (Figura 9):

- El sistema immunitari innat que constitueix la primera linia de defensa,
utilitza certes estratégies poc evolucionades per provocar una resposta rapida i
general desencadenada per determinades senyals d’infeccié. Inclou barreres
fisiques (epitelis, cilis, fluids, flora bacteriana), quimiques (secrecions mucoses,
pH, lactoferrina, lisozima), cel-lulars (macrofags, neutrofils, cel-lules NK)
mediadores (sistema del complement, citocines, reactants de fase aguda).
Aquest sistema innat manca d’especificitat i no té memoria.

- El sistema immunitari adaptatiu o adquirit, capa¢ de desenvolupar
respostes altament especifigues 1 persistents, a través de la memoria
immunologica per atacar la infecci6 amb una extraordinaria precisié. Ambdés
sistemes treballen estretament coordinats, i de fet, I'activacio del sistema

adaptatiu recau en la primera activacio del sistema innat.

Figura 9: Representacio del sistema immunitari innat i adquirit
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Els responsables principals de la immunitat adquirida son els limfocits,
encarregats d’activar 2 classes de resposta segons el procés que s’origini,
encara que ambdos tipus de resposta es complementen i interactuen:

- Resposta cel-lular: desencadenada per infeccions intracel-lulars
sobretot causades per virus, cel-lules tumorals produides per proteines
anomales i macrofags carregats de productes de dificil digestio. En aquest tipus
de resposta intervenen principalment les ceél-lules T que reconeixen els
antigens a través dels seus receptors T (TCR) quan son presentats per les
molecules d’Histocompatibilitat (MHC) classe | o HLA. Si reconeixen a un
antigen, és una senyal d’infeccié o malignitat, i per tant poden induir apoptosis
de les cél-lules diana.

- Resposta humoral: s’especialitza en I'eliminacié d’antigens presents en
la sang o en els teixits i fluids del nostre organisme, com les bactéries
extracel-lulars classiques, les toxines i els helmints. Aquest tipus de resposta
esta mediada principalment per cél-lules B que produeixen Anticossos, que
seran les efectors de la resposta immunitaria. Els anticossos poden reconeixer
'antigen directament a través de les immunoglobulines presents a la seva
membrana sense necessitat de presentacio a través d'un receptor (HLA

independents).

1.6.2. EL SISTEMA IMMUNITARI | LES INFECCIONS VIRIQUES

La relacidé entre el virus i I'hoste en un procés dinamic en el qual el virus
intenta minimitzar la seva visibilitat mentre que I'hoste intenta prevenir i eradicar
la infeccié sense efectes colaterals. Al principi el virus ha de reconeixer, unir-se
i entrar a la cel-lula diana, migrant al compartiment cel-lular apropiat. El
genoma es transcriu, es tradueix i es replica donant lloc a virions que permeten
'acoplament de les diferents proteines. L’exportacid dels nous virions
permetran que la infeccio es pugui estendre a altres cel-lules i disseminar-se a
altres hostes. La majoria dels tipus cel-lulars son capacos de detectar
molecules de doble cadena de RNA que es produeixen durant la replicacié de
molts virus DNA o RNA. La detecciéo de RNA implica la introduccié de citocines

antiviriqgues tals com els IFN tipus | que inhibeixen un o més passos del cicle
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viric i contribueixen a activar la resposta immunitaria. Altres virus activen
rapidament els macrofags i la secrecio d’altres citocines tals com quimiocines i
TNF-a. Posteriorment, les citocines recluten leucocits en el teixit infectat,
activen les seves funcions efectores i incrementen I'expressié de moléecules
MHC perque puguin ser presentats en la superficie de les cél-lules infectades.
Les cel-lules que sOn atretes per les citocines i que constitueixen la primera
linia de defensa son els basicament els granulocits i les cél-lules NK.

Davant la preséncia viral també s’inicien mecanismes de resposta
immunitaria adaptativa provocant l'activacio dels limfocits T. Aquesta activacio
té lloc en els ganglis limfatics regionals on els antigens han estat transportats
per les cel-lules presentadores d’antigens. Posteriorment els limfocits T
indueixen una diferenciacié que desencadenen una resposta cel-lular que
desemboca en la secrecié de interfer6 (IFN), el factor de necrosis tumoral
(TNF) i interleucines (IL). Consequentment s’activa la immunitat humoral o
produccio d’anticossos especifics per antigens virics que sén responsables de
prevenir la disseminacié i de la resisténcia a les reinfeccions [122].

En ocasions I'hoste no és capac¢ d’eliminar completament el patogen, fet
gue pot desenvolupar una infeccio cronica o quedar latent, com és el cas de la
infeccié del CMV. La persisténcia de la infecci6 viral requereix de I'evasié de la
deteccié i eliminacio de les cel-lules virals per part del sistema immune.
Aquests processos d’evasié poden ocorrer per diferents vies; en certs casos els
virus presenten antigens de superficie molt variables que condueixen a la
sintesis de un excés d’anticossos, no neutralitzats, que poden arribar a interferir
amb els que si tenen aquesta capacitat de neutralitzacié. Un altre mecanisme
d’evasio s’ha observat en certs tumors en els que la resposta immunitaria
s’evita mitjancant la deplecié de I'expressié de MHC, fet que fa que no siguin

reconeguts i no puguin ser atacats.

1.6.2.1. Les cel-lules NK
Les cel-lules NK sén limfocits amb multiples capacitats immunologiques,
incloent citotoxicitat directa o mitjancant anticossos, produccié i resposta a
citocines i proliferacié clonal a partir dels progenitors limfoides comuns de la

medul-la. Les cél-lules NK formen part de la primera linia de defensa davant
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infeccions vials i bacterianes, i cél-lules tumorals, aparentment sense existir
sensibilitzacié previa [123,124]. Morfologicament sén cel-lules grans amb
abundants granuls que contenen substancies citotoxiques. Aquests cel-lules
representen el 10% dels limfocits en sang periférica. Fenotipicament les
cel-lules NK en humans es defineixen com limfocits CD3- CD56+ i tenen varis
tipus de receptors. Segons els nivells dexpressidé del CD56 es poden
diferenciar dos poblacions NK: CD56dim i CD56bright. Les primeres
posseeixen una funcié predominantment citotoxica i les segones tenen més
capacitat secretora de citocines.

El funcionament de les céel-lules NK es basa en la hipotesis del “missing
self hypothesis”, descrita pel grup de Karre a finals dels 80 [125], i confirmada
posteriorment per altres autors. La hipotesis suggereix que les cel-lules NK
tenen capacitat per destruir aquelles cel-lules que han perdut en condicions
patologiques I'expressié de molécules del Complex Major d’Histocompatibilitat
de classe | (MHC | o HLA) sempre que rebin senals a través dels receptors
activadors. Per tal de no atacar les cél-lules sanes, les cél-lules NK expressen
receptors inhibidors que reconeixen el MHC de classe | de les cél-lules sanes
per induir una senyal d’'inhibicié a les cel-lules activadores NK. La interaccio
amb les molecules del MHC promou la senyalitzacié pels receptors inhibidors
que, reprimeixen la funcioé de l'altre grup de molécules amb funcié activadora,
evitant aixi la resposta contra les cel-lules normals. En canvi les cel-lules
tumorals o infectades per virus, sovint disminueixen la quantitat de molecules
MHC de classe | com a mecanisme per evadir el sistema immunitari adaptatiu, i
no sén capaces d’enviar una senyal d’'inhibicio potent, i per tant les cel-lules NK
les atacaran i eliminaran. Tot i aix0, les cél-lules NK no lisen cél-lules propies
com els eritrocits que no tenen molecules MHC de classe I, ni altres tipus
cel-lulars que tenen nivells baixos d’expressié d'aquests (ex. hepatocits,
fibroblasts) perque la cel-lula diana no presenta lligands per receptors

activadors (Figura 10):
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Figura 10. Regulacié del funcionalment de les cel-lules NK mitjancant receptors

activadors i inhibidors de les cél-lules NK
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Tal i com mostra la Figura 11, les cél-lules NK poden activar-se i
reconeixer patogens per diferents mecanismes: reconeixent directament una
proteina virica; o mitjancant cel-lules tumorals o infectades per l'increment de
I'expressio o de l'afinitat dels lligands propis per receptors activadors de la
cel-lula NK; o a través de la pérdua o reducci6 de I'expressié de les molecules

MHC classe | en condicions patologiques [126].

Figura 11: Representacio de les possibles respostes entre les cel-lules NK i la cel-lula

diana segons Lanier [126].
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Resumint, es pot concloure que les funcions de les cel-lules NK estan
regulades per un equilibri establert entre els diferents senyals activadores i
inhibidores [127]. Els receptors activadors estimulen la citotoxicitat natural i
secrecid de citocines, mentre que els receptors inhibidors reconeixen
principalment les molecules MHC de classe | que protegeixen de I'atac de les
cel-lules NK.

En I'espécie humana les cel-lules NK presenten tres tipus de receptors
inhibidors:

- CD94/NKG2 sén glicoproteines tipus Il formades per dos cadenes de
la familia de les lecitines tipus C. S’expressen en les cél-lules NK i en
algunes subpoblacions de limfocits T [128]. La subunitat comu CD94
s’uneix a diferents proteines de la familia NKG2 [129] permetent el
transport i la unié de les molecules NKG2 a la superficie cel-lular. La
familia NKG2 consta de quatre gens NKG2A, C, E i F. Alguns
receptors tenen funcié antagonica, de tal manera que per exemple, tot
i que NKG2A i NKG2C comparteixen un 94% de la seva regio
extracel-lular, al dimeritzar amb CD94 formen un receptor inhibidor i
un altre activador, respectivament. Els receptors NKG2A i NKG2C
reconeixen la molecula del MHC de classe | HLA E i altres lligands.

- KIR (Killer immunoglobin-like receptors). Els receptors KIR
s’expressen especificament en les cél-lules NK i subpoblacions de
limfocits T. Hi ha una important variabilitat en la dotacié de gens KIR
gue presenta cada individu, identificant-se diferents haplotips i la seva
combinacié varia en diferents poblacions; en la poblacié caucasica,
prop del 50% dels individus presenta I'haplotip A [130]. Els receptors
KIR amb una regié citoplasmatica llarga sén responsables de la
funcié inhibidora, mentre que els KIR amb regions curtes son
receptors activadors. La interaccio entre els receptors KIR i MHC |
sembla influir en la resisténcia a certes infeccions, la incidéncia de
malalties autoimmunes i algunes complicacions de I'embaras, aixi
com en Jlefecte antileucemic del trasplant de progenitors
hematopoetics [131-134].

- ILT/LIR (Immunoglobin-like transcripts o leucocyte immunoglobin-like

receptors) Es tracta d’'un receptor inhibidor especific per molecules
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HLA de classe |. S’expressa en subpoblacions de cel-lules NK i T, aixi
com en limfocits B i cél-lules mielomonocitiques [135], el més estudiat
és el ILT2/LIR1.

Els principals receptors activadors en les cél-lules NK son:

NCR (Natural citotoxicity receptors) com els NKp46, NKp30, NKp44.
Son les principals responsables de la lisis de les cél-lules tumorals
provocada per les ceél-lules NK. Existeix una relacio directe entre
'expressié dels NCR i la capacitat de les cel-lules NK per lisar a
cél-lules tumorals que no expressen molecules de HLA classe | [136].
NKG2D és una altre molecula tipus lectina, amb molt limitada
homologia amb la resta de molecules NKG2 i no s'associa a la
molecula CD94 sind que s’expressa com homodimer en cél-lules NK,
cél-lules NKT, cél-lules T i macrofags [137]. El receptor NKG2D
interacciona amb varies molécules relacionades amb el HLA classe |
induides per estrés, aixi com per infeccions viriques o transformacio
tumoral [138-142].

Membres de les families KIR i NKG2C, tal i com s’ha explicat

anteriorment.

En definitiva es pot afirmar que les cél-lules NK sén un pilar fonamental en

la defensa contra les cél-lules tumorals i les infectades per virus que tenen
tendéncia a perdre l'expressi6 de molécules MHC | com a mecanisme
d’escapament del control dels limfocits T, el que les fa potencialment
susceptibles a ser eliminades per les cél-lules NK. De fet, en lesions
premalignes i malignes provocades per infeccions viriques que s’han cronificat,

s’han constat importants disminucions de l'activitat de les cel-lules NK [143].

1.6.3. LA INFECCIO DEL CMV | LES CEL-LULES NK INVOLUCRADES

EN LA SEVA IMMUNITAT

El citomegalovirus huma (CMV) forma part de la familia herpesvirus i
conté un genoma de DNA de doble cadena lineal. El viri6 madur conté de 30 a
40 proteines i esta format per una capsida proteica icosaédrica a l'interior del

qual es troba el DNA de doble cadena lineal, una matriu proteica anomenada
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tegument, i una cobertura lipidica que conté varies glicoproteines codificades

pel propi virus (Figura 12).

Figura 12: Estructura del virié del Citomegalovirus huma
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La prevalenca de la infeccid per CMV és molt elevada (55-100%) en
funcié dels diferents factors socio-economics i geografics, i sovint s’adquireix a
la infancia transmesa per secrecions orals [144]. En general la clinica és lleu i
passa desapercebuda, encara que pot causar alteracions congéenites greus
durant I'embaras. En pacients immunocompetents el quadre habitual és la
mononucleosis, febre moderada, hepatitis amb ictericia, miocarditis 0 anemia
hemolitica associada a trombocitopénia.

El control del CMV depén de l'acci6 combinada entre la resposta
immunitaria innata (cel-lules NK) i adaptativa (limfocits T CD4+, CD8+ i B) [145-
147]. Com a contrapartida, el virus ha desenvolupat diferents estrategies
d’evasio de la resposta immunitaria [148,149]. En la primoinfeccio per CMV les
cel-lules CD4+ especifiques per CMV es fan presents en sang periférica als 10
dies de la detecci6 de DNA viric. Posteriorment, es detecten anticossos
especifics, i finalment cel-lules T CD8+ especifiques [150]. La participacié dels
limfocits T CD4+ durant la resposta primaria assegura l'establiment de la
poblacié memoria [151]. Les cél-lules NK semblen jugar un paper important en
el control de la infeccid, ja que s’ha descrit que els casos de deficiencia de
cel-lules NK tenen més susceptibilitat a reinfeccions pel CMV [152].

La resposta immunitaria davant aquest virus, és capac¢ de controlar el

patogen pero no deradicar-lo, mantenint-se latent en els individus
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immunocompetents que es convertiran en portadors. En individus sans es pot
observar reactivacions ocasionals del CMV amb increments de DNA viric i
limfocits T especifics a la sang al llarg de la vida, encara que les reactivacions
passin clinicament desapercebudes o cursin com un sindrome febril inespecific.
Aquesta situaci6 de control s’altera en el cas de pacients amb
immunodeficiencies o sotmesos a tractaments immunosupressors, com els
trasplantats, on la reactivacié pot causar patologia greu com la pneumonitis
intersticial, aixi com també pot participar en el rebuig cronic de trasplants
d’organs solids.

Per altre part, s’ha proposat que la infeccié per CMV pot contribuir també
en el desenvolupament d’altres tumors [153] i patologies com l'aterosclerosi
[154] i I'esclerosis multiple [155], i és versemblant que el seu paper depengui
de com es desenvolupa la resposta immunitaria de I'hoste [156]. En aquest
sentit, les cel-lules NK responen contra les cél-lules infectades per CMV, que
presenten una expressio reduida de molecules MHC classe | a la seva
superficie. Aquest fet s’associa en grau variable a canvis de la distribucié dels
receptors de les cél-lules NK (NKR), promovent un increment de les poblacions
de cél-lules NK i limfocits T que expressen en superficie el receptor activador
CD94/NKG2C i inhibici6 de les cel-lules NKG2A, aixi com una expansio de
receptors inhibidors KIR i ILT2 (LIR1, CD85j). Per altre banda en subjectes
CMV+ també s’observa nivells baixos dels receptors activadors NKp46 i NKp30
[157-160] sense diferéncies en I'expressid del receptor NKG2D. Tot i aixo els
mecanismes moleculars i de reconfiguracié del compartiment de les cél-lules
NK que podrien explicar la sobreexpressié del receptor activador NKG2C per la
infeccié pel CMV resten desconeguts.

L'impacte del CMV en I'homeostasi immunitaria i la seva contribucié a
molts canvis relacionats amb l'edat observats en el sistema immunitari,
especialment entre les cél-lules T, han estat objecte d’'importants estudis en els
darrers anys. Estudis recents de I'equip de d’immunologia de I'Hospital del Mar
han documentat I'existéncia de dos subconjunts de cél-lules NKG2C+ [161]. El
fenotip NKG2Cbright, que es troba exclusivament en un subgrup de persones
CMV positives (=50%), les quals es correlacionen amb I'expansié de les

cel-lules NK NKG2C activades. L’altra meitat de pacients CMV+ i tots els
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individus CMV negatius, presenten proporcions menors d’expressio de NKG2C,

i aquest és el que es considera el fenotip NKG2Cdim (Figura 13) [162].

Figura 13: Representacio de la reconfiguracié del compartiment de les cél-lules NK en
funci6 del fenotip del NKG2C [162].
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Per altre banda s’ha descrit una zigositat del gen NKG2C existint tres

tipus de genotips: els homozigots (NKG2C+/+), els heterozigots (NKG2C+/del) i
els doble deleccié (NKG2Cdel/del), representant el 66, 26 i 8% de la poblacié

respectivament [163,164]. Estudis recents han mostrat que en nens i adults

joves homozigots (NKG2C+/+), tendeixen tenir un major nombre absolut i

proporcio de cel-lules NKG2Cbright en comparaciéo amb els subjectes NKG2C

heterozigots (NKG2C+/del) [165]. Aquestes dades recolzen una correlacio

entre la zigositat NKG2C i la redistribucio de les cél-lules NK en pacients sans

CMV positius tal i com es mostra a la Figura 14 [166]. Els factors subjacents a

la gran variabilitat d’aquest efecte observat en individus sans CMV positius i

exacerbat el pacients immunocompromesos son incerts.
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Figura 14: Distribucié de les cel-lules NK en funcié del genotipat del NKG2C i de

infeccio pel CMV [166].
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Es treballa sobre la hipotesis

a

de que aquestes alteracions podrien

afectar la capacitat de resposta NK a altres patdogens microbians i tumors,

incloent la patologia cervical preinvasiva. Tot i les importants investigacions

encara queden molts dubtes a resoldre relacionats amb el CMV i la seva relacié

amb el sistema immunitari segueix sent una tasca important pels investigadors

en el futur [167].
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1.6.4. RESPOSTA IMMUNITARIA DAVANT LA INFECCIO DEL VPH

La primera linia de defensa cel-lular davant la primoinfeccio de les
cel-lules de l'epiteli cervical pel VPH és el sistema immunitari innat format
sobretot per macrofags, cel-lules de Langerhans, cel-lules dendritiques,
neutrofils i cel-lules NK.

En termes generals, després de la primera infeccio de les cél-lules de
I'epiteli cervical per VPH es desencadenen una série de respostes
inespecifigues acompanyades de processos inflamatoris, quimioatraccié de
neutrofils, activacié de macrofags, intervenciéo de ceél-lules NK, d'anticossos
naturals, i fins i tot del sistema del complement, que formen una primera
barrera defensiva d'immunitat inespecifica. En l'epiteli cervical existeixen
cel-lules especifiques que posseeixen la capacitat d'actuar com presentadores
d'antigens i, encara que alguns queratinocits desenvolupen aguesta capacitat,
son les cel-lules reticulars de Langerhans i certes cél-lules plasmatiques les
veritables especialistes en el procés de presentacié antigenica.

La iniciaci6 de lactivaci6 de la immunitat especifica requereix la
presentacio en superficie de cadenes polipeptidiques de l'antigen juntament
amb HLA de classe IlI, CD40 i B7, aixi com la migracié als ganglis limfatics
locals. Aquestes cél-lules activades seran reconegudes per limfocits T CD4 +,
qgue seran activats Unicament si hi ha reconeixement de totes i cadascuna de
les molecules de superficie implicades. Aquesta unié déna com a resultat la
induccié de la proliferacié dels limfocits T CD4 + que evolucionaran cap a
limfocits T cooperador (Th) tipus 1 o tipus 2, en funcié de una serie de factors
tissulars locals i la preséncia de diferents interleucines. La via Thl que induira
I'activacié i proliferacio dels limfocits T CD8 + citotoxics especifics (CTL + 8) i la
produccio d'IL-2 i INF-y fonamentalment. Contrariament, la via Th2 que induira
I'activacié i expansio de limfocits B, els quals evolucionaran, diferenciant-se,
cap a cel-lules plasmatiques productores d'Ac davant les proteines virals i
s'induira I'expressié de interleuquines del tipus IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10. Un cop
activats, els limfocits T i B hauran de reconeixer les cél-lules infectades. Aquest
reconeixement tindra lloc en el context de I'HLA de classe |, en cas contrari no
es produira el procés d'expansio clonal necessari per a l'elaboracié d'una
resposta immunologica eficac. Els CTL + 8 tindran la capacitat d'actuar enfront

de la infeccio viral establerta mentre que les cel-lules B plasmatiques produiran
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anticossos que actuaran davant dels antigens virals d'origen extern que siguin
exposats durant aquesta i les successives infeccions per VPH (Figura 15)
[168,169].

Figura 15: Resposta immunitaria davant la infeccié pel VPH segons Rincon i col. [169]
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La persisténcia de la infeccio pel VPH requereix I'evasié de la deteccio i
I'eliminacio de les cel-lules viriques pel sistema immunitari. Durant el
desenvolupament del cancer de cervix s'indueixen varis mecanismes per evadir
el sistema immunitari innat i adaptatiu. Aquests processos d’evasié poden
produir-se per diferents vies. En certs casos, els virus presenten antigens de
superficie molt variables que condueixen a la sintesis d'un excés d’Ac no
neutralitzats que poden arribar a interferir amb els que si tenen aquesta
capacitat de neutralitzacié. Un altre mecanisme d’evasio descrit és la deplecid
de I'expressié de molécules del MHC, la disminuci6 de I'expressio de moléecules

especifiques de reconeixement immune, o bé agafen com a diana a cel-lules
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immunocompetents com les CD4+ i les cel-lules de Langerhans, comprometent
aixi I'eliminacio de la infeccid per l'alteracié dels mediadors de la resposta
immune [170]. Com a consequencia d’aixo, I'estimulacié dels limfocits T, les
cel-lules NK i els macrofags és deficient. La regulaciéo a la baixa induida o
adquirida deteriora la immunitat innata i adaptativa, respectivament, el que
afavoreix la persistéencia del VPH i el desenvolupament del cancer de cervix.
Per induir una resposta immunitaria efectiva contra el tumor es requereix
I'estimulacio simultania de multiples components del sistema immunitari: per via
sistémica I'estimulacié de limfocits T especifics contra el VPH; i a nivell local,
mitjancant la induccié de la secreci6 de citocines pel tumor, per augmentar
I'estimulacio de limfocits T, cél-lules NK i macrofags. La produccio in situ de
citocines per les cel-lules tumorals permet obtenir efectes proinflamatoris,
inflamatoris i quimiotactics a nivell local, que promou la angiogenesis, el
creixement i la supervivencia del tumor [171]. La infiltracié leucocitaria com a
consequencia de la produccid daquestes citocines, pot modular la
disseminacio del cancer, ja sigui promovent-lo (dany oxidatiu de I'ADN) o bé
inhibint-lo (Natural Killer, Limfocits T citotoxics) [172]. En un estudi que
determinava la quantitat, distribucié i intensitat de LT CD4+, cel-lules
dendritiques i cél-lules NK en teixits cervicals normals, amb lesions de CIN i
amb cancer de cérvix es va observar que el nombre de cel-lules immunitaries
s’anava incrementant gradualment amb la progressié del CIN, pero disminuien
a nivell local en pacients amb cancer de cervix, essent maxima I'expressio de
NK en la lesié del CIN3 [173]. En pacients amb cancer de cérvix s’ha reportat
una disminucio de I'expressio tan de limfocits T com de cel-lules NK. La funcio
d’aquestes cel-lules esta alterada en tots els estadis, ja que un cop infectades
pel VPH, les cél-lules es tornen resistents a la lisis [174]. Aquest fet podria
indica que la funcié immunitaria cervical local canvia a mesura que progressa la

malaltia, identificant un déficit de cél-lules immunitaries en estadis avancats.

1.6.4.1. Acci6 de les cel-lules NK contra el VPH
Les cel-lules NK son les encarregades de la resposta immunitaria innata
proporcionant una primera linia de defensa a les mucoses. En aquesta

resposta innata participen multiples senyals parcialment especifiques de
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reconeixement de molecules estranyes, sense la necessitat d’anticossos
especifics ni cél-lules presentadores. Aixi mateix, les cél-lules NK posseeixen la
capacitat d’'induir la apoptosis de cél-lules tumorals o infectades per virus
gracies receptors als activadors i inhibidors dels receptors killer (KIR). Les
cel-lules normals que expressen abundants molécules de HLA de classe | s6n
reconegudes per KIR i inhibeixen l'activacio de les NK; en canvi en cél-lules
infectades per virus i cel-lules tumorals que evadeixen I'activacio de la resposta
immunologica de les cél-lules T per haver perdut el complex HLA de classe |,
produeixen l'activacio de les cél-lules NK i indueixen la citolisis [175,176].
Aquest fet fa biologicament plausible plantejar el possible efecte beneficids de
les cél-lules NK en l'evolucié de la patologia cervical preinvasiva. Alguns
estudis han relacionat I'associacié entre una deficiéncies en la funcio de les
cel-lules NK i una major susceptibilitat a infeccions virals i un augment de la
incidencia de cancer d'ovari, endometrial i endometriosis [177-179]. De la
mateixa manera, s’han constatat disminucions importants en I'activitat de les
cel-lules NK, com funcions de la immunitat inespecifica en lesions pretumorals i
tumorals [180]. Entre els que destacaria el del grup de Daneri-Navarro i col.
[181,182], que descriu que la regulacié a la baixa de les cel-lules NK,
determinat per una menor expressio dels receptors NKp30, NKp46 i NKG2D, es
produia amb més frequiéncia en pacients diagnosticades de cancer de cervix en
relacio a dones amb patologia preinvasiva CIN2/3 i CIN1, respectivament. Tot i
tractar-se d’estudis transversals, les seves troballes suggeririen que aquesta
baixa activitat de les cél-lules NK seria un mecanisme d’evasio del VPH que

podria jugar un paper causal en la progressié de la malaltia.

Tot i que la infeccido pel VPH en I'epiteli cervical és una de les més
freqUents malalties de transmissié sexual, només una petita proporcié de dones
sén incapaces d’eliminar el virus i per tant desenvolupen lesions cervicals
precursores de cancer de cervix conegudes com a CINs. La probabilitat de que
la infeccié del VPH persisteixi i es converteixi en cancer de cervix és el resultat
de la combinaci6 de varis factors tals com el genotipat viral i les
caracteristiques immunologiques de I'hoste.

La identificaci6 dels factors de susceptibilitat tindria I'avantatge

d’identificar aquells pacients amb una major probabilitat de desenvolupar
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lesions preinvasives o cancer de céervix després d'una infeccio pel VPH per tal
de proporcionar un enfocament optim per aclarir aquest escenari tant complex.

S’ha descrit que el triatge de les lesions de CIN2 constitueix un
interessant camp d’estudi degut a les importants implicacions cliniques i
pronostiques. Les pacients amb CIN2 son sotmeses a un nombre
d’exploracions invasives que en la majoria dels casos semblen ser
innecessaris. La possibilitat de detectar aquelles pacients que realment tenen
un risc real de desenvolupar un CIN3 o cancer invasor, permetria adequar de
manera molt més individualitzada les decisions de maneig diagnostic i

terapeutic en aquests casos.
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2. HIPOTESI
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La Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN) és una lesié precursora del
cancer de cervix. La seva historia natural s’inicia a partir de la infeccio pel virus
del papil-loma huma (VPH) [19]. Existeixen multiples cofactors que poden
modular la capacitat de regressié/progressioé espontania del CIN, encara que no
es coneixen factors clinicament utils per poder predir la seva evolucié. El CIN2
€s una entitat definida entre el CIN1 i el CIN3 amb unes taxes de regressio
espontania del 40-60% i de progressio del 10-20% descrites a la literatura [49-
51]. ElI maneig habitual de les lesions de CIN2 és la conitzacid, pero les actuals
guies proposen una actitud conservadora en pacients seleccionats per tal
d’evitar el sobre-tractament i la morbilitat derivada dels mateixos [41,66]

Entre els diferents marcadors que poden predir I'evolucio de les lesions
de CIN2, proposem estudiar les cél-lules NK. Aquestes cel-lules tenen la
capacitat d’eliminar cel-lules tumorals o infectades per virus que han perdut
I'expressio de les molecules del Complex Major d’Histocompatibilitat de classe |
(MHC 1) i no poden ser reconegudes per la resposta immunologica de les
cel-lules T.

La hipotesis d’'aquesta tesis planteja que els nivells d’expressio dels
receptors de les cel-lules NK de les pacients amb lesions de CIN2 podrien estar

relacionats amb la seva evoluci6.
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3. OBJECTIUS
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3.1. OBJECTIU PRINCIPAL:

- DEMOSTRAR la relacié entre els nivells d’expressio dels receptors de les

cel-lules NK en sang periferica i I'evolucio de les lesions de CIN2.

3.2. OBJECTIUS SECUNDARIS:

- DEFINIR les taxes de curacid, regressio, persisténcia i progressio de les

lesions de CIN2 al nostre medi.

- IDENTICAR possibles factors de risc epidemiologics de progressio de les
lesions de CIN2.

- VINCULAR la distribucié dels genotips del VPH causants de les lesions de

CIN2 amb la seva posterior evolucio.

- RELACIONAR l'evolucié de les lesions de CIN2 amb la citologia prévia al

diagnostic.

- ANALITZAR els cofactors que poden modificar la distribucio dels receptors de

les cel-lules NK en la poblacié estudiada.

- CONFIRMAR Ila influéncia de la infecci6 del CMV en la distribuci6 dels

receptors de les cél-lules NK en les pacients amb lesions de CIN2.

- AVALUAR l'adequaci6 dels criteris medics d’exclusié per valorar el maneig

conservador de les pacients amb lesions de CIN2.
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4. MATERIAL | METODES
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4.1. DISSENY DE L’'ESTUDI
Es va dissenyar un estudi prospectiu observacional que va incloure les
pacients diagnosticades mitjancant biopsia colpo-dirigida de lesions CIN2 a
I'area de referencia de I'Hospital del Mar de Barcelona, que complien els criteris

d’inclusio i exclusid resumits a la Taula 7.

CRITERIS D'INCLUSIO:

- Dones igual o majors de 18 anys d’edat

- Diagnostic histologic de lesions exocervicals de CIN2

- Colposcopia satisfactoria amb una lesio totalment visible que no afecti
endocervix.

- Pacients amb una bona comprensié de la seva patologia i de les diferents
opcions de tractament i acceptin realitzar un maneig conservador amb
seguiment estricte durant 2 anys,

- Signant el consentiment informat del maneig conservador

CRITERIS D’EXCLUSIO

- La pacient prefereix realitzar la conitzacio

- Antecedent de tractaments cervicals previs

- Colposcopia no satisfactoria

- Citologia prévia amb atipia de cél-lules glandulars (ACG)

- Biopsia endocervical de CIN2,

- Pacients immunodeprimides o que estiguin realitzant algun tractament
immunosupressor

- No possibilitat de seguir controls durant 2 anys

Taula 7: Criteris d’inclusi6 i exclusié del maneig conservador del CIN2

Criteris d’inclusio Criteris d’exclusio6

Edat = 18 anys Tractament cervical previ

. ; Biopsia endocervical de CIN2
Biopsia exocervical de CIN2 _ _ o .
Citologia prévia amb atipia glandular

Colposcopia satisfactoria Immunosupressio
Signar consentiment informat de I'estudi Preferéncia de realitzar la conitzacio
Seguiment durant 2 anys No possibilitat de seguiment durant 2 anys
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El calcul del tamany mostral estimant una regressio del CIN2 del 40% va
ser de 79 pacients. Considerant possibles perdues durant I'estudi es va decidir
incloure finalment unes 100 pacients, de les quals es van recollir totes les
dades epidemiologiques i anatomo-patologiques, i es van quantificar els
receptors de les cél-lules NK en sang periferica. Durant I'estudi es va portar a
terme un analisis intermig de seguretat el primer any de seguiment, per valorar
suspendre 'estudi si es detectava una taxa de progressié major del 30% (10%

més de la taxa de progressio descrita a la literatura).

4.2. RECLUTAMENT | SEGUIMENT DE LES PACIENTS

Entre desembre del 2011 a octubre del 2013 es va dur a terme el
reclutament de pacients amb diagnostic histologic de CIN2 que complien els
criteris d’inclusié. Aquest reclutament va ser dut a terme pels ginecolegs del
Servei de Ginecologia i Obstetricia de I'Hospital del Mar, Barcelona.

Totes les pacients van ser informades del resultat, significat, pronostic i
tractament habitual de la lesi6 del CIN2 mitjancant la conitzacié o la opcié de
realitzar un maneig conservador durant 2 anys en el marc de I'estudi actual. A
la visita s’'informava dels avantatges i inconvenients de cada una de les
opcions, s’entregava un full informatiu dels objectius i metodologia del projecte
i, en cas d’acceptacio, la pacient signava el Consentiment Informat (Annex 2).

A la primera visita es realitzava:

- Anamnesis dirigida utilitzant un gquestionari estructurat (Annex 3)

- Exploracié fisica i ginecologica especialitzada

- Obtencié una mostra sanguinia basal per estudiar el nivell de cél-lules NK i
les serologies (VIH, CMV, VHB, VHC, Lues, Herpes tipus 2, Chlamydia
trachomatis)

Posteriorment es citava a la pacient pels seguents controls quadrimestrals
fins a completar els 2 anys de seguiment. A cada visita es realitzava exploracio
colposcopia i citologia. Només es realitzava biopsia al complir el primer any de
seguiment i en qualsevol moment si es sospitava progressio.

La conitzacio es duia a terme a totes pacients en el moment del diagnostic
histologic de CIN3, i a aquelles dones amb lesions presents al finalitzar els 2
anys de seguiment (Algoritme 1).

En qualsevol moment, la pacient podia deixar I'estudi si ho desitjava.
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Algoritme 1: Reclutament i seguiment de les pacients a I'estudi

Pacient amb biopsia exocervical de CIN2

CRITERIS D’INCLUSIO
Edat > 18 anys
Colposcopia satisfactoria
Seguiment durant 2 anys

No tractament immunosuopressor

No tractament cervical previ
Signar consentimet informat

Pacient inclosa en I’estudi de maneig conservador CIN2-NK

COLPOSCOPIA
MOSTRA DE SANG

- Cél-lules NK

ANAMNESIS amb questionari estructurat

- Serologies (CMV, VIH, VHB, VHC, Lues, Clamydia, Herpes 2)

Controls cada 4 mesos
CITOLOGIA + COLPOSCOPIA
BIOPSIA si sospita progressio

1r any de seguiment:
CITOLOGIA +COLPOSCOPIA
BIOPSIA si lesio

Controls cada 4 mesos
CITOLOGIA + COLPOSCOPIA
BIOPSIA si sospita progressio

2 ultimes citologies normals i
colposcopia +/- biopsia
normals

ALTA

2n any de seguiment:
CITOLOGIA +COLPOSCOPIA
BIOPSIA si lesio

!

CIN1+

CIN3

CONITZACIO
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4.3. VARIABLES
Les variables de I'estudi es van avaluar i van ser especificades en la fulla de
recollida de dades, individualitzada per cada pacient, i poden ser classificades

en diversos ambits:

+ SOCIO-DEMOGRAFIQUES: Es van recollir utilitzant el questionari

estructurat a la primera visita, tenint en compte I'edat, I'étnia, el métode

anticonceptiu, el consum de tabac, la paritat o si havien quedat gestants

durant 'estudi.

« BIOLOGIQUES:

- SEROLOGIES A totes les pacients incloses a I'estudi es va recollir una

mostra de sang per estudiar les serologies (Virus Herpes Simple 2,
VHB, VHC, VIH, CMV, Treponema pallium, Chlamydia trachomatis),
identificant infeccions antigues o actuals a través de la IgG i IgM. Es va
considerar una infeccié6 positiva o negativa en funcié dels valors
establerts pel laboratori de referéncia. En el cas de la Clamidia, a més
d’analitzar la 1gG, també es van estudiar els nivells de IgA que

representava una infeccié aguda, cronica o recurrent.

- GENOTIPAT DEL VPH segons el metode COBAS

- CITOLOGIA previa a la biopsia de CIN2 es va classificar segons la
terminologia Bethesda [7] posteriorment es va realitzar un subanalisis
agrupant les citologies en noHSIL (incloent les citologies Normals,
ASC-US, LSIL i ASC-H) i HSIL (incloent les citologies de HSIL)

- CEL-LULES NK. Els receptors estudiats va estar: NKG2A, NKG2C,
NKG2D, ILT2 i KIR, que formen part del protocol d’estudi basic de les
ceél-lules NK. Mitjancant el percentatge d’expressio dels receptors de
les cel-lules NK, es va estudiar el balanc¢ d’activitat de les cél-lules NK.
Donat que la infecci6 per CMV comporta a una reconfiguracié del
compartiment de les cél-lules NK, posteriorment es va realitzar un

subanalisis en funcié de la seropositivitat de la infecci6 del CMV.
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També es va estudiar el genotip de NKG2C en funcié del CMV, definint

les pacients en:

- Homozigot (NKG2C+/+)
- Heterozigot (NKG2C+/del)
- Doble delecié (NKG2Cdel/del)

« TERAPEUTIQUES:
- BIOPSIES O PECES DE CONITZACIO: Es va considerar el diagnostic

final la lesié que informava de més alt grau.

Les dades es van recopilar en una base de dades, especialment dissenyada

per aquest estudi, de manera que posteriorment va ser analitzada.

4.4. DEFINICIONS
L’evoluci6 de la lesié del CIN2 es va classificar en els seglients termes

(Taula 8):

Regressio total si presenten 2 controls consecutius normals al final de
I'estudi, és a dir, 2 citologies sense patologia i no evidencia de lesié a
la colposcopia ni a la biopsia si es va realitzar. Aquestes pacients
eren remeses per controls anuals en el Centre de Referencia.
Regressid parcial si continuava amb lesié al finalitzar I'estudi i la
biopsia diagnostica-terapeutica informava de CIN1.

Persistencia si continuava amb lesié al finalitzar I'estudi i la biopsia
diagnostica-terapéutica informava de CIN2.

Progressio si al finalitzar l'estudi o en qualsevol moment del
seguiment presentava una biopsia diagnostica de CIN3 o Carcinoma

invasor.

Al finalitzar els 2 anys de seguiment, aquelles pacients que no s’havien

curat totalment i que continuaven amb lesié citologica, histologica i/o

colposcopia van ser sotmeses a conitzacio. La lesié de més alt grau, ja sigui la

biopsia prévia o la peca de conitzacié va ser considerada com a diagnostic

final.
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Taula 8: Definici6é de I'evolucio de les lesions de CIN2 i actitud a seguir a I'estudi

DEFINICIO ACTITUD

Segquir estudi

REGRESSIO - 2 citologies o N _
_ Alta al finalitzar I'estudi i seguir controls
TOTAL consecutives Normals _
al centre de referéncia.
REGRESSIO . - _
- Biopsia de CIN1 Seguir I'estudi
PARCIAL .
Biopsia el 1r any
PERSITENCIA - Biopsia de CIN2 Conitzacio al final de I'estudi
PROGRESSIO - Biopsia de CIN3 Conitzacié en el moment del diagnostic

Les pacients que van ser incloses a l'estudi i no van seguir el protocol
establert perque van preferir sortir de l'estudi 0 no podien continuar el
seguiment, es van considerar com a perdues durant I'estudi, per tractar-se d’'un

estudi observacional.

Els resultats del genotipat del VPH d’alt risc pel metode Cobas es van

definir en:

-VPH16: pacients amb detecci6 del VPH 16, independentment de la
presencia d’altres tipus de virus d'alt risc

-VPH18: pacients amb detecci6 del VPH 18, independentment de la
presencia d’altres tipus de virus d'alt risc

-VPHN016n018: pacients amb deteccié del VPH d’alt risc, excloent les
pacients amb coinfeccions pel VPH16 i/o el VPH18.

-VPH negatiu: pacients a les que no es detectava cap VPH d’alt risc.

4.5. ANALISIS DE LES MOSTRES BIOLOGIQUES

4.5.1. ANALISIS DE LES MOSTRES ANATOMO-PATOLOGIQUES
Totes les mostres citologiques van ser preses amb el pinzell Cervex-
Brush (de Dispositius Medics Rovers, Oss, Paisos Baixos) per la citologia en
base liquida utilitzant un vial de ThinPrep amb 30 ml de PreservCyt (Hologic,

Marlborough, MA, U.S.A.). En el mateix vial de la citologia inicial es va realitzar
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I'analisi patologic i es va identificar el VPH mitjancant el test "Cobas 4800 HPV
test" (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA), técnica PCR que
permet la deteccié de 14 genotips del VPH d’alt risc, identificant per separat el
VPH tipus 16 i 18. El resultat de la citologia és va reportar segons la
terminologia Bethesda [7]. La informacio obtinguda amb el metode COBAS i la
citologia prévia no es van utilitzar per la presa de decisions cliniques.

Les mostres histologiques obtingudes a partir de les biopsies dirigides
per colposcopia, es va col-locar en vials amb solucié de formalina el 10% i es
van processar amb parafina per l'analisi i emmagatzematge, seguint els
protocols estandards de I'Hospital del Mar. Es van classificar les lesions
histologiques tenint en compte l'afectaci6 nuclear i I'extensid epitelial
(CIN1/CIN2/CIN3).

4.5.2. ANALISIS DELS RECEPTORS DE LES CEL-LULES NK

De cada pacient inclosa en l'estudi s’obtenien uns 50ml de sang
periferica heparinitzada correctament etiquetada pel processament posterior.

Mitjancant la diluci6 de sang amb un polisacarid hidrofilic altament
ramificat (Ficol) i la centrifugacié s’aconseguia un gradient de densitats que
permetia criopreservar les cel-lules mononuclears en sang periferica entre les
quals es troben les cél-lules de les NK. En un segon temps, es realitzava
I'analisi dels receptors de les cél-lules NK en sang total mitjangcant técniques
d'immunofluorescéncia i citometria de flux, amb la finalitat d’identificar i
quantificar I'expressio de les cél-lules NK segons protocols estandarditzats que

es detallen a continuacio.

45.2.1. Criopreservacio les cél-lules mononuclears en sang
periférica
La poblacié de cél-lules mononucleades de sang periferica (PBMCSs)
esta formada per monocits i limfocits com les cel-lules T, cél-lules B i cel-lules
NK, que sén un component critic del sistema immunologic. Les PBMCs son
ampliament utilitzades en la investigacié i la clinica com a monitoratge del
sistema immunitari. La separacio de PBMCs de la resta de components de la

sang es du a terme habitualment a través de la centrifugacié en gradient de
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densitat [183]. Els passos per realitzar aquest procediment estan descrits a
I’Annex 4 i es resumeixen a continuacio.

En primer lloc es va transferir la sang de cada tub de recollida (4 tubs
heparinitzats) en un tub de 50 ml i es va diluir la sang amb PBS (diluci6 1:1). La
sang diluida es va afegir sobre un mitja de FiCol, obtenint una clara separacié
dels 2 medis abans de la centrifugacié (Figura 16).

Seguidament es va decantar el volum plasmatic i es va recollir I'anell de

PBMCs que es va transferir a un nou tub, afegint PBS i centrifugant la mostra

fins obtenir un sobrenedant transparent. : —
Figura 16. Separacié de PBMCs

Finalment es va tenyir la mostra amb | mitjancant la centrifugacié en

gradient de densitat utilitzant el

blau tripa sobre una camera de Neubauer FiCol

per poder realitzar el comptatge cel-lular de

limfocits en un microscopi. Un cop es va e Despres

realitzar el comptatge es van repartir les

cel-lules totals en 4 criotubs diferents amb

Plaguetes
medis d’emmagatzematge i aguests es van
criopreservar dins un recipient amb | '

| Ficoll
3 'RBC‘ Granul.

isopropanol a un congelador a -80°C durant

un minim de 12 hores pel seu posterior

estudi.

45.2.2. Citometria de flux

L'estudi de les diferents subpoblacions limfocitaries es va realitzar
mitjancant la citometria que flux que consisteix en un analisis rapid de cél-lules
en suspensio dins un sistema de flux laminar, sobre el que incideix un feix de
llum que proporciona informacié sobre les seves -caracteristiques fisico-
quimiques.

Els passos realitzats per la preparacio de les mostres i el seu marcatge
esta descrit a 'Annex 5 i es resumeixen a continuacio. Inicialment les cél-lules
van ser pre-tractades amb concentracions de saturaciéo d'immunoglobulina
humana agregada per bloquejar els receptors Fc lliures. A continuacié es va
realitzar una tincio indirecta amb els anticossos primaris monoclonals: Anti-myc
(control negatiu), anti-NKG2A, NKG2C, NKG2D, ILT2 i KIR. Tot seguit es va
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afegir anticos secundari directe marcat amb ficoeritrina (PE). Després de 3
rentats per eliminar I'anticos secundari lliure en suspensio, es va fer la tincio
directe amb anti-CD3-PerCP (proteina clorofil peridina) i anti-CD56-APC
(aloficocianina).

Els anticossos anti-CD3 reconeixen les molecules de la superficie
cel-lular que forma part del complex del receptor de cél-lules T, absent en
cel-lules NK. L’anticos anti-CD56 reconeix una molecula present a les cel-lules
NK.

Finalment la fluorescencia de les mostres va ser analitzada per
citometria de flux (FACs Calibur; Becton Dickinson) mitjancant el programari
CellQuest Pro (BD Biosciences), per tal de quantificar el percentatge de
cel-lules NK que expressen els diferents receptors que defineix cada poblacié
de cél-lules NK en sang periferica de cada pacient.

En l'analisi d’expressié de receptors en la citometria de flux, es va
realitzar una estrategia de seleccio (gating strategy), filtrant primer les cél-lules
linfocitaries segons el seu tamany, després les CD3 negatives — CD56 positives
corresponent a les cel-lules NK, i posteriorment quantificant la proporcié de
cel-lules NK que expressa els diferents receptors. Es va registrar el percentatge
d’expressio de receptors NKs a partir del control negatiu, tal i com es mostra a
la Figura 17.

A les taules dels resultats es mostra el percentatge de cél-lules NK sobre
la poblacié de cél-lules mononucleades de sang periférica i la proporcié de
cel-lules NK que expressa cada una de les poblacions en funcié dels seus

receptors.
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Figura 17: Estratégia de seleccio cel-lular i analisis de I'expressio dels receptors de les
cél-lules NK

214 amimye 111

g_ _214.&!!.-2111

CD3 PerCP

294 andmype 111 5 214 rige 113

214 antmype 111 HNam2 115 ILT2 4118 KIR

4.5.2.3. Genotipat del NKG2C

El genotipat de NKG2C es va avaluar mitjancant una técnica de PCR
aillant ’'ADN a partir de la sang, segons descriu Moraru i col. [184]. Resumint,
els exons de HLA-E 2 i 3 van ser amplificats, i es va analitzar el codé 107 per
sequenciacio de I'’ADN utilitzant BigDye Terminator v.3.1 Cycle sequencing Kit i

la sequenciacio automatica 3100 ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA).

4.6. ANALISIS ESTADISTIC
En primer lloc es va realitzar un analisis descriptiu de les caracteristiques

clinico-patologiques de les pacients calculant les mitjanes i les desviacions
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estandard per les variables quantitatives, i freqlencies i percentatges per les
qualitatives.

Es va realitzar el test de Xi-quadrat de Pearson o el test exacte de
Fisher, segons era apropiat, per l'analisi de la relaci6 entre variables
categoriques. El test de T-student o U-Mann Withney es va utilitzar per calcular
variables quantitatives segons la variable. Es va aplicar el test de Krusal-Wallis
per comparar variables quantitatives amb més de 2 variables categoriques per
descriure I'evoluci6 de les lesions en les 4 categories.

Es va estudiar el temps fins la progressio o curacié mitjancant un analisis
de supervivencia de Kaplan-Meier, aplicant el test Long-Rank per comparar les
supervivencies segons la presencia dels diferents genotips.

Finalment es va realitzar un model multivariant calculat mitjancant un
metode jerarquic fins assolir el millor model predictiu final.

Es va assumir la significanca estadistica amb un valor de p inferior a
0,05.

Tots els analisis es van realitzar amb el programa estadistic SPSS Versio
21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) per MacOSX.

4.7. CRONOGRAMA
* FASE 1 (Octubre 2011)
- Presentacio del projecte a I'equip investigador i disseny de circuits
- Aprovacio pel Comité d’Etica d’Investigacio Clinica
* FASE 2 (Desembre 2011)
- Sessi6 informativa als ginecolegs dels centres implicats
* FASE 3 (Desembre 2011 - Octubre 2013)
- Reclutament de les pacients
- Analisis preliminar el primer any de seguiment de les pacients.
* FASE 4 (Octubre 2015)
- Finalitzacio del seguiment de pacients incloses a I'estudi.
* FASE 5 (Octubre 2015 — Juny 2016)
- Analisis dels resultats finals

- Redaccio de la tesis
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4.8. IMPLICACIONS ETIQUES.

Totes les pacients van ser informades sobre els objectius i procediments
de l'estudi per personal especialitzat i van signar el consentiment informat
(Annex 2) abans de ser incloses en 'estudi.

L'estudi ha estat registrat en el Comité Etic d’Investigacid Clinica de
I'Institut Municipal d’Assistencia Sanitaria de Barcelona (CEIC-IMAS) amb el
namero 2011/4293/1 (Annex 1) i registrat al ClinicalTrials.gov amb identificador
NCT02522585.
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5. RESULTATS
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5.1. POBLACIO D’ESTUDI

De les 158 pacients derivades a la Unitat de Patologia Cervical entre
desembre del 2011 fins octubre del 2013 per un diagnostic histologic de CIN2,
105 pacients van acceptar participar en l'estudi. Durant el primer any de
seguiment 3 pacients van decidir sortir de I'estudi perque no podien seguir els
controls establerts i es van sotmetre a una conitzacié. Per tant, 102 pacients
van complir el primer any de seguiment, de les quals 6 pacients van progressar
a CIN3 i van ser tractades mitjancant una conitzacié. De les 96 pacients que
seguien I'estudi durant el segon any, 9 pacients no el van finalitzar per motius
personals o perqué preferien realitzar una conitzacié. Finalment, 87 pacients
van acabar els 2 anys de seguiment. En total es considera que 102 pacients
van complir el primer any i 93 pacients van finalitzar el protocol establert fins el
segon any, essent les 87 sumades a les 6 que van progressar el primer any.

A continuacio6 es presenta el diagrama de flux de les pacients considerades

per I'estudi (Algoritme 2):
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Algoritme 2: Diagrama de flux de la poblaci6 d’estudi
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Tal i com es pot observar, es van reclutar per I'estudi el 66,5% de les dones

amb diagnostic histologic de CIN2. Al Grafic 1 es representa el motiu d’exclusié

de les pacients de I'estudi. Destacar que només un 20,3% (32/158) van preferir

la conitzacié com a primera opcié en comptes del maneig conservador i un 9%
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(14/158) no complien criteris medics, 11 de les quals no tenien colposcopia
satisfactoria i 3 estaven realitzant tractament immunosupressor amb corticoides

per Lupus, Sinupatia cronics i Malaltia de Chron.

Grafic 1: Motiu d’exclusié de les pacients amb diagnostic de CIN2

Motiu d’exclusié

E No compromis 2 anys
" Desig conitzacio
" Colposcopia no

satisfactoria
" Inmunosupressio

Numero de pacients (%)

Es va analitzar el resultats histologic de les peces de conitzacio de les

dones que no havien estat incloses a I'estudi (Grafic 2).

Grafic 2: Diagnostic de la conitzacié segons el motiu d’exclusié
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Posteriorment, es va avaluar els resultats de la peca de conitzacié en
funcié de si el motiu d’exclusié de I'estudi havia estat per motius personals o
bé, per no complir els criteris médics d’inclusié tals com la colposcopia no
satisfactoria o la presa de tractaments immunosupressors (Taula 9). El 50%
(7/14) de les pacients que complien els criteris medics de no inclusid van
presentar lesions de CIN3 o Adenocarcinoma in situ a la peca de conitzacio,
comparat amb el 10,3% (4/39) de CIN3 que es van diagnosticar entre les dones
excloses per motius personals (p<0,05), trobant aixi lesions displasiques més

agressives si el criteri d’exclusio és medic.

Taula 9: Diagnostic de la conitzacié segons el motiu d’exclusio personal o médic

Criteri CIN3 o

dexclusié No patologia CIN1 CIN2 ADK in stiu Total
Personal 0 (0,0%) 13 (33,3%) 22 (56,4%) 4 (10,3%) 39
Medic 1(7,1%) 1(7,1%) 5 (35,7%) 7 (50,0%) 14
Total 1 14 27 11

P =0,005

5.2. ANALISIS DE LES VARIABLES EPIDEMIOLOGIQUES

Les caracteristigues epidemiologiques de les 105 pacients incloses a
I'estudi es recullen a la Taula 10. L’edat mitjana de les pacients va ser de 30,5
+ 6,7 anys, la majoria de les quals tenia entre 25 i 35 anys (Grafic 3). El 77,1%
de les dones eren caucasiques, mentre que el 14,3% eren d’origen sud-
america. Destacar que un 74,3% eren nul-lipares, i que el métode anticonceptiu
utilitzat era en un 45,7% dels casos el preservatiu, mentre que el 40%
utilitzaven un metode anticonceptiu hormonal. Només 2 de les pacients
incloses en l'estudi referien que s’havien administrat la vacuna del VPH. El

54,3% de les dones eren fumadores en el moment del diagnostic.
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Taula 10: Caracteristiques epidemioldgiques de la poblacié d’'estudi

%

Edat (anys)

Mitja £ desv.estand (rang)

30,5 * 6,7 (18-56)

<25 26 24,8
26-35 56 53,3
36-45 20 19
> 45 3 2,9
Etnia
Caucasica 71 77,1
Centre-Sud americana 15 14,3
Africana (3-4) 8 7,6
Asiatica (5) 1 1,0
Fumadora
Si 57 54,3
No 48 45,7
Nombre de cigarrets/dia
Mitja £ desv.estand (rang) 7,1 £+ 8,4 (0-30)
<10 19 18,1
=10 38 36,2
Paritat
Nul-lipara; n (%) 78 74,3
Té fills 27 25,7
1 17 16,2
2 6 57
=3 4 3,8
Métode anticonceptiu
Preservatiu 48 45,7
Tractament hormonal 42 40
DIU o res 15 14,3
Gestant durant I'estudi
Si 12 11,4
No 93 88,6
Edat d’inici de les relacions sexuals (anys)
Mitja £ desv.estand (rang) 17,4 £ 2,5 (13-29)
<18 60 57,1
>18 45 42,9
Nombre total de parelles sexuals
Mitja £ desv.estand (rang) 8,8 £ 6,3 (1-40)
<5 31 29,5
5-10 49 46,7
>10 25 23,8
Vacunacio previa del VPH
Si 2 1,9
No 103 98,1




Grafic 3: Distribucio per edat de les pacients incloses
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5.3. ANALISIS DELS FACTORS ANATOMO-PATOLOGICS

Es va analitzar les dades relatives a la citologia prévia al diagnostic

histologic de CIN2 i al genotipat del VPH causat de I'alteracié citologica de la

poblacié d’estudi.

5.3.1. Citologia previa

En el un 47,6% dels casos, la citologia que va motivar al diagnostic

histologic de CIN2 va ser de HSIL, seguit de la citologia de LSIL en un 22,9%

(Taula 11).

Taula 11: Citologia prévia al diagnostic histologic de CIN2 de la poblacié d’estudi

n

%

Citologia cervical prévia

No patologia 0 0
ASC-US 13 12,4
LSIL 24 22,9
ASC-H 18 17,1
HSIL 50 47,6
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5.3.2. Genotipat del VPH
Al analitzar el VPH a la citologia, no es va detecta VPH d’alt risc en un
13,3% de les pacients en la citologia prévia. La majoria de lesions de CIN2
estaven causades pel VPH16 (41,9%) o un VPH-ARNn016n018 (41%). Només
un 6,7% dels casos de CIN2 estava causat pel VPH18, tal i com es pot veure a
la Taula 12.

Taula 12: Genotipat del VPH de la poblacié d’estudi

n %
VPH AR
Negatiu 14 13,3
Positiu 91 86,7
VPH 16
Negatiu 61 58,1
Positiu 44 41,9
VPH 18
Negatiu 98 93,3
Positiu 7 6,7
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 30 28,6
Positiu 75 71,4
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 62 59,0
Positiu 43 41,0

Es important remarcar que la categoria VPH16 agrupa els casos en queé
es va detectar VPH16, independentment de si es detecten altres tipus de VPH,
el mateix passa amb el VPH18. En canvi amb els VPH-ARn016nol8 es va
diferenciar els casos de coinfecci6 amb VPH16 o 18 de la resta, per poder
estudiar I'efecte de la infeccié pels VPH d’alt risc no eren 16 ni 18 de forma

aillada.

* Distribucio6 dels genotips del VPH segons la citologia
La distribucié dels diferents genotips del VPH en funcié del resultat de la
citologia es troba representat al Grafic 4. Destacar que el VPH16 i VPH18 es

troben sobretot en citologies HSIL.
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Grafic 4: Distribucio6 dels genotips del VPH segons la citologia

Numero de pacients

45

S
o

w
ol

w
o

N
92

N
o

=
wu

=
o

ASC-US

LSIL

ASCH

HSIL

EVPH 16
HVPH 18
©VPHnol6no18

“'VPH negatiu

segons els diferents grups d’edat.

Grafic 5: Distribuci6 dels genotips del VPH segons 'edat (anys).

Distribucio dels genotips del VPH segons I'edat

El Grafic 5 representa la distribucio dels diferents genotips del VPH

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

<25

26-30

31-35

36-40

40-45

>45

“'VPH negatiu
“VPHnol6no18
BVPH 18

BVPH 16

*VPHNo16n018 exclou les coinfeccions amb VPH16 i VPH18

92



Ressaltar que a partir dels 40 anys va ser més frequent trobar un resultat de
VPH-AR negatiu, mentre que per sota els 35 anys el VPH16 va ser més

frequent. EI VPH18 es va trobar sobretot en edats entre 26-40 anys.

5.4. ANALISIS DE L’ESTAT IMMUNOLOGIC ENVERS LES MTS

Totes les pacients van ser sotmeses a un analisis en sang el dia d’'inclusio
per tal d’estudiar I'estat immunologic en front les hepatitis, VIH i MTS. Els

resultats es recullen a la Taula 13.

Taula 13: Estat immunologic de les serologies de les pacients incloses en I'estudi

n %
Anticossos VIH
Positiu 0 0
Antigen de superficie Hepatitis B
Positiu 0 0
Anticossos Ig G Hepatitis C
Positiu 0 0
Anticossos herpes simple 2
1gG 14 13,3
IgM 1 1,0
Anticossos Chlamydia trachomatis
fo]€] 9 8,7
IgA 19 18,1
Anticossos Treponema pallidum (Lues)
Positiu 0 0
Anticossos Citomegalovirus
19G 72 68,6
IgM 0 0

Cap de les pacients estudiades va resultar positiva per VIH, VHC, VHB, ni
Lues. Destaca que 14 (13,3%) tenien IgG positiu per herpes 2. En quan a la
infecci6 per Clamidia, ressaltar que 9 dones (8,7%) tenien IgG positiu per
Clamidia, i per tant, havien passat la infeccié en algun moment a la seva vida,
destacar que 19 de les pacients (18,1%) tenien IgA positiu, el que indica una
tenien una infeccié aguda, cronica o recurrent de la Clamidia en el moment de
la seva inclusio a I'estudi. Respecte el CMV, no es va detectar cap pacient amb

infecci6 activa, tot i que un 68,6% era seropositiva.
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5.5. ANALISIS DE LES CEL-LULES NK

5.5.1. Poblacio de les cél-lules NK i la infeccio pel CMV

Es va estudiar els nivells d’expressio dels receptors de les cél-lules NK en
sang periférica a totes les pacients diagnosticades de CIN2, en el moment
d’inclusio a I'estudi.

Tal i com s’ha descrit a la introduccid, la infeccié pel CMV s’associa a canvis
en la distribucio dels receptors de les cél-lules NK. Per aixo es va estudiar el
percentatge d’expressié dels receptors de les cel-lules NK en sang periferica de
les pacients amb CIN2, de manera global i en subgrups en funcié del CMV,

com es mostra a la Taula 14 i es representa en el Grafic 6.

Taula 14: Poblacions de céel-lules NK segons el CMV

Total CMmV + CMV- p
(n=105) (n=72) (n=33)

% Cel-lules NK

% expressio mitja

(desv.estandard) 12,4 (6.7) 12,3 (6.7) 12,5 (6,8) 0,866
% NKG2A

% expressio mitja

(desv.estandard) 42,9 (15.9) 40,4 (15,3) 48,4 (14,1) 0,013
% NKG2C

% expressio mitja

(desv.estandard) 222 (17.7) 26,1 (19.1) 13,8 (10,2) 0,001
% NKG2D

% expressio mitja

(desv.estandard) 69.9 (24.2) 70,8 (24.,2) 67,9 (24,5) 0,462
% ILT2

% expressio mitja

(desv.estandard) 17,3 (18.2) 19,1 (19.6) 13,7 (14,4) 0,320
% KIR

5 o —

% expressio mitja 56,2 (15.9) 59,6 (15.6) 48,9 (14.4) 0.001

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

En la nostra poblacié objecte d’estudi, la prevalenca del CMV va ser del
68,6%. En estudiar la poblacio de les cel-lules NK es va observar que aquestes
tenien diferent percentatge d’expressio dels receptors en funcié del CMV. En
pacients CMV+ es va observar més expressié dels receptors activadors
NKG2C i KIR i menys expressio del receptor inhibidor NKG2A que en pacients

CMV -, amb diferencies estadisticament significatives.

94



Grafic 6: Representacié del percentatge d’expressio de les cel-lules NK en funcié del

CMV en pacients amb CIN2
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5.5.2. Poblaci6 de les cel-lules NK segons el genotipat del NKG2C

El percentatge d'expressié dels receptors de les cél-lules NK i

concretament del receptor NKG2C depen del seu genotip. El genotip del

NKG2C a la poblacié estudiada es mostra a la Taula 15 on destaca que el

65,4% de les dones eren homozigotes per a NKG2C. A partir d'aquests

resultats, es va calcular el percentatge d’expressio dels receptors de les

cel-lules NK en funcio del genotip del NKG2C (Taula 16 i Grafic 7). Tal i com es

pot observar, les pacients homozigotes (NKG2C+/+) van presentar major

expressid del receptor NKG2C i KIR, i menor NKG2A que les pacients amb

doble deleccié del NKG2C (NKG2Cdel/del) (p<0.005).

Taula 15: Genotipat del NKG2C de les pacients amb CIN2 incloses a 'estudi

n

%

NKG2C

Homozigot NKG2C+/+ 53 65,4
Heterozigot NKG2C+/del 19 23,5
Doble deleccié NKG2Cdel/del 9 11,1
Total 81
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Taula 16: Poblacions de cel-lules NK segons el genotip del NKG2C

NKG2C+/+ NKG2C+/del NKG2Cdel/del 5
(53) (19) 9)

% Cél-lules NK 12,2 (6,9) 12,7 (7,7) 12,4 (8,5) 0,980
% NKG2A 38,3 (13,7) 45,4 (18,5) 54,3 (12,8) 0,007
% NKG2C 27,6 (18,8) 22,3 (17,8) 3,7 (2,7) <0,001
% NKG2D 72,1 (23,2) 65,4 (23,2) 52,0 (24,5) 0,058
% ILT2 20,6 (20,7) 10,1 (14,8) 5,6 (5,0) 0,160
% KIR 60,0 (14,3) 60,3 (16,2) 42,3 (11,3) 0,004

*Prova no parametrica (Kruskal Wallis)

[% expressio mitja (desv.estandard)]

Grafic 7: Diagrama de caixes de les poblacions de les cel-lules NK segons el genotip
del NKG2C
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Tot sequit, es va realitzar el mateix analisis del percentatge d’expressio
dels receptors de les cel-lules NK segons el genotip del NKG2C en funcio de la
infeccié del CMV. Els resultats d’aquests analisis es recullen a les Taula 17 i
Taula 18

Taula 17: Poblacions de cel-lules NK segons el genotip del NKG2C en pacients CMV

positives
CMV positiu
NKG2C+/+ NKG2C+/del NKG2Cdel/del P
(46) (16) (3)

% Cel-lules NK 12,1 (6,6) 13,8 (7,7) 6,7 (4,0) 0,204
% NKG2A 37,8 (13,7) 46,2 (19,7) 48,9 (3,1) 0,064
% NKG2C 29,5 (19,3) 24,5 (18,6) 5,0 (4,4) 0,018
% NKG2D 71,7 (24,5) 64,4 (25,3) 64,2 (22,7) 0,612
% ILT2 21,8 (20,9) 10,5 (15,4) 7,2 (7,7) 0,250
% KIR 60,5 (14,9) 61,0 (16,6) 35,9 (3,3) 0,034
*Prova no parametrica (Kruskal Wallis) [% expressié mitja (desv.estandard)]

Taula 18: Poblacions cel-lules NK segons el genotip del NKG2C en pacients CMV

negatives
CMV negatiu
NKG2C+/+ NKG2C+/del NKG2Cdel/del p
@) (3) (6)

% Cel-lules NK 12,7 (9,4) 6,4 (3,2) 15,3 (8,9) 0,308

% NKG2A 41,5 (14,1) 41,1 (12,6) 57,0 (15,2) 0,220

% NKG2C 14,6 (5,2) 10,7 (4,2) 3,1(1,4) 0,004

% NKG2D 74,7 (11,2) 70,3 (5,4) 45,9 (24,9) 0,072

% ILT2 3,4(1,1) 5,3** 4,3 (2,4) 0,392

% KIR 55,9 (8,9) 56,7 (16,0) 45,4 (12,7) 0,263
*Prova no parameétrica (Kruskal Wallis) [% expressié mitja (desv.estandard)]

S'observa que en les pacients CMV+ es mantenen les diferéncies
anteriorment descrites a la poblacid general. De tal manera que les pacients
homozigotes (NKG2C+/+) van presentar major d’expressio del receptor NKG2C
i KIR, i menor NKG2A que en les pacients amb doble deleccié del NKG2C
(NKG2Cdel/del). En canvi en les pacients CMV negatives, tot i haver-hi menys
pacients, també es va observar diferéncies en I'expressié de major expressio
de NKG2C en les pacients homozigotes. A continuacié, al Grafic 8 es

representa aquests resultats descrits en un diagrama de caixes.
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Grafic 8: Diagrama de caixes de la poblacié de cél-lules NK segons el genotip del

NKG2C i lainfeccié del CMV

HWNKG2A

%BNKG2C

HNKG2D

CMV positiu

cmv_igg.2: Pos

100,00+
56
o
50,00
60,00
40,00
20,00
46
%52
o
00
T T T
nullfnull winull wifwt
Genética
cmv_igg.2: Pos
60,00
40,00+
20,00+
400
T T T
nulljnull wifnull wiiwe
Genética
emv_igg.2: Pos
100,00
50,00+
60.00-)
40,00+
20,00+
00+
null:null -nr.:wu M.:NQ
Genética

WNKGZA

WNKG2C

%NKG2D

CMV negatiu

cmv_lgg.2: Neg

20,00
70,00
60,00
50,004
40,00
30,00
20,00
T T T
il wt/nll wtfwt
Genética
cmv_igg.2: Neg
12,504 E
10,004
7,504
5,004
2,504
T T T
aulljnll wifnull it
Genética
omv_igg.2: Neg
80,004
60,004
40,00
20,004
T T T
rullfmult wi/aull W
Genética

98




cmv_igg.2: Pos cmv_igg.2: Neg

100.00 7.004

80,00

60,00

%ILT2

40,00

%ILT2
- »
2 2

20,009

wulljnul winull Wit nulljnul wtjnull wiiwt
Genética Genética

cmv_igg.2: Pos

emv_igg.2: Neg

70,004

80,00 T

60,004
40,00+
é 40,00 é

20,004

60,004

%KIR
RKIR

3

2

30,004

T T T
nullfmull wtnull wtwt

Genética

T T
mullmull wt/nul wifwt

Genética

5.5.3. Poblacio de les cél-lules NK i possibles factors de confusié

A continuacié es van estudiar els nivells d’expressio dels receptors de
les cél-lules NK en funcié de caracteristiques de les pacients amb CIN2, per tal
de poder estudiar si aquests factors podrien modificar de I'expressio de les

cel-lules NK.

5.5.3.1. Edat
Al analitzar la poblacié de les cél-lules NK en les pacients incloses a
I'estudi en funcié de I'edat, no es van evidenciar diferencies significatives ni

correlacio entre el percentatge d’expressio de les cel-lules NK i I'edat (Grafic 9).

99




Grafic 9: Poblacions de cel-lules NK segons I'edat
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5.5.3.2. Tabac
Es va quantificar I'expressié dels receptors de les cel-lules NK en la
poblacié d’estudi en funcié de si fumaven o no. Tal i com es pot observar a les
dades recollides a la Taula 19, les pacients fumadores tenien una menor
expressié global de cel-lules NK i una menor expressio del receptor ILT2 que

les no fumadores (p<0,05).

Taula 19: Poblacions de cel-lules NK segons I'habit tabaquic

Fumadores No fumadores p
(n=57) (n=48)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
10,3 (6,4 14,9 (6,3 <0,001
(desv.estandard) 6.4 6.3)
% NKG2A
% expressié mitja
e 44,3 (15,1) 41,3 (15,6) 0,346
% NKG2C
% expressié mitja
19,7 (14,1 25,3 (20,9 0,389
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D
% expressié mitja
69,2 (25,0 70,7 (23,6 0,910
(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2
% expressié mitja
13,9 (15,9 22,5 (20,4 0,030
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
5 —
% expressio miya 54,2 (16,9) 58,7 (14,5) 0,106

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)
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5.5.3.3. Paritat
L’expressio dels receptors de les cél-lules NK en la poblacié d’estudi no
va mostrar diferencies estadisticament significatives en relacié a si les dones

tenien o no fills, tal i com es mostra a la Taula 20.

Taula 20: Poblacions de céel-lules NK segons la paritat

Té fills Nul-lipara p
(n=27) (n=78)

% Cel-lules NK

% expressié mitja

(desv.estandard) 23,5 (6.6) 12.3(6.8) 0.898
% NKG2A

% expressié mitja

41,9 (18,2 43,2 (14,3 0,400

(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2C

% expressié mitja

(desv.estandard) 27,3 (19,1) 20,5 (16,9) 0,065
% NKG2D

% expressié mitja

70,3 (25,8 69,8 (23,8 0,778

(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2

% expressié mitja

(desv.estandard) 17,9 (17,1) 17,2 (18,7) 0,555
% KIR

5 —

6 expressio mitja 59,1 (17,6) 55,3 (15,3) 0,219

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

5.5.3.4. Vacunacio6 del VPH

Tot i gue només 2 pacients diagnosticades de lesio cervical de CIN2 van
referir haver-se administrat la vacuna del VPH previament, es va estudiar
I'expressio dels receptors de les cel-lules NK en aquestes pacients en
comparacié amb les no vacunades (Taula 21).

Cal tenir en compte que les 2 pacients vacunades incloses, va
presentaven infeccié pel VPH en el moment de diagnostic de CIN2, una d’elles
era portadora del VPH16 i a l'altra el VPH-ARN016n018. Ambdues eren CMV
positiu i homozigotes pel gen NKG2C.

Tal i com es pot observar en els resultats obtinguts, el percentatge
d’expressio dels receptors de les cel-lules NK va ser diferent en les pacients

vacunades que les no vacunades. Les pacients que havien rebut la vacuna del
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VPH presentaven menor percentatge d’expressid del receptor NKG2A, i major
de NKG2C, NKG2D, ILTS i KIR, tot i que només el KIR va presentar un resultat

estadisticament significatiu.

Taula 21: Poblacions de cél-lules NK segons la vacunacié del VPH

Vacunacio VPH No vacunacio VPH P
(n=2) (n=103)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
11,9 (2,3 12,4 (6,8 0,879
(desv.estandard) 2:3) 6.8)
% NKG2A
% expressié mitja
29,6 (28,4 43,1 (15,1 0,471
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2C
% expressié mitja
54,5 (53,9 21,6 (16,5 0,277
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D
% expressié mitja
92,9 (5,0 69,5 (24,2 0,169
(desv.estandard) (5.0 ( )
% ILT2
% expressié mitja
(desv.estandard) 49,4 16,9 (17.9) 0,187
% KIR
0 e
6 expressio mitja 81,2 (17,1) 55,8 (15,6) 0,048

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

5.5.3.5. Virus herpes simple 2
La Taula 22, mostra I'expressio dels receptors les cel-lules NK en funcio de
si les pacients presentaven immunitat enfront la infeccié del virus herpes simple
2 (1gG). Ressaltar que el percentatge d’expressio del receptor NKG2A va ser
major entre les dones que havien presentat una infeccié per VHS2 que entre

les que no (p=0,048).
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Taula 22: Poblacions de céel-lules NK segons el virus herpes simple 2

VHS2 positiu VHS2 negatiu

(n=14) (n=91) P
% Cel-lules NK
% expressio mitja
14,6 (8,5 12,0 (6,4 0,233
(desv.estandard) (8.5) (6,4)
% NKG2A
% expressio mitja
(desv.estandard) 50,6 (15,3) 41,7 (15,1) 0,048
% NKG2C
% expressio mitja
26,6 (18,6 21,5 (17,6 0,187
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D
% expressio mitja
(desv.estandard) 73,9 (23.3) 69,3 (24,4) 0,477
% ILT2
% expressio mitja
24,1 (21,2 16,4 (17,7 0,282
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
o ———
% expressio mitja 58.9 (17.2) 55,5 (15.8) 052

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

5.5.3.6. Chlamydia trachomatis

L’expressio de les NK i dels diferents receptors es va correlacionar amb
la Chlamydia trachomatis en funcié de si les dones havien tingut una infeccio
antiga resolta (IgG) (Taula 23), o bé podien presentar una infeccié aguda,
cronica o recurrent (IgA) (Taula 24). Tant en una situacié com en un altra no es
van demostrar diferéncies significatives entre I'expressié dels receptors de les
cel-lules NK, encara que si s’observa una tendéncia a que les 9 pacients amb
IgG+ per Clamidia presentaven menor expressioé del receptor activador NKG2C
(p=0,068).
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Taula 23: Poblacions de cél-lules NK segons la immunitat per Chlamydia trachomatis
(19G)

IgG Clamidia + IgG Clamidia -

(n=9) (n=96) P
% Cel-lules NK
% expressié mitja
13,6 (9,2 12,3 (6,4 0,777
(desv.estandard) (9.2) 6.4)
% NKG2A
% expressié mitja
s ESATEETE) 41,6 (14,5) 43,0 (15,5) 0,787
% NKG2C
% expressié mitja
12,0 (7,2 23,3 (18,2 0,068
(desv.estandard) (7.2) ( )
% NKG2D
% expressié mitja
e 73,7 (19,9) 69,5 (24,7) 0,711
% ILT2
% expressié mitja
26,0 (23,6 16,6 (17,7 0,292
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
5 —
6 expressio mia 59,9 (13,8) 55,9 (16,2) 0,315

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

Taula 24: Poblacions de cél-lules NK segons la immunitat per Chlamydia trachomatis
(19A)

IgA Clamidia + IgA Clamidia -

P
(n=19) (n=86)

% Cel-lules NK

% expressié mitja

(desv.estandard) 10.9(6.3) 12,7(6.8) 0,281
% NKG2A

% expressié mitja

45,3 (14,5 42,4 (15,6 0,434

(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2C

% expressié mitja

(desv.estandard) 17,4 (13,2) 23,3 (18,2) 0,371
% NKG2D

% expressié mitja

76,7 (18,0 68,4 (25,2 0,244

(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2

% expressié mitja

(desv.estandard) 22,9 (17,2) 16,1 (18,3) 0,060
% KIR

5 —

6 expressio mitja 54,3 (15,3) 56,7 (16,1) 0,522

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)
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5.5.3.7. VPH

Es va analitzar I'expressio dels receptors de les cél-lules NK en relacié a
la preséncia dels diferents genotips del VPH a la citologia préevia al diagnostic
de CIN2.

e VPHAR

En primer lloc es va considerar I'expressio dels receptors de les cél-lules NK
en funcioé de si a la citologia s’havia detectat la preséncia o no del VPH d’alt risc
(VPH-AR). No es van identificar diferéncies estadisticament significatives en
I'expressio dels receptors de les cél-lules NK i la preséncia de VPH dalt risc a
la citologia prévia. Tot i aix0, a la Taula 25 s’observa una tendéncia a que les
pacients amb VPH-AR tenien menor expressio del receptors NKG2A que

aguelles en les que no es va detectar el VPH-AR.

Taula 25: Poblacions de cel-lules NK segons la detecci6 del VPH d’alt risc

VPH-AR positiu VPH-AR negatiu p
(n=91) (n=14)
% Cel-lules NK
% expressio mitja
12,3 (6,7 13,0 (7,2 0,792
(desv.estandard) 6.7 (7.2)
% NKG2A
% expressio mitja
e ES R R 41,7 (15,0) 50,3 (15,8) 0,075
% NKG2C
% expressio mitja
21,8 (17,7 24,9 (18,3 0,456
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D
% expressio mitja
€ s e B 69,7 (24,3) 71,5 (24,4) 0,814
% ILT2
% expressio mitja
17,7 (18,5 13,8 (15,4 0,636
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
5 _—
% expressio mija 56,3 (16,6) 55,9 (11,4) 0,959

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

Sabent que les pacients CMV positives modifiquen I'expressié de les
cel-lules NK, es va realitzar un subanalisis del VPH-AR en les pacients CMV
positives per veure si el fet de tenir la infecci6 del VPH-AR modificava

I'expressio de les céel-lules NK en aquest subgrup de pacients de I'estudi. De les
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dades recollides a la Taula 26 s’extreu que no hi ha diferencies en I'expressio
de les cél-lules NK en pacients CMV positives en funcié de la preséencia o no
del VPH-AR.

Taula 26: Poblacions de ceél-lules NK segons la deteccio del VPH d’alt risc en pacients

CMV positives

CMV positiu
VPH AR positiu VPH AR negatiu p
(n=61) (n=5)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
12,1 (6,7 14,7 (9,4 0,621
(desv.estandard) 6.7 (0.4
% NKG2A
% expressié mitja
39,9 (15,6 44,2 (15,5 0,707
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2C
% expressié mitja
25,4 (19,0 38,4 (18,5 0,130
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D 4
% expressié mitja
69,7 (24,7 81,9 (23,9 0,206
(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2
% expressié mitja
T 17,4 (18,8) 34,0 (12,5) 0,193
% KIR
0 e
o expressio mia 59,7 (15,9) 61,5 (12,4) 0,742

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

e VPH 16
A continuacié es va analitzar especificament la infeccio del VPH16 per
estudiar si en les pacients en les que es detectava aquest genotip modificaven
I'expressio de les cel-lules NK. Tal i com es pot observar a la Taula 27,
s’observa una tendencia no significativa a presentar menor expressio de
receptors NKG2C en les pacients amb VPH16 que les que no es detecta el
VPH16. En canvi, estudiant només les pacients CMV positives (Taula 28), no

es troben diferéncies.
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Taula 27: Poblacions de céel-lules NK segons la deteccio del VPH16

VPH 16 positiu VPH 16 negatiu p
(n=44) (n=61)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
12,9 (7,2 12,0 (6,3 0,699
(desv.estandard) (7.2) 6.3)
% NKG2A
% expressié mitja
s ESATEETE) 45,0 (16,2) 41,4 (14,6) 0,256
% NKG2C
% expressié mitja
18,8 (15,2 24,7 (19,1 0,082
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D 4
% expressié mitja
e 69,4 (22,9) 70,3 (25,3) 0,617
% ILT2
% expressié mitja
18,9 (21,3 16,1 (15,5 0,962
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
% i
© EXpressio mija 54.4 (16,2) 57,6 (15,7) 0,333

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

Taula 28: Poblacions de cél-lules NK segons la detecci6 del VPH16 en pacients CMV

positives
CMV positiu
VPH 16 positiu VPH 16 negatiu P
(n=27) (n=39)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
(desv.estandard) 12,1 (7.1 125(6.7) 0.715
% NKG2A
% expressié mitja
43,4 (17,6 38,1 (13,7 0,190
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2C
% i
© EXpressio mija 23,0 (17,0) 28,7 (20,4) 0,233

(desv.estandard)

% NKG2D 4

% expressié mitja

68,8 (22,6 71,7 (26,2 0,344
(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2
% expressié mitja
17,4 (22,7 18,7 (15,7 0,319
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
5 —
% expressio miya 56,7 (16,1) 62,0 (15,1) 0,173

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)
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e VPH 18
Només en 7 pacients es va detectar el genotip VPH18 a la citologia
previa. Comparant I'expressio de les cél-lules NK en funcié de la infecci6é pel
VPH18 no es van mostrar diferencies estadisticament significatives en
I'expressio de les cél-lules NK i la infeccié pel VPH18 (Taula 29). Tot i aix0, es
detecta una menor expressio de NKG2A i major expressio de ILT2 en les
pacients amb VPH18 comparant amb les pacients que no es va detectar aquest

genotip.

Taula 29: Poblacions de cél-lules NK segons la detecci6 del VPH18

VPH 18 positiu VPH 18 negatiu p
(n=7) (n=98)
% Cel-lules NK
% expressié mitja
10,6 (6,6 12,5 (6,7 0,472
(desv.estandard) (6.6) 6.7)
% NKG2A
% expressié mitja
s ESATEETE) 34,4 (8,7) 43,5 (15,6) 0,088
% NKG2C
% expressié mitja
19,0 (13,5 22,4 (18,0 0,705
(desv.estandard) ( ) ( )
% NKG2D 4
% expressié mitja
68,3 (25,7 70,0 (24,2 0,837
(desv.estandard) ( ) ( )
% ILT2
% expressié mitja
30,4 (33,2 16,2 (16,2 0,488
(desv.estandard) ( ) ( )
% KIR
5 —
% expressio miya 60,6 (9,8) 55,9 (16,3) 0,358

(desv.estandard)

*Prova no parametrica (U-Mann Whitney)

5.6. EVOLUCIO DE LES LESIONS DE CIN2
De les 105 dones incloses a l'estudi, 102 van finalitzar el primer any de
seguiment. L’evolucié de les lesions de CIN2 es representa al Grafic 10.
Destacar que 29 pacients havien curat la seva lesié de CIN2 el primer any i que
37 presentaven un CIN1. Només es va evidenciar progressio a CIN3 en 6

pacients que van ser conitzades en el moment del diagnostic.
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Grafic 10: Evolucié de les lesions de CIN2 el primer any de seguiment

Resultats el 1r any de seguiment

B Curacié
B Regressio parcial
Persistencia

B Progressio

Finalment 87 pacients van acabar els 2 anys de seguiment de I'estudi.
D’aquestes, 41 es van considerar curades i van ser remeses al seu centre de
referencia per seguir controls anuals. Les 46 dones restant que encara
presentaven alguna lesio, van ser conitzades. El diagnostic histo-patologic final
de la peca de conitzacié va ser de de CIN1 en 20 pacients, CIN2 en 11
pacients i CIN3 en 15 pacients. En global, posterior als dos anys de seguiment,
les lesions de CIN2 de les pacients de l'estudi van presentar una taxa de
curacié del 44%, una taxa de regressié parcial del 21,5%, una taxa de
persisténcia del 11,8% i una taxa de progressio del 22,6% (Grafic 11). Cal

destacar que cap cas va progressar a carcinoma invasor.

Grafic 11: Evolucié de les lesions de CIN2 el segon any de seguiment

Resultats finals el 2n any de seguiment

B Curaci6
B Regressio parcial
Persistencia

B Progressio
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Del total de 21 lesions de CIN3 descrites de durant I'estudi, 6 es van
diagnosticar al finalitzar I'estudi a través de la peca de conitzacié. Aquests
casos es podrien considerar CIN3 ocults ja que no havia estat diagnosticat
previament a través de les biopsies i del seguiment. La Taula 30 recull les
dades citologiques, de VPH i colposcopiques d’aquests casos. Destaca que
totes les pacients tenien troballes patologiques a I'exploracié colposcopica, a
més a meés d'una citologia previa patologica i preséncia de VPH AR. Els 2
casos de biopsia previa de CIN1 presentaven immunoreactivitat per p16 a tot el
gruix epitelial. Remarcar que no es va trobar cap cas de Carcinoma invasor

ocult.

Taula 30: Analisis dels casos de CIN3 ocults

Diagnostic  Ultima Ultima Biopsiade

Codi ) : Ultim VPH Colposcopia . : i
el 1r any citologia biopsia conitzacié
222 CIN2 HSIL  ARnolenolg ausfactoriaamb ., CIN3
lesio a les 6h
231 CIN2 HSIL ARNo016n018 Lesi6 endocervical CIN2 CIN3
Satisfactoria amb
260 CIN2 HSIL VPH16 lesio que ocupa els CIN2 CIN3

4 quadrants

Satisfactoria amb
263 CIN2 LSIL VPH16 lesio que ocupa els CIN2 CIN3
4 quadrants

Satisfactoria amb
269 CIN2 ASC-H VPH16 mosaic lleu que CIN1 CIN3
ocupa el 50%

287 CIN2 LSIL VPH16 Satisfactorialesio -\, CIN3
molt lleu a les 12h

5.7. VARIABLES EPIDEMIOLOGIQUES | EVOLUCIO DEL CIN2

Amb l'objectiu de poder identificar factors pronostic, es va correlacionar

les diferents variables epidemiologiques amb I'evolucio de les lesions de CIN 2.

5.7.1. Edat

En primer lloc es va relacionar 'edat com a factor pronostic de I'evolucio
de les lesions de CIN2 als 2 anys sense trobar diferencies estadisticament
significatives (Taula 31). Destaca que, malgrat el poc nimero de pacients

majors de 40 anys, no hi va haver cap cas de progressio a CIN3 entre aquestes
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dones, en canvi les dones entre 30-35 anys van ser les que van presentar

majors taxes de progressio (Grafic 12).

Taula 31: Resultat del seguiment del CIN2 segons 'edat

Regressio Regressio C -
. Persistencia Progressio
Edat (anys) complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
Mitja _
(desulestand) 30,8 (8,2) 30,9 (6,4) 28,6 (4,1) 30,5 (5,2) P=10,787
<25 11 (47,8%) 6 (26,1%) 3 (13,0%) 3 (13,0%) 23
26-35 19 (37,3%) 10 (19,6%) 7 (13,7%) 15 (29,4%) 51
36-45 9 (56,3%) 3(18,8%) 1(6,3%) 3(18,8%) 16
> 45 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3
Total 41 20 11 21
P =0,762

Grafic 12: Representacio de I'evolucié del CIN2 en funcié de I'edat en grups de 5 anys

100% -
oos | I

80% | 3
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60% - B Progressio
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40% - B Regressio parcial

30% - B Curaci6

20% -

10% -

0% T T T T T T
<25 26-30 31-35 36-40 40-45 >45

Seguidament es va analitzar els resultats finals de I'evolucié de les
lesions de CIN 2 en funcié de l'edat segons punts de tall als 25, 30 i 40 anys
(Taula 32). No es van trobar diferéncies estadisticament significatives en
I'evolucié de les lesions en funcid de si les dones eren majors 0 menors de 25
anys i 30 anys. Les dones majors de 40 anys amb lesions de CINZ2, tot i ser una
petita representacid en la mostra, van regressar totes total o parcialment,

encara que aquesta diferéncia no va ser estadisticament significativa.
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Taula 32: Resultat del seguiment del CIN2 segons I'edat, amb punt de tall els 25, 30 i

40 anys
Regressio Regre§5|o Persistencia Progressio
Edat (anys) complerta parcial (CIN2) (CIN3) P
(Curacio) (CIN1)
<25 11 (47,8%) 6 (26,1%) 3 (13,0%) 3 (13,0%) 0,645
>25 30 (42,9%) 14 (20,0%) 8 (11,4%) 18 (25,7%)
<30 21 (50,0%) 8 (19,0%) 6 (14,3%) 7 (16,7%) 0,494
=230 20 (39,2%) 12 (23,5%) 5 (9,8%) 14 (27,5%)
<40 36 (41,4%) 19 (21,8%) 11 (12,6%) 21 (24,1%) 0,211
=40 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Total 41 20 11 21

Per tal de precisar encara més el paper de I'edat en I'evolucié de les

lesions CIN 2, es van realitzar 3 analisis addicionals en funcio de I'estat de la
lesi6 al cap de dos anys, segons curacié vs no curacié (CIN1+), regressio
(<CIN2) vs persisténcia i progressio (CIN2+), i finalment no progressié (<CIN2)
vs progressio a CIN3. Els resultats que es recullen a les Taules 33, 34 i 35.
analisis no van aconseguir demostrar diferéncies

Aquests tampoc

estadisticament significatives.

Taula 33: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons I'edat amb punt de tall

als 25, 30 40 anys

Regressié complerta No curaci6
Edat (anys) (Curacio) (CIN1+) P

<25 11 (47,8%) 12 (52,2%) 0,677
> 25 30 (42,9%) 40 (57,1%)
<30 21 (50,0%) 21 (50,0%) 0,297
=30 20 (39,2%) 31 (60,8%)
<40 36 (41,4%) 51 (58,6%) 0,084
240 5 (83,3%) 1(16,7%)
Total 41 52

Taula 34: Comparacié regressio vs persisténcia/progressio del CIN2 segons I'edat amb

punt de tall als 25, 30 i 40 anys

Regressio Persistencia/Progressié
el (@) (<gCIN2) (CIN2+) ° P

<25 17 (73,9%) 6 (26,1%) 0.333
> 25 44 (62,9%) 26 (37,1%) '
<30 29 (69,0%) 13 (31,0%) 0.524
2 30 32 (62,7%) 19 (37,3%) '
<40 55 (63,2%) 32 (36,8%) 0.090
240 6 (100%) 0 (0,0%) '
Total 61 32
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Taula 35: Comparacié de progressié vs no progressié del CIN2 segons I'edat amb punt
de tall als 25, 30 i 40 anys

No progressié Progressio
Edat (anys) IC()sc?Nz) (gINS) P

<25 20 (87,0%) 3 (13,0%) 0.207
> 25 52 (74,3%) 18 (25,7%) ’
<30 35 (83,3%) 7 (16,7%) 0.216
> 30 37 (72,5%) 14 (27,5%) ’

< 40 66 (75,9%) 21 (24,1%) 0.331
> 40 6 (100%) 0 (0,0%) ’
Total 72 21

5.7.2. Etnia

No es va demostrar diferencies estadisticament significatives en

I'evolucié de les lesions CIN2 segons l'origen etnic de les pacients incloses a
I'estudi (Taula 36).

Taula 36: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons I'etnia

Regressio Co .
Etnia complerta Persistencia Progressio Total
(Curacio) (CIN2) (CIN3)
Caucasica 28 (68,3%) 11 (100,0%) 14 (66,7%) 69
Centre-Sud 2 ;7 105 0 (0,0%) 5 (23,8%) 15
americana
Africana 5 (12,2%) 0 (0,0%) 2 (9,5%) 8
Asiatica 1 (2,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2
Total 41 11 21
P =0,692
5.7.3. Tabac

El 52,7% (49/93) de les pacients diagnosticades de CIN2 incloses a

I'estudi eren fumadores.

Els resultats no van mostrar que el fet de ser o no

fumadora condicionés I'evolucié posterior de la lesié del CIN2 als 2 anys de

seguiment, tal i com es pot extreure de les dades recollides a les taules

seguents (Taula 37, 38, 39 i 40):
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Taula 37: Resultats del seguiment del CIN2 segons I'habit tabaquic

Regressio Regressio o -
. Persistencia Progressio
Fumador complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
Si 19 (38,8%) 10 (20,4%) 6 (12,2%) 14 (28,6%) 49
No 22 (50,0%) 10 (22,7%) 5 (11,4%) 7 (15,9%) 44
P =0,497
Nombre de cigarrets/dia
Mitja (desv _
) 5,15 (7,5) 6,15 (7,9) 8,27 (9,7) 9,0 (8,0) P =0,299
<10 8 (42,1%) 3 (33,3%) 1(16,7%) 5 (33,3%) 17
=10 11 (57,9%) 6 (66,7%) 5 (83,3%) 10 (66,7%) 32
P=0,722

Taula 38: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons I'habit tabaquic

Regressié complerta No curaci6
Fumador ’ (Curacié)p (CIN1+) P
Si 19 (38,8%) 30 (61,2%) 0,276
No 22 (50,0%) 22 (50,0%)
Nombre de cigarrets/dia
<10 8 (47,0%) 9 (53,0%) 0,433
210 11 (34,4%) 21 (65,6%)

Taula 39: Comparacio de regressio vs persistencia/progressio del CIN2 segons I'habit

tabaquic
Regressio Persistencia/Progressi6
F d P
umacdor (<CIN2) (CIN2+)
Si 29 (59,2%) 20 (40,8%) 0,170
No 32 (72,7%) 12 (27,3%)
Nombre de cigarrets/dia
Mitja (desv. 0,063
Estandard) 5,48 (7,6) 8,72 (8,5)
<10 11 (64,7%) 6 (35,3%) 0,401
=210 17 (53,1%) 15 (46,9%)

Taula 40: Comparacié de progressio vs no progressio del CIN2 segons I'habit tabaquic

No progressié Progressio
Fumador (SCIN2) (CIN3) P
Si 35 (71,4%) 14 (28,6%) 0,145
No 37 (84,1%) 7 (15,9%)
Nombre de cigarrets/dia
<10 12 (70,6%) 5 (29,4%) 0,850
210 22 (68,8%) 10 (31,2%)
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5.7.4. Paritat i Gestacio

En la poblacié estudiada de pacients diagnosticades de CIN2, 73,1%
(68/93) eren nul-lipares. D’aquestes, el 48,5% (33/68) van regressar
completament i un 19,1% (13/68) van regressar parcialment presentant un
CIN1 al finalitzar el seguiment. En quan al risc de progressio, destaca que les
pacients nul-lipares van progressar en un 17,6% (12/68) dels casos comparat
amb el 36% (9/25) de les pacients que tenen fills (p=0,061).

A més a més, 11 pacients es van quedar embarassades durant els 2
anys de seguiment. Aquestes dones van presentar unes taxes de regressio
completa i parcial (SCIN1) d’'un 81,8% (9/11) comparat amb el 63,4% de
regressid observat entre les dones que no es van quedar embarassades, tot i

aixo, les diferencies no son significatives (Taula 41, 42, 43 i 44).

Taula 41: Resultat del seguiment del CIN2 segons la paritat

Regressio Regressio S .
. . Persistencia Progressio
Paritat complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
No 33 (48,5%) 13 (19,1%) 10 (14,7%) 12 (17,6%) 68
Si 8 (19,5%) 7 (35,0%) 1 (9,1%) 9 (42,9%) 25
P =0,098
Nombre de fills
1 5 (33,3%) 5 (33,3%) 0 (0,0%) 5 (33,3%) 15
2 3 (50,0%) 1(16,7%) 0 (0,0%) 2 (33,3%) 6
23 0 (0,0%) 1 (25,0%) 1 (25,0%) 1 (25,0%) 4
P =0,368
Gestant durant I’estudi
No 34 (41,5%) 18 (22,0%) 10 (12,2%) 20 (24,4%) 82
Si 7 (63,6%) 2 (18,2%) 1(9,1%) 1(9,1%) 11
P =0,526
Total 41 20 11 21

Taula 42: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons la paritat

Paritat Regressié complerta No curacio P
(Curacio) (CIN1+)
No 33 (48,5%) 35 (51,5%) 0,155
Si 8 (32,0%) 17 (68,0%)
Nombre de fills
1 5 (33,3%) 10 (66,7%) 0,344
2 3 (50,0%) 3 (50,0%)
=23 0 (0%) 4 (100%)
Gestant durant I’estudi
No 34 (41,5%) 48 (58,5%) 0,164
Si 7 (63,6%) 4 (36,4%)
Total 41 52
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Taula 43: Comparacio de regressio vs persistencia/progressio del CIN2 segons la

paritat
. Regressio Persistencia/Progressi6
Paritat (<gCIN2) (CIN2+) 9 P
No 46 (67,6%) 22 (32,4%) 0,491
Si 15 (60,0%) 10 (40,0%)
Nombre de fills
1 10 (66,7%) 5 (33,3%)
2 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0,489
=23 1 (25,0%) 3 (75,0%)
Gestant durant I’estudi
No 52 (63,4%) 30 (36,6%) 0.228
Si 9 (81,8%) 2 (18,2%) '
Total 61 32

Taula 44: Comparacié de progressio vs no progressio del CIN2 segons la paritat

. No progressié Progressio
Paritat IC()sc?rxlz) (gms) P
No 56 (82,4%) 12 (17,6%) 0,061
Si 16 (64,0%) 9 (36,0%)
Nombre de fills
1 10 (66,7%) 5 (33,3%) 0,202
2 4 (66,7%) 2 (33,3%)
>3 2 (50,0%) 2 (50,0%)
Gestant durant I’estudi
No 62 (75,6%) 20 (24,4%) 0,254
Si 10 (90,9%) 1 (9,1%)
Total 72 21
5.7.5. Meétode anticonceptiu

Es va estudiar la relacio entre I'is de diferents metodes anticonceptius

amb el resultat final de I'evolucié del CIN2 (Taula 45). En el cas del preservatiu

es va realitzar un segon analisis, segons es demostrés o0 no curacio, regressio

i progressio al cap dels dos anys de seguiment i tampoc es van evidenciar

diferencies estadisticament significatives entre les pacients que referien

utilitzar-lo i les que no (Taula 46, 47 i 48).
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Taula 45: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el metode anticonceptiu

Metode Sjg:;ﬁ;lg Rzi:iis;m Persistencia Progressio Total
anticonceptiu Clradio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
Preservatiu 19 (46,3%) 9 (22,0%) 6 (14,6%) 7 (17,1%) 41

Anticoncepcio 15 5o 7 (18,9%) 3 (8,1%) 11 (29,7%) 37

hormonal

DIUores 6 (40,0%) 4 (26,7%) 2 (13,3%) 3 (20,0%) 15

Total 41 20 11 21
P =0,859

Taula 46: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons I'Us del preservatiu

Preservatiu Regressié complerta No curacio p
(Curacio) (CIN1+)
No 22 (42,3%) 30 (57,7%) 0,697
Si 19 (46,3%) 22 (53,7%)
Total 41 52

Taula 47: Comparacio de regressié vs persistencia/progressié del CIN2 segons I'Us de
preservatiu

Preservatiu Regressio Persistencia/Progressio P
(<CIN2) (CIN2+)
No 33 (63,5%) 19 (36,5%) 0,626
Si 28 (68,3%) 13 (31,7%)
Total 61 32

Taula 48: Comparacido de progressio vs no progressio del CIN2 segons I'Us de
preservatiu

No progressié Progressio

Preservatiu (<CIN2) (CIN3) P
No 38 (73,1%) 14 (26,9%) 0,259
Si 34 (82,9%) 7 (17,1%)
Total 72 21
5.7.6. Conducta sexual

La conducta sexual de les pacients pot afectar I'evolucié de les lesions
preinvasives. En l'analisi es va estudiar el possible paper del nombre de
parelles sexuals, de I'edat d’inici de les relacions sexuals i de les malalties de

transmissié sexual en I'evolucio posterior de les lesions de CIN2 en les pacients
estudiades.
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5.7.6.1. Activitat sexual
En el cas de les pacients de la mostra, ni el nombre de parelles sexuals

totals al llarg de la seva vida (Taula 49), ni I'edat d'inici de les relacions sexuals
(Taula 50) es van demostrar com a cofactors en I'evolucio de les lesions CIN 2
(p>0.05).

Taula 49: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el nombre de parelles sexuals totals

Nombre Regressio Regressio o -
. Persistencia Progressio
parelles complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
sexuals (Curacio) (CIN1)
Mitja _
€ s esaTE) 9,1(7,8) 7,8 (4,5) 11,4 (6,1) 8,4 (5,2) P=0,513
<10 23 (45,1%) 12 (23,5%) 4 (7,8%) 12 (23,5%) 51
=10 18 (42,9%) 8 (19,0%) 7 (16,7%) 9 (21,4%) 42
Total 41 20 11 21
P=0,614

Taula 50: Resultats de I'evoluciéo del CIN2 segons l'edat a d'inici de les relacions

sexuals
Edat d’inici de Regressio Regressio o -
. . Persistencia Progressio
les relacions complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
sexuals (anys) (Curacio) (CIN21)
Mitja _
sy EsE) 17,6 (3,2) 17,6 (2,5) 16,8 (1,4) 17,0 (1,8) P =0,706
<18 25(61,0%) 10 (50,0%) 8 (72,7%) 13 (61,9%) 56
=18 16 (39,0%) 10 (50,0%) 3 (27,3%) 8 (38,1%) 37
Total 41 20 11 21
P =0,654

5.7.6.2. Malalties de transmissio sexual

Cada una de les pacients diagnosticades de CIN2, va ser sotmesa a un
analisis serologic per tal de fer un despistatge de les malalties de transmissio
sexual. Tan sols 11 pacients de les que van finalitzar I'estudi tenien IgG per
VHS?2 i altres 8 pacients presentaven IgG per Clamidia.

La infeccié per VHS2 no va mostra associacié amb I'evolucioé del CIN2. En
canvi, l'antecedent d’infecci6 per Clamidia (IgG) si que influenciava en
I'evolucié del CIN2 (Taula 51). Categoritzant I'evolucio del CIN2 en funcié de la
infeccié per Clamidia s’observa que de les 8 pacients amb IgG+ per Clamidia, 7

(87,5%) continuaven amb lesio de CIN2+ als 2 anys de seguiment, i només
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una (12,5%) va regressar, mentre que 70,6% que no presenten IgG per
Clamidia van regressar (p=0,001) (Taules 52, 53 i 54).

Taula 51: Resultats de I'evolucio del CIN2 segons la immunitat pel virus herpes simple

tipus 2 i la Chlamydia trachomatis

Regressio Regressio S .
: . Persistencia Progressio
Serologies complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
Anticossos virus herpes simple 2
lgG - 38 (46,3%) 16 (19,5%) 11 (13,4%) 17 (20,7%) 82
IgG + 3 (27,3%) 4 (36,4%) 0 (0,0%) 4 (36,4%) 11
P =0,203
IgM - 40 (43,5%) 20 (21,7%) 11 (12,0%) 21 (22,8%) 92
IgM + 1 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1
P=0,733
Anticossos Chlamydia trachomatis
IgG - 40 (47,1%) 20 (23,5%) 8 (9,4%) 17 (20,0%) 85
IgG + 1(12,5%) 0 (0,0%) 3 (37,5%) 4 (50,0%) 8
P = 0,009
IgA - 37 (48,7%) 16 (21,1%) 7 (9,2%) 16 (21,1%) 76
IgA + 4 (23,5%) 4 (23,5%) 4 (23,5%) 5 (29,4%) 17
P=0,181
Total 41 20 11 21

Taula 52: Comparacio de curacié vs no curacié del CIN2 segons la immunitat pel virus

herpes simple tipus 2 i la Chlamydia trachomatis

Regressié complerta No curacio

Serologies (Curaci6) (CIN1+) P
Anticossos Chlamydia trachomatis
IgG - 40 (47,1%) 45 (52,9%) 0,060
IgG + 1(12,5%) 7 (87,5%)
IgA - 37 (48,7%) 39 (51,3%) 0,059
IgA + 4 (23,5%) 13 (76,5%)
Total 41 52

Taula 53: Comparacié de regressio vs persistencia/progressio del CIN2 segons la

immunitat pel virus herpes simple tipus 2 i la Chlamydia trachomatis

Serellesies Regressio Persistencia/Progressié p
(<CIN2) (CIN2+)

Anticossos Chlamydia trachomatis
IgG - 60 (70,6%) 25 (29,4%) 0,001
IgG + 1(12,5%) 7 (87,5%)
IgA - 53 (69,7%) 23 (30,3%) 0,075
IgA + 8 (47,1%) 9 (52,9%)
Total 61 32
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Taula 54: Comparacié de progressio vs no progressio del CIN2 segons la immunitat

pel virus herpes simple tipus 2 i la Chlamydia trachomatis

. No progressié Progressio
Serologies F()SC?NZ) (3|N3) P
Anticossos herpes simple 2
IgG - 65 (79,3%) 17 (20,7%) 0,244
IgG + 7 (63,6%) 4 (36,4%)
IgM - 71 (77,2%) 21 (22,8%) 0,587
IgM + 1 (100%) 0 (0,0%)
Anticossos Chlamydia trachomatis
IgG - 68 (80,0%) 17 (20,0%) 0,052
IgG + 4 (50,0%) 4 (50,0%)
IgA - 60 (78,9%) 16 (21,1%) 0,456
IgA + 12 (70,6%) 5 (29,4%)
Total 72 21
5.7.7. Vacunacio del VPH i evoluci6 de les lesions de CIN2

Tot i que no s’observen diferencies estadisticament significatives, les 2
pacients que s’havien administrat la vacuna del VPH van regressar de la lesio

de CIN2 posterior als 2 anys de seguiment, tal i com es mostra a la Taula 55.

Taula 55: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons la vacunaci6 al VPH

Vacunacio Regressio Regressio

pel VPH complerta parcial Persistencia Progressio Total
prévia (Curacio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
No 40 (44,0%) 19 (20,9%) 11 (12,1%) 21 (23,1%) 91
Si 1 (50,0%) 1 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2
41 20 11 21 P =0,684

5.8. FACTORS ANATOMO-PATOLOGICS | EVOLUCIO DEL CIN2

5.8.1. Citologia previa
Amb la finalitat de poder establir si el resultat de la citologia previa al
diagnostic del CIN2 podria orientar sobre el resultat final posterior a 2 anys del
CIN2, es va relacionar I'evolucié de la lesié del CIN2 amb el de la citologia
inicial (Grafic 13).
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Grafic 13: Distribucio de la I'evolucioé del CIN2 segons la citologia prévia
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A la Taula 56 es recullen els resultats de I'analisi entre diagnostic de la

citologia inicial i el resultat final de les lesions CIN2 mostrant associacio

estadistica entre les 2 variables. (p=0,028). Com es pot observar a les Taules

57,58 59, les lesions de CIN2 amb una citologia prévia de HSIL van presentar

més tendéncia a persistir i progressar que la resta (p=0,013 i p=0,003,

respectivament).

Taula 56: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons la citologia prévia

Regressio

Regressio

Cit\ol.ogia Eompleita Darsial Persistencia Progressio Total
prévia (Curacio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
No patologia 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0
ASC-US 7 (17,1%) 3 (15,0%) 3 (27,3%) 0 (0,0%) 13
LSIL 12 (29,3%) 3 (15,0%) 2 (18,2%) 3 (14,3%) 20
ASC-H 10 (24,4%) 5 (25,0%) 1(9,1%) 1 (4,8%) 17
HSIL 12 (29,3%) 9 (45,0%) 5 (45,5%) 17 (81,0%) 43
Total 41 20 11 21
P =0,028
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Taula 57: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons la citologia prévia

Citologia Regressié complerta No curacio P
prévia (Curacio) (CIN1+)
ASC-US 7 (53,8%) 6 (46,2%)
LSIL 12 (60,0%) 8 (40,0%) 0,035
ASC-H 10 (58,8%) 7 (41,2%)
HSIL 12 (27,9%) 31 (72,1%)
Total 41 52

Taula 58: Comparacio de regressio vs persistencia/progressié del CIN2 segons la

citologia prévia

Citologia Regressio Persistencia/Progressié P
prévia (<CIN2) (CIN2+)
ASC-US 10 (76,9%) 3 (23,1%)
LSIL 15 (75,0%) 5 (25,0%) 0,013
ASC-H 15 (88,2%) 2 (11,8%)
HSIL 21 (48,8%) 22 (51,2%)
Total 61 32

Taula 59: Comparacié de progressiéo vs no progressio del CIN2 segons la citologia

prévia
Citologia No progressié Progressio p
prévia (SCIN2) (CIN3)
ASC-US 13 (100%) 0 (0,0%)
LSIL 17 (85,0%) 3 (15,0%) 0,003
ASC-H 16 (94,1%) 1 (5,9%)
HSIL 26 (60,5%) 17 (39,5%)
Total 72 21

Aquesta observacié es va veure confirmada en fer un subanalisis en
funcié de si la citologia inicial era HSIL o noHSIL (ASC-US, LSIL i ASC-H)
mostrant una p=0,002 (Taula 60). Tal i com es pot veure a les dades recollides,
el 72,1% de les lesions de CIN2 amb citologia previa de HSIL no es van curar, i
el 39,5% van progressar a CIN3. De la mateixa manera el 58% de les lesions
CIN2 amb citologia prévia noHSIL, havien curat al cap de dos anys i homés
havien progressat un 8%, (<0,005) (Taula 61, 62 i 63).
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Taula 60: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons la citologia prévia agrupada en HSIL
0 noHSIL

Citologia Ssir;)alsesr'g Rzirriiszzlo Persistencia Progressio Total
prévia i) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
noHSIL* 29 (70,7%) 11 (55,0%) 6 (54,5%) 4 (19,0%) 50
HSIL 12 (29,3%) 9 (45,0%) 5 (45,5%) 17 (81,0%) 43
Total 41 20 11 21
P = 0,002

*noHSIL inclou ASCUS, LSIL, ASC-H

Taula 61: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons la citologia prévia
HSIL o no HSIL

Citologia Regressié complerta No curacio P
prévia (Curacio) (CIN1+)
noHSIL 29 (58,0%) 21 (42,0%) 0,004
HSIL 12 (27,9%) 31 (72,1%)
Total 41 52

*noHSIL inclou ASCUS, LSIL, ASC-H

Taula 62: Comparacio de regressio vs persistencia/progressio del CIN2 segons la

citologia prévia HSIL o no HSIL

Citologia Regressio Persistencia/Progressié P
prévia (<CIN2) (CIN2+)
noHSIL 40 (80,0%) 10 (20,0%) 0,002
HSIL 21 (48,8%) 22 (51,2%)
Total 61 32

*noHSIL inclou ASCUS, LSIL, ASC-H

Taula 63: Comparacié de progressiéo vs no progressio del CIN2 segons la citologia
prévia HSIL o no HSIL

Citologia No progressié Progressio p
prévia (£CIN2) (CIN3)
noHSIL 46 (92,0%) 4 (8,0%) <0,001
HSIL 26 (60,5%) 17 (39,5%)
Total 72 21

*noHSIL inclou ASCUS, LSIL, ASC-H

123



5.8.2. Genotip del VPH a la citologia
A més a més de determinar si la citologia motiu del diagnostic del CIN2

ens podia preveure I'evolucié posterior de la lesid, es va estudiar el paper que

podien tenir els diferents genotips del VPH presents en la citologia en relacié al

diagnostic final de les lesions de CIN2 (Grafic 14). Com es pot observar les

lesions CIN2 en les que previament s’havia detectat VPH-ARN016n018 o bé es

van considerar VPH-ARnegatiu tenien més tendéncia a curar-se i regressar en

els 2 anys de seguiment que les que presenten VPH16 i VPH18 amb resultats

estadisticament significatius (Taula 64).

Taula 64: Distribucié de I'evolucié del CIN2 segons els genotip del VPH

Regressio Regressio o -
complerta parcial Persistencia Progressio Total
(Curacio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
VPH AR
Negatiu 13 (92,9%) 1(7,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 14
Positiu 28 (35,4%) 19 (24,1%) 11 (13,9%) 21 (26,6%) 79
P =0,001
VPH 16
Negatiu 31 (56,4%) 13 (23,6%) 3 (5,5%) 8 (14,5%) 55
Positiu 10 (26,3%) 7 (18,4%) 8 (21,1%) 13 (34,2%) 38
P =0,004
VPH 18
Negatiu 41 (47,1%) 19 (21,8%) 8 (9,2%) 19 (21,8%) 87
Positiu 0 (0,0%) 1 (16,7%) 3 (50,0%) 2 (33,3%) 6
P=0,011
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 18 (66,7%) 4 (14,8%) 1(3,7%) 4 (14,8%) 27
Positiu 23 (34,8%) 16 (24,2%) 10 (15,2%) 17 (25,8%) 66
P =0,040
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 23 (41,8%) 9 (16,4%) 9 (16,4%) 14 (25,5%) 55
Positiu 18 (47,4%) 11 (28,9%) 2 (5,3%) 7 (18,4%) 38
P =0,200
Total 41 20 11 21
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Grafic 14: Distribucio6 de I'evolucié del CIN2 segons els genotips del VPH
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Finalment es va realitzar un analisis segons el genotip de VPH i el

diagnostic final de I'evolucié del CIN2 agrupat per tal de veure més clarament

I'associacié entre el genotipat del VPH i I'evolucio del CIN2, tal i com es mostra
ales Taules 65, 66 i 67.

Taula 65: Comparacié de curacié vs no curacio del CIN2 segons el VPH

Regressio complerta No curacio P
(Curacio) (CIN1+)
VPH AR
Negatiu 13 (92,9%) 1(7,1%) <0,001
Positiu 28 (35,4%) 51 (64,6%)
VPH 16
Negatiu 31 (56,4%) 24 (43,6%) 0,004
Positiu 10 (26,3%) 28 (73,7%)
VPH 18
Negatiu 41 (47,1%) 46 (52,9%) 0,025
Positiu 0 (0,0%) 6 (100%)
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 18 (66,7%) 9 (33,3%) 0,005
Positiu 23 (34,8%) 43 (65,2%)
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 23 (41,8%) 32 (58,2%) 0,596
Positiu 18 (47,4%) 20 (52,6%)
Total 41 52
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Taula 66: Comparacié de regressio vs persistencia/progressié del CIN2 segons el VPH

Regressio Persistencia/Progressio P
(<CIN2) (CIN2+)
VPH AR
Negatiu 14 (100%) 0 (0,0%) 0,003
Positiu 47 (59,5%) 32 (40,5%)
VPH 16
Negatiu 44 (80,0%) 11 (20,0%) <0,001
Positiu 17 (44,7%) 21 (55,3%)
VPH 18
Negatiu 60 (69,0%) 27 (31,0%) 0,009
Positiu 1(16,7%) 5 (83,3%)
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 22 (81,5%) 5 (18,5%) 0,039
Positiu 39 (59,1%) 27 (40,9%)
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 32 (58,2%) 23 (41,8%) 0,070
Positiu 29 (76,3%) 9 (23,7%)
Total 61 32

Taula 67: Comparacié de progressio vs no progressio del CIN2 segons el VPH

No progressié

Progressio

(sCIN2) (CIN3) P
VPH AR
Negatiu 14 (100%) 0 (0,0%) 0,028
Positiu 58 (73,4%) 21 (26,6%)
VPH 16
Negatiu 47 (85,5%) 8 (14,5%) 0,026
Positiu 25 (65,8%) 13 (34,2%)
VPH 18
Negatiu 68 (78,2%) 19 (21,8%) 0,515
Positiu 4 (66,7%) 2 (33,3%)
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 23 (85,2%) 4 (14,8%) 0,252
Positiu 49 (74,2%) 17 (25,8%)
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 41 (74,5%) 14 (25,5%) 0,425
Positiu 31 (81,6%) 7 (18,4%)
Total 72 21
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5.8.3. Analisi de I’evolucié del CIN2 en funcié de la citologiai el
genotip del VPH

Finalment es va agrupar la citologia realitzada previa al diagnostic de
CIN2 i el genotip del VPH que s’hi detectava amb la final evolucié de la lesi6 de
CIN 2.

En el cas de les 13 pacients amb citologia ASC-US, cap va progressar i
nomeés 3 van persistir. D’aquestes 3 en una es va detectar VPH16 i les altres
dues VPHARNO016n018 (Taula 68).

Taula 68: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del VPH en casos de
citologia ASC-US

Regressio Regressio Persistéencia Progressio
ASC-US complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
VPH AR
Negatiu 2 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2
Positiu 5 (45,5%) 3 (27,3%) 3 (27,3%) 0 (0,0%) 11
P =0,363
VPH 16
VPH 16 - 6 (60,0%) 2 (20,0%) 2 (20,0%) 0 (0,0%) 10
VPH 16 + 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 3
P=0,719
VPH 18
VPH 18 - 7 (53,8%) 3 (23,1%) 3 (23,1%) 0 (0,0%) 13
VPH 18+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0
*
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 3 (75,0%) 1 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4
Positiu 4 (44,4%) 13 (22,2%) 3 (33,3%) 0 (0,0%) 9
P=0,736
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 3 (60,0%) 1 (20,0%) 1 (20,0%) 0 (0,0%) 5
Positiu 4 (50,0%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) 0 (0,0%) 8
P =0,940

Total 7 3 3 0

* No es pot calcular
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En el cas de les 20 lesions de CIN2 amb citologia prévia de LSIL, es va
observar una relacié estadisticament significativa amb I'evolucié de la lesi6é de
CIN2 i el genotipat del VPH. La deteccio del VPH16 en citologies de LSIL es va
associar a meés risc de persisténcia i progressio de les lesions de CIN2 que en
els casos de VPH16 negatiu (p=0,020) (Taula 69).

Taula 69: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del VPH en casos de

citologia LSIL
Regressio Regre§5|o Persistencia Progressio
LSIL complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
VPH AR
Negatiu 3 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3
Positiu 9 (52,9%) 3 (17,6%) 2 (11,8%) 3 (17,6%) 17
P =0,502
VPH 16
VPHL16 - 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 11
VPH16 + 3 (33,3%) 1(11,1%) 2 (22,2%) 3 (33,3%) 9
P =0,020
VPH 18
VPH 18 - 12 (60,0%) 3 (15,0%) 2 (10,0%) 3 (15,0%) 20
VPH 18+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0
*
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 5 (71,4%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 7
Positiu 7 (53,8%) 3 (23,1%) 1 (7,7%) 2 (15,4%) 13
P=0,793
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 6 (50,0%) 1 (8,3%) 2 (16,7%) 3 (25,0%) 12
Positiu 6 (75,0%) 2 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 8
P =10,301

Total 12 3 2 3

*No es pot calcular

La citologia de ASC-H va ser la causant del diagnostic histologic de CIN2
en 17 casos. El genotip del VPH present a la citologia ASC-H no mostra
diferencies estadisticament significatives respecte a I'evolucié posterior del
CIN2 (Taula 70).
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Taula 70: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del VPH en casos de
citologia ASC-H

Regressio Regressio Persistéencia Progressio
ASC-H complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
VPH AR
Negatiu 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6
Positiu 5 (45,5%) 4 (36,4%) 1(9,1%) 1(9,1%) 11
P =0,830
VPH 16
VPHL16 - 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 11
VPH16 + 2 (33,3%) 2 (33,3%) 1 (16,7%) 1 (16,7%) 6
P =0,219
VPH 18
VPH 18 - 10 (62,5%) 4 (25,0%) 1 (6,3%) 1 (6,3%) 16
VPH 18+ 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1
P=0,412
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 6 (75,0%) 2 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 8
Positiu 4 (44,4%) 3 (33,3%) 1(11,1%) 1(11,1%) 9
P =0,689
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 7 (53,8%) 4 (30,8%) 1 (7,7%) 1 (7,7%) 13
Positiu 3 (75,0%) 1 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4
P =0,830

Total 10 5 1 1

La majoria dels casos amb biopsia de CIN2 de la nostra poblacio
d’estudi presentaven una citologia prévia de HSIL (46,2%). Es va relacionar el
genotip de VPH present a aquests lesions citologiques i I'evolucié posterior dels
CIN2 (Taula 71). Destacar que es va observar una associacio estadisticament
significativa entre I'evolucié del CIN2 i la citologia previa HSIL amb VPH18+.
Les 5 lesions de CIN2 amb citologia HSIL i VPH18 havien persistit o progressat
als dos anys de seguiment (p=0,006). En el cas del VPH16, el 45% de les
lesions de CIN2 amb citologia previa de HSIL i VPH16+ van progressar i el
20% van persistir, i el 39,1%, dels casos de VPH16 negatiu va persistir o

progressar, sense trobar diferéncies estadisticament significatives.
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Taula 71: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del VPH en casos de

citologia HSIL
Regressio Regregsm Persistencia Progressio
HSIL complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
VPH AR
Negatiu 3 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3
Positiu 9 (22,5%) 9 (22,5%) 5 (12,5%) 17 (42,5%) 40
P=0,071
VPH 16
VPHL16 - 8 (34,8%) 6 (26,1%) 1 (4,3%) 8 (34,8%) 23
VPH16 + 4 (20,0%) 3 (15,0%) 4 (20,0%) 9 (45,0%) 20
P =0,285
VPH 18
VPH 18 - 12 (31,6%) 9 (23,7%) 2 (5,3%) 15 (39,5%) 38
VPH 18+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (60,0%) 2 (40,0%) 5
P = 0,006
VPH Alt risc no 16 no 18
Negatiu 4 (50,0%) 1(12,5%) 0 (0,0%) 3 (17,6%) 8
Positiu 8 (22,9%) 8 (22,9%) 5 (14,3%) 14 (40,0%) 35
P =0,494
VPH Alt risc no 16 no 18 (descartant coinfeccié amb VPH16 i VPH 18)
Negatiu 7 (28,0%) 3 (12,0%) 5 (20,0%) 10 (40,0%) 25
Positiu 5 (27,8%) 6 (33,3%) 0 (0,0%) 7 (38,9%) 18
P=0,124
Total 12 9 5 17

5.9. CEL-LULES NK | EVOLUCIO DEL CIN2

La hipotesis de I'estudi estableix que una menor expressio de receptors de

les cél-lules NK podria presentar menor capacitat de regressio espontania de

les lesions intraepitelials cervical de CIN2.

5.9.1. Analisi de I'evolucié del CIN2 en funci6 de les cél-lules NK

En les taules seglients es recullen les dades de I'analisi de la relacio

entre el percentatge d’expressié dels receptors de les cél-lules NK i I'evolucié

final de les lesions de CIN2 (Taula 72-75).
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Taula 72: Poblacions de cel-lules NK segons I'evolucio de les lesions de CIN2

Receptor NK Regressio Regressio o -

" . Persistencia Progressio

Mitja complerta parcial (CIN2) (CIN3) P
(des.estand) (Curacio) (CIN1)
Ceél NK totals 12,9 (7,3) 10,9 (4,7) 12,4 (4,4) 12,4 (8,3) 0,824
NKG2A 43,5 (15,7) 42,6 (15,4) 36,3 (12,1) 46,6 (17,0) 0,370
NKG2C 24,2 (18,4) 27,0 (23,1) 23,7 (17,4) 15,3 (9,2) 0,348
NKG2D 68,8 (26,8) 64,8 (29,1) 83,7 (11,9) 65,5 (19,9) 0,188
ILT2 15,8 (16,7) 12,1 (12,9) 37,2 (27,2) 13,0 (12,8) 0,082
KIR 54,9 (14,6) 59,1 (19,9) 64,1 (12,1) 52,2 (15,8) 0,146
Total 41 20 11 21

Taula 73: Poblacions de cel-lules NK segons curacio vs no curacio del CIN2

Receptor NK

Mitia Regressio cc.)tnplerta No curacio p
(— (Curacio) (CIN1+)

NKG2A 43,5 (15,7) 42,8 (15,6) 0,703
NKG2C 24,2 (18,4) 21,6 (17,9) 0,521
NKG2D 68,8 (26,8) 69,0 (23,6) 0,838
ILT2 15,8 (16,7) 16,5 (17,8) 0,924
KIR 54,9 (14,6) 57,4 (17,2) 0,439

Total 41 52

Taula 74: Poblacions de cel-lules NK segons regressié vs persistencia/progressio del

CIN2

Receptor NK

Mitia Regressi6 Persistencia/Progressié P
(des.estand) (<CIN2) (CIN2+)

NKG2A 43,2 (15,5) 42,9 (16,0) 0,772
NKG2C 25,1 (19,9) 18,2 (13,0) 0,155
NKG2D 67,5 (27,4) 71,7 (19,5) 0,818
ILT2 14,6 (15,5) 19,0 (19,9) 0,320
KIR 56,3 (16,5) 56,3 (15,6) 0,894

Total 61 32

Taula 75: Poblacions de cel-lules NK segons progressio vs no progressio del CIN2

Receptor NK

No progressié

Progressio

Mitja P
(des.estand) (SCIN2) (CIN3)

NKG2A 42,1 (15,1) 46,6 (16,9) 0,341
NKG2C 24,9 (19,4) 15,3 (9,2) 0,076
NKG2D 70,0 (26,2) 65,5 (19,9) 0,213
ILT2 17,4 (18,5) 13,0 (12,8) 0,601
KIR 57,5 (16,1) 52,2 (15,8) 0,186

Total 72 21

131



De manera global s’observa una tendéncia no significativa a presentar
menys percentatge d’expressié de receptor NKG2C en els casos de progressio
del CIN2 que en els casos de regressid on observem més expressio NKG2C. Al

Grafic 15 de continuacié es pot observar aquesta tendencia.

Grafic 15: Representacio de la proporcié de cel-lules NK que expressen el receptor

NKG2C en funci6 de I'evolucio de les lesions de CIN2
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5.9.2. Analisi de I'evoluci6é del CIN2 en funcid de la infecci6 del
CMV

Com s’ha comentat anteriorment, la infeccié pel CMV s’associa a canvis
en la distribucié dels receptors de les cel-lules NK. Per aguest motiu, es va
estudiar la relacio entre I'evolucié del CIN2 en funcié de si les pacients havien
passat o no la infecci6 del CMV. En 71% de les pacients incloses que van

finalitzar el seguiment presentava anticossos IgG per CMV en sang.
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Es va analitzar si la propia immunitat envers a la infeccié pel CMV podia

ajudar a predir la evolucio del CIN2. Tot i que es va observar una tendencia a

que les lesions de CIN2 de pacients amb immunitat per CMV no regressaven

tant com les lesions de pacients amb IgG negatives per CMV, agquesta

diferencia no va ser significativa (Taula 76-79).

Taula 76: Resultats de I'evolucié del CIN2 segons la infeccié del CMV

Anticossos Ssr?]r;s;;z Regressio Persistencia Progressio
CMV e (CIN2) (CIN3)
IgG - 16 (59,3%) 5 (18,5%) 1(3,7%) 5 (18,5%)
IgG + 25 (37,9%) 15 (22,7%) 10 (15,2%) 16 (24,2%)
P =0,208
Total 41 11 21

Taula 77: Comparacié de curacié vs no curacié del CIN2 segons la infeccié del CMV

Anticossos Regressié complerta No curacio P
CMV (Curacio) (CIN1+)
IgG - 16 (59,3%) 11 (40,7%) 0,059
lgG + 25 (37,9%) 41 (62,1%)
Total 41 52

Taula 78: Comparacio de regressio vs persistencia/progressio del CIN2 segons la

infeccié del CMV

Anticossos Regressio Persistencia/Progressi6 P
CMV (<CIN2) (CIN2+)
IgG - 21 (77,8%) 6 (22,2%) 0,114
IgG + 40 (60,6%) 26 (39,4%)
Total 61 32

Taula 79: Comparacio de progressio vs no progressié del CIN2 segons la infeccié del

CMV
Anticossos No progressié Progressio p
CMV (sCIN2) (CIN3)
IgG - 22 (81,5%) 5 (18,5%) 0,549
IgG + 50 (75,8%) 16 (24,2%)
Total 72 21
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5.9.3.

Evolucioé del CIN2 en funci6 de les cél-lules NK i el CMV

A continuacié, es va correlacionar el percentatge d’expressio dels

receptors de les cel-lules NK i I'evolucié del CIN2 en funcié de la immunitat

previa a CMV (Taula 80). En pacients no immunes al CMV (CMV-) I'expressio

de les cel-lules NK no es va modificar i per tant no s’observa relacié entre la

seva expressio i I'evolucio del CIN2. En canvi, les pacients immunes a CMV

(CMV+) presentaven diferéncies en I'expressié de les cél-lules NK i aguestes

diferencies es correlacionen amb I'evolucié del CIN2. De manera global (Taula

80) s’observa que les pacients CMV+ amb menor expressio de NKG2C,

NKG2D i ILT2 tenen més tendéncia a progressar que les qgue mostren major

expressié (p=0,060, p=0,028, p=0,077, respectivament).

Taula 80: Poblacions de cel-lules NK segons I'evoluci6 del CIN2 i la infeccié pel CMV

Receptor NK Regressio Regressio Co .
» . Persistencia Progressio
Mitja complerta parcial (CIN2) (CIN3) P

(des.estand) (Curacio) (CIN1)
Ceél NK totals

CMV- 12,9 (7,4) 11,8 (3,1) 14,9* 10,1 (6,7) 0,580

CMV+ 12,9 (7,3) 10,7 (5,3) 12,1 (4,5) 13,1 (8,7) 0,894
NKG2A

CMV- 50,7 (13,7) 50,1 (12,7) 51,4* 49,0 (17,3) 0,998

CMV+ 39,0 (15,3) 40,0 (15,8) 34,7 (11,6) 46,0 (17,4) 0,308
NKG2C

CMV- 13,9 (12,5) 13,7 (13,3) 13,3* 14,1 (5,5) 0,866

CMV+ 30,7 (18,7) 31,4 (24,3) 24,7 (17,9) 15,7 (10,3) 0,060
NKG2D

CMV- 60,5 (25,5) 63,3 (33,3) 62,9* 81,8 (18,3) 0,404

CMV+ 74,1 (26,9) 65,3 (28,9) 85,7 (10,2) 60,3 (17,9) 0,028
ILT2

CMV- 7,1(7,7) 11,1 (13,9) 32,8* 19,2 (14,9) 0,193

CMV+ 21,2 (18,6) 12,6 (13,3) 38,0 (30,3) 10,6 (11,7) 0,077
KIR

CMV- 47,7 (11,4) 46,1 (20,1) 53,7* 46,9 (17,9) 0,936

CMV+ 59,5 (14,8) 63,4 (18,5) 65,2 (12,2) 53,8 (15,3) 0,234

Total 41 20 11 21

*No es pot calcular la desviacié estandard perqué només hi ha un cas

Els grafics 16 i 17 es representa el percentatge d’expressio del receptor

NKG2C en funcié de I'evolucié de les lesions de CIN2 en pacients CMV+ i

CMV-.
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Grafic 16: Representacio de la proporcié de cel-lules NK que expressen el receptor

NKG2C en funcié de I'evolucio de les lesions de CIN2 en pacients CMV negatives
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Grafic 17: Representacio de la proporcié de cel-lules NK que expressen el receptor

NKG2C en funcié de I'evolucié de les lesions de CIN2 en pacients CMV positives
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Les taules seguents recullen els nivells d’expressio dels diferents
receptors de les cel-lules NK, segons immunitat envers CMV i I'evolucié final de
les lesions CIN2 agrupada. S’observa una associacié estadisticament
significativa entre I'expressié de receptors de cel-lules NK i I'evolucié del CIN2
en les pacients CMV+ (Taules 81-83). Concretament s’observa una tendencia
entre I'expressid mitjana del receptor NKG2C i I'evolucié del CIN2 en pacients
CMV+ (p=0,060) (Grafic 17). El receptor NKG2C s’expressa en major proporcio
en les pacients CMV+ que regressen que en les que no regressen (p=0,013). A
part, comparant les pacients CMV+ que van progressar a CIN3 i I'expressio
NKG2C, s’observa que les pacients que no van progressar a CIN3 tenien una
expressié mitjana del receptor NKG2C de 29,7 comparada amb el 15,7 de les
gue van progressar, essent aquesta diferencia estadisticament significativa
(p=0,011). De manera semblant es va comportar I'expressié mitjana del
receptor NKG2D respecte a la progressio o no a CIN3 (60,3 vs 73,8; p=0,014).
Finalment, tot i que I'expressié mitjana de NKG2A entre les pacients CMV+ que
van regressar va ser menor en comparaci6 amb les que van progressar,
aguesta diferencia no va ser significativa (39,0 vs 46,0; p>0.05)

Taula 81. Poblacions de ceél-lules NK comparant curacié vs no curacié de les lesions

de CIN2 en funcié de la infeccié pel CMV

Receptor NK ., L.
P Regressié complerta No curacio

L]
( de/s".(';"s'tt; " (Curaci6) (CIN1+) P
NKG2A
CMV- 50,7 (13.7) 49,8 (13.2) 0,058
CMV+ 38,9 (15,3) 41,1 (15,8) 0,746
NKG2C
CMV- 13.9 (12.5) 13,9 (9.1) 0,730
CMV+ 30,7 (8.7) 23,7 (19,2) 0,089
NKG2D
CMV- 60,5 (25.3) 71,7 (25.9) 0,246
CMV+ 74,2 (26.9) 68,3 (23.2) 0,180
ILT2
CMV- 717 17,3 (14.5) 0,105
CMV+ 21,2 (18,6) 16,2 (19,1) 0,265
KIR
CMV- 47,7 (11,4) 47,2 (17.2) 0,882
CMV+ 59,5 (14,8) 60,1 (16,4) 0,942
Total 41 52

*Mann-Whitney
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Taula 82: Poblacions de cel-lules NK comparant regressié vs persisténcia/progressio

del CIN2 segons la infecci6é pel CMV

Receptor NK

% Mitja R(efé:alj;)ié Persisté?g:;/;g)gressié p
(des.estand)
NKG2A
CMV- 50,5 (13,2) 49,5 (15,0) 0,974
CMV+ 39,4 (15,3) 41,7 (16,2) 0,699
NKG2C
CMV- 13,8 (12,3) 14,0 (4,9) 0,441
CMV+ 31,0 (20,7) 19,2 (14,1) 0,013
NKG2D
CMV- 61,2 (26,5) 78,6 (18,1) 0,175
CMV+ 70,8 (27,6) 70,1 (19,3) 0,447
ILT2
CMV- 8,1(9,3) 21,5 (14,5) 0,080
CMV+ 18,1 (17,1) 18,2 (21,7) 0,955
KIR
CMV- 47,3 (13,4) 48,0 (16,3) 0,887
CMV+ 60,9 (16,1) 58,2 (15,1) 0,555
Total 61 32

*Mann-Whitney

Taula 83: Poblacions de cel-lules NK comparant progressio vs no progressié del CIN2

segons la infeccié pel CMV

Receptor NK

No progressié

Progressio

% Mitja P
(des.estand) (SCIN2) (CIN3)
NKG2A
CMV- 50,6 (12,9) 49,0 (17,3) 0,943
CMV+ 38,4 (14,7) 46,0 (17,4) 0,111
NKG2C
CMV- 13,8 (12,0) 14,1 (5,5) 0,492
CMV+ 29,7 (20,2) 15,7 (10,3) 0,011
NKG2D
CMV- 61,3 (25,8) 81,8 (18,3) 0,098
CMV+ 73,8 (25,7) 60,3 (17,9) 0,014
ILT2
CMV- 9,7 (10,1) 19,2 (14,9) 0,283
CMV+ 21,1 (20,4) 10,6 (1,7) 0,157
KIR
CMV- 47,6 (13,1) 46,9 (17,9) 0,662
CMV+ 61,8 (15,4) 53,8 (15,3) 0,077
Total 72 21

*Mann-Whitney
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5.9.4. Evoluci6 del CIN2 en funcié de la genética NKG2C

Amb la finalitat de poder establir el possible paper del genotipat del gen
NKG2C amb la diferent expressié del receptor NKG2C de les cel-lules NN en
I'evolucié de les lesions de CIN2, es van analitzar les dades de manera global
(TAULA 84) i també en funcié de l'estatus de immunitat envers el CMV

(TAULA 85 i 86), sense trobar diferéncies estadisticament significatives.

Taula 84: Relacio de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del NKG2C

REGIESSE E R Persistencia Progressio
NKG2C complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
NKG2C+/+ 21 (43,8%) 13 (27,1%) 6 (12,5%) 8 (16,7%) 48
NKG2C+/del 6 (33,3%) 3 (16,7%) 2 (11,1%) 7 (38,9%) 18
NKG2Cdel/del 6 (66,7%) 1(11,1%) 1(11,1%) 1(11,1%) 9
P =0,390
Total 33 17 9 16

*Homozigot (NKG2C+/+), Heterozigot (NKG2C+/del) i doble deleccié (NKG2Cdel/del)

Taula 85: Relacié de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del NKG2C en pacients

CMV negatives

CMV negatiu

Regressio Regressio Persistencia Progressio
NKG2C complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
NKG2C+/+ 4 (80,0%) 1 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 5
NKG2C+/del 1 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (50,0%) 2
NKG2Cdel/del 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6
P =0,598
Total 10 2 0 1

*Homozigot (NKG2C+/+), Heterozigot (NKG2C+/del) i doble deleccié (NKG2Cdel/del)

Taula 86: Relacié de I'evolucié del CIN2 segons el genotip del NKG2C en pacients

CMV positives

CMV positiu

REGIESSE E R Persistencia Progressio
NKG2C complerta parcial (CIN2) (CIN3) Total
(Curacio) (CIN1)
NKG2C+/+ 17 (39,5%) 12 (27,9%) 6 (14,0%) 8 (18,6%) 43
NKG2C+/del 5 (31,3%) 3 (18,8%) 2 (12,5%) 6 (37,5%) 16
NKG2Cdel/del 1 (33,3%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 3
P =0,620
Total 23 15 9 15

*Homozigot (NKG2C+/+), Heterozigot (NKG2C+/del) i doble deleccié (NKG2Cdel/del)
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5.9.5. Evolucioé del CIN2 en funcio6 de les cél-lules NK i el VPH

Tot i que no es va aconseguir demostrar diferencies en I'expressié dels
receptors de les cel-lules NK en funcié de la deteccié del VPH-AR (Taules 25-
29), es va voler determinar si I'expressié de les cél-lules NK era diferent en
funcié de la presencia o no de VPH-AR en relacid a I'evolucio de les lesions
de CIN2. Tot i observant-se una tendéncia a que les lesions que més van
progressar tenien major percentatge d’expressio del receptor NKG2A i menys
NKG2C que

estadisticament significatives (Taula 87).

les que van regressar, no es va evidenciar diferencies

Taula 87: Poblacions de cel-lules NK en funci6 de I'evoluci6 de les lesions de CIN2 i de

la infecci6 del VPH

Receptor NK

Regressio

Regressio

% Mitja Complea ST Persistencia Progressio P
(des.estand) (Curacio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)
Ceél NK totals
VPH AR - 13,2 (7,4) 10,7* * * 0,901
VPH AR + 12,8 (7,3) 10,9 (4,9) 12,4 (4,4) 12,4 (8,3) 0,881
NKG2A
VPH AR - 51,4 (15,9) 35,9* * * 0,535
VPH AR + 39,8 (14,4) 42,9 (15,8) 36,3 (12,1) 46,6 (16,9) 0,325
NKG2C
VPH AR - 25,9 (18,7) 12,3* * * 0,385
VPH AR + 23,4 (18,5) 27,8 (23,5) 23,7 (17,4) 15,3 (9,2) 0,365
NKG2D
VPH AR - 70,8 (25,3) 79,7* * * 0,901
VPH AR + 67,9 (27,9) 64,0 (29,7) 83,7 (11,9) 65,5 (19,9) 0,176
ILT2
VPH AR - 13,8 (15,4) * * * *
VPH AR + 16,5 (17,4) 12,1 (12,9) 37,2 (27,2) 12,9 (12,8) 0,086
KIR
VPH AR - 55,3 (11,5) 64,5* * * 0,264
VPH AR + 54,7 (16,0) 58,8 (20,4) 64,1 (12,1) 52,2 (15,8) 0,200
Total 41 20 11 21

*No es pot calcular

Es van repetir els mateixos analisis en funcié del VPH16 present a la
citologia prévia al diagnostic del CIN 2 (Taula 88). No es va demostrar relacié
entre el percentatge d’expressié dels receptors de les cel-lules NK i la
presencia del VPH16 en I'evolucio de les lesions de CIN2. Destaca I'expressio
del receptor ILT2 amb resultat significatiu, perd mirant els seus valors i

comparant curacié vs progressio la diferencia no és clinicament valorable.
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Taula 88: Poblacions de cel-lules NK en funci6 de I'evolucié de les lesions de CIN2 i de
la infeccié del VPH16

Receptor NK Regressio Regressio o -
% Mitia comblerta arcial Persistencia Progressio p
) pler P (CIN2) (CIN3)
(des.estand) (Curacio) (CIN21)
Ceél NK totals
VPH16 — 13,2 (6,8) 10,0 (4,2) 9,8 (6,1) 14,4 (7,7) 0,449
VPH 16 + 11,9 (8,9) 12,8 (5,4) 13,4 (3,6) 11,2 (8,6) 0,445
NKG2A
VPH 16 - 44,0 (15,1) 36,6 (12,7) 33,2 (8,2) 40,7 (16,9) 0,388
VPH 16 + 42,0 (18,1) 53,6 (14,5) 37,4 (13,6) 50,5 (16,5) 0,190
NKG2C
VPH 16 - 24,7 (17,1) 32,2 (26,3) 20,1 (17,2) 14,4 (10,3) 0,322
VPH 16 + 22,6 (22,8) 17,4 (11,9) 25,0 (18,4) 15,9 (8,9) 0,831
NKG2D
VPH 16 - 71,1 (27,2) 62,7 (29,3) 89,6 (16,2) 67,9 (17,4) 0,217
VPH 16 + 61,9 (25,6) 68,7 (30,5) 81,5 (10,4) 63,9 (21,8) 0,281
ILT2
VPH 16 - 17,3 (16,2) 6,7 (8,6) 11,7* 19,9 (12,7) 0,169
VPH 16 + 10,4 (19,1) 17,5 (14,8) 42,3 (27,0) 8,5 (11,3) 0,025
KIR
VPH 16 - 55,4 (13,7) 61,3 (18,8) 71,1 (20,1) 58,5 (18,2) 0,233
VPH 16 + 53,3 (17,8) 54,9 (22,7) 61,5 (13,4) 48,2 (13,4) 0,311
Total 41 20 11 21

5.9.7. Evoluci6 del CIN2 en funci6 de les cél-lules NK i la infecci6
pel VHS2

De la mateixa manera es va intentar demostrar si la immunitat envers al

VHS2 condicionava una distribucié diferent de receptors de NK i de I'evolucio

de les lesions de CIN 2 després de dos anys de seguiment clinic, sense trobar

diferencies estadisticament significatives (Taula 90).
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Taula 90: Poblacions de cel-lules NK en funci6 de I'evolucié de les lesions de CIN2 i de

la infeccio pel virus herpes simple 2

Receptor NK Regressio Regressio o -
on M . Persistencia Progressio
0% Mitja complerta parcial (CIN2) (CIN3) P
(des.estand) (Curacio) (CIN1)
Ceél NK totals
IgG VHS2 - 12,7 (7,3) 11,1 (3,9) 12,4 (4,4) 10,1 (6,9) 0,361
IgG VHS2+ 15,9 (6,7) 10,3 (8,1) hd 22,1 (7,0) 0,126
NKG2A
IgG VHS2 - 43,3 (15,9) 41,1 (14,7) 36,3 (12,1) 44,7 (17,1) 0,516
IgG VHS2+ 45,7 (14,8) 48,5 (19,3) i 54,2 (16,3) 0,840
NKG2C
IgG VHS2 - 23,0 (16,9) 28,8 (25,3) 23,7 (17,4) 13,8 (8,8) 0,191
IgG VHS2+ 38,4 (33,5) 19,9 (9,9) hd 22,1 (8,9) 0,498
NKG2D
IgG VHS2 - 66,9 (26,9) 66,9 (28,8) 83,7 (11,9) 63,9 (20,5) 0,175
IgG VHS2+ 93,2 (8,9) 55,9 (32,9) i 72,0 (17,8) 0,241
ILT2
IgG VHS2 - 14,5 (15,3) 13,7 (13,9) 37,2 (27,2) 10,4 (12,0) 0,065
IgG VHS2+ 53,4* 6,1(6,7) i 21,8 (13,5) 0,143
KIR
IgG VHS2 - 54,1 (14,6) 57,6 (20,3) 64,1 (12,1) 52,8 (16,1) 0,156
IgG VHS2+ 64,6 (12,9) 65,0 (19,7) i 49,6 (16,6) 0,417
Total 41 20 11 21

5.9.8. Evoluci6 del CIN2 en funci6 de les cél-lules NK i la infecci6

per Chlamydia trachomatis

Donades les dades de l'aparat 5.7.6.2 que orientaven a que tenir

I'antecedent d’infecci6 antiga per Clamidia (IgG+) podia influenciar en I'evolucio

del CIN2 (Taula 51), es va voler determinar si I'expressié la preséncia o no de

la immunitat envers la Clamidia condicionava una expressio diferent de les

cel-lules NK i els seus receptors que predis I'evolucié de les lesions de CIN2.

El resultats de I'analisi es recull a la Taula 91, i com es pot observar no es van

trobar diferencies estadisticament significatives.
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Taula 91: Poblacions de cel-lules NK en funci6 de I'evoluci6 de les lesions de CIN2 i de

la infeccid per Chlamydia Trachomatis

Receptor NK

Regressio

Regressio

% Mitja complerta parcial Persistencia Progressio p
(des.estand) (Curacio) (CIN1) (CIN2) (CIN3)

Ceél NK totals

IgG CHL - 12,5 (6,9) 11,0 (4,8) 13,2 (3,8) 12,4 (7,6) 0,760

IgG CHL+ 28,4* *x 10,2 (5,9) 12,2 (11,8) 0,499
NKG2A

IgG CHL - 43,7 (15,98 42,6 (15,4) 37,6 (13,4) 46,6 (17,3) 0,668

IgG CHL+ 350* *x 32,7 (8,7) 46,5 (17,9) 0,499
NKG2C

IgG CHL - 24,7 (18,2) 27,0 (23,1) 28,6 (17,8) 15,9 (9,5) 0,290

IgG CHL+ 2,7* *x 10,5 (6,0) 13,2 (8,7) 0,489
NKG2D

IgG CHL - 69,3 (27,0) 64,8 (29,1) 80,2 (11,1) 67,3 (21,5) 0,703

IgG CHL+ 52,5* *x 93,0 (10,2) 57,7 (8,7) 0,074
ILT2

IgG CHL - 15,8 (16,7) 12,1 (12,9) 34,6 (29,6) 13,1 (13,1) 0,205

IgG CHL+ i *x 50,0* 12,5 (13,8) 0,157
KIR

IgG CHL - 54,5 (14,6) 59,1 (19,9) 62,3 (13,7) 51,0 (15,6) 0,245

IgG CHL+ 69,2 * *x 68,9 (5,0) 57,2 (18,2) 0,683

Total 41 20 11 21

5.10. MODEL MULTIVARIANT

5.10.1. Model multivariat de regressioé logistica binaria de CIN2+

Amb la finalitat de poder averi guar si realment existia alguna associacio
entre les variables estudiades, es va realitzar un model multivariant. El model
multivariant de regressio logistica binaria (RLB) es va calcular mitjancant el
metode jerarquic en el qual es van anar eliminant una a una les variables que
no resultaven significatives en l'analisi bivariat fins assolir el millor model
predictiu final.

El model multivariant de regressié logistica binaria de CIN2+ (Taula 92)
mostra que les pacients amb diagnostic histologic de CIN2 i IgG Clamidia
positiu tenien 19 vegades més de possibilitats de presentar CIN2+ posterior als
2 anys de seguiment. En el cas de citologia previa de HSIL o preséencia del
VPHL16 a la citologia previa al diagnostic, les pacients tenien 5 vegades més de
possibilitats de presentar CIN2+ en els 2 anys posteriors al diagnostic de

manera independent. Mentre que si a més a més de presentar una citologia
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previa de HSIL, en aquesta es detectava el VPH16 de manera concomitant, les
pacients tenien 25 vegades més de risc de presentar CIN2+ posterior als 2
anys de seguiment.

Taula 92: Model multivariant de RLB de CIN2+

VARIABLE OR (95% IC) P
IgG Clamidia positiu 19,1 (1,9-189,7) 0,012
Citologia prévia HSIL 5,0 (1,7-14,6) 0,003
VPH16 positiu 4,8 (1,7-13,7) 0,003

La Corba ROC (Grafic 18) ens mostra la capacitat de discriminacio del
model multivariant de regressié logistica binaria calculat, mostrant una area
sota la corba (95% IC): 0,829, (0,744-0,913), el que indica que és model
predictiu molt bo.

Grafic 18: Corba ROC de la capacitat de discriminacié del model multivariant de RLB
de CIN2+
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Capacitat de discriminacié del model, ASC (95% IC):0,829 (0,744-0,913)
Calibracié del model, Hosmer-Lemesow test: p=0,724
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A continuacié es mostra com exemple la distribucido de les pacients
incloses en l'estudi en funcié d’aquestes variables per tal de poder posar en
practica el model i la seva significancia. Aquesta Taula 93 ens mostra que
nomeés pel fet de presentar immunitat envers la Clamidia (IgG+), gairebé totes
les pacients presentaran CIN2+ com a diagnostic final posterior als 2 anys de
seguiment independentment dels altres cofactors. Ja que de les 8 pacients amb
IgG Clamidia positiu, totes presenten CIN2+ excepte 1 pacient en la que es va
detectar el VPH18 positiu. Tot i aix0, la majoria de pacients amb diagnostic
histologic de CIN2 no van presentar immunitat IgG envers la Clamidia (IgG-) en
el moment del diagnostic. En aquests casos és on entren en joc els altres
factors estudiats i analitzats. Tal i com es pot veure a la Taula 93, el 33% de
pacients amb CIN2 que presentaven una citologia HSIL o VPH16 en el moment
del diagnostic, van evolucionar a CIN2+ als 2 anys de seguiment, mentre que si
presentaven conjuntament citologia HSIL i VPH16, el 66% de les pacients
evolucionava a CIN2+ al cap dels 2 anys. Contrariament, les pacients amb
CIN2 que en el moment del diagnostic no es va detectar IgG+ per a Clamidia, i
no tenien citologia HSIL, ni s’hi detectava el VPH16, tenien gairebé un 100%

(96,8%) de possibilitats de regressar espontaniament als 2 anys de seguiment.

Taula 93: Taula mostrant del model multivariant en les pacients incloses a I'estudi

VARIABLES DIAGOSTIC FINAL
Clamidia Citologia Rfﬁéﬁjgé CIN2+

19G (-) No HSIL VPH 16 (-) 30 (96,8%) 1 (3,2%) 31
VPH 16 (+) 10 (66,7%) 5 (33,3%) 15

HSIL VPH 16 (-) 14 (66,7%) 7 (33,3%) 21

VPH 16 (+) 6 (33,3%) 12 (66,7%) 18

IgG (+) No HSIL VPH 16 (-) 0 (0,0%) 1 (100%) 1
VPH 16 (+) 0 (0,0%) 3 (100%) 3

HSIL VPH 16 (-) 0 (0,0%) 2 (100%) 2

VPH 16 (+) 1 (50%) 1 (50%) 2
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5.10.2. Model multivariat de regressio6 logistica binaria a CIN3

El model multivariant de regressio logistica binaria de progressio a CIN3
mostra que les pacients amb diagnostic histologic de CIN2 i citologia previa de
HSIL tenien 7 vegades més de possibilitats de progressar a CIN3 en els 2 anys
posteriors al diagnostic. Mentre que les pacients que tenien la infeccio pel
VPH16 en el moment del diagnostic, el risc de progressié a CIN3 va ser de 3

vegades més, tal i com es mostra a la Taula 94.

Taula 94: Model multivariant de RLB de CIN3

VARIABLE OR (95% IC) P
Citologia prévia HSIL 7,3 (2,1-24,6) 0,001
VPH16 positiu 2,9 (1,0-8,6) 0,052

Grafic 19: Corba ROC de la capacitat de discriminacié del model multivariant de RLB
de CIN3
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Calibracié del model, Hosmer-Lemesow test: p=0,137
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La Corba ROC mostra la capacitat de discriminacié del model
multivariant de regressio logistica binaria calculat, mostrant una area sota la
corba (95% IC): 0,782 (0,688-0,876) el que indica que és model predictiu bo.

5.11. TEMPS DE PROGRESSIO A CIN3

A continuacio es va analitzar el temps de progressio de les lesions de CIN2
a CIN3 a través de les corbes de Kaplan-Meier. Tal i com s’observa en el Grafic
20:

Grafic 20: Corbes de Kaplan-Meier per la progressio a CIN3 de les lesions de CIN2
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Analitzat el temps lliure de progressio a CIN3 del CIN2 a través de les
corbes de Kaplan-Meier, s'observa que el Grafic 20 no representa
adequadament I'evolucio en el temps de progressio, sind més aviat I'evolucié
en el temps de la deteccio, que pot ser molt diferent del moment en quée
realment ha progressat. Per tant el grafic representaria més adequadament el

temps lliure de deteccid de la progressio. Ja que s’observa que la majoria dels
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CIN3 es detecten posterior als 2 anys de seguiment quan es realitza la
conitzacié diagnostica que permet detectar els possibles CIN3 ocults que no
s’havien diagnosticat previament.

No hem trobat indicat analitzar a través de corbes de Kaplan-Meier les
diferents variables com la influéncia del genotipat viral, 'edat i NKG2C en el
temps de progressio, ja que el temps de la deteccid de la progressiéo no es

correspon al temps de la progressio real.
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6. DISCUSSIO
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Els resultats d’aquest estudi aporten un major coneixement sobre la
historia natural de la patologia cervical preinvasiva, especificament del CIN2.
L’'analisi de les caracteristiques epidemiologiques, anatomo-patologiques i
immunitaries de les pacients amb diagnostic histologic de CIN2 ens ha permés
identificar factors o marcadors utils per predir I'evoluci6 de les lesions
d’aquestes pacients. El coneixement de les relacions entre totes aquestes
variables ha de permetre optimitzar el seguiment i el tractament de les pacients
amb lesions de CIN2, i en consequéncia disminuir el sobre-tractament de les
lesions potencialment reversibles.

Aquest és el primer estudi observacional prospectiu que analitza I'estat
immunologic, concretament 'estat de les céel-lules NK per predir I'evolucié del
CIN2, amb la hipotesis de que una pitjor funcionalitat del les cel-lules NK,
demostrada per uns nivells d’expressié dels receptors de les cel-lules NK
disminueix la capacitat de regressio espontania del CIN2. Sabent que la
infecci6 pel CMV s’associa a canvis en la distribucié dels receptors de les
cel-lules NK, s’ha demostrat que aquest canvi de distribucio de receptors de les
cel-lules NK, concretament del receptor activador NKG2C, podria ajudar a

predir I'evolucié de les lesions de les pacients amb CIN2.

6.1. POBLACIO D’ESTUDI

La mostra estudiada va incloure 105 pacients amb diagnostic histologic
de CIN2, dels quals 93 van finalitzar el protocol establert de seguiment durant 2
anys. Al ser el primer estudi que té com a objectiu I'estudi de les cél-lules NK
per predir I'evoluciéo del CIN2, el calcul del tamany mostral es va realitzar
estimant una regressio del CIN2 del 40%. Comparant amb altres estudis que
plantejaven un maneig conservador en les pacients amb CIN2, el present
estudi inclou una mostra superior als altres, a excepcié del Castle i col. [50] que
inclou 357 pacients a partir de les dades de ALTS que tenia com objectiu
principal establir el millor maneig de les pacients amb ASC-US i LSIL, i
McAllum B i col. [52] que és un estudi retrospectiu que inclou 157 pacients
menors de 25 anys que realitzen un maneig conservador.

Respecte a I'adheréncia a I'estudi de les pacients amb CIN2, s’ha vist

qgue el maneig conservador té molta acceptacié, ja que el 66,5% (105/158) de
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les pacients a les que se’ls va proposar participar en I'estudi van acceptar ser
incloses. De les 32 pacients que van preferir directament ser sotmeses a una
conitzacié, 7 no podien acudir als seguiments perqué migraven o per motius
laborals no podien seguir tants controls, i només 14 van ser excloses per
motius medics com era la immunosupressié o el fet de tenir una colposcopia no
satisfactoria. Al analitzar els criteris d’exclusié establerts es va evidenciar que
un 50% de les pacients excloses per criteris meédics (colposcopia no
satisfactoria o tractament immunosupressor) van presentar lesions de CIN3 a
la peca de conitzacid6 comparat amb el 10,3% de CIN3 present a les pacients
excloses per motius personals (p=0,005). Aquest fet ens porta a afirmar que els
criteris medics d’exclusié establerts a I'estudi son adequats per identificar a les
pacients amb més risc de progressid6 i descartar-les per a opcions
terapeutigues més conservadores. El fet que el protocol de seguiment s’hagi
basat en procediments realitzats a la practica clinica habitual ampliament
acceptats i estandaritzats han possibilitat que la conductibilitat d’aquest estudi
hagi estat optima.

L’edat mitja de les pacients incloses a I'estudi va ser de 30,5 = 6,7 anys
amb una edat minima de 18 anys i una edat maxima de 56 anys. Aix0 suposa
una diferencia important comparat amb la majoria d’estudis previs que només
inclouen pacients per sota 25 anys [47-48,51-52]. El fet que I'edat no hagi estat
un criteri d’exclusié ens ha permes analitzar aquest parametre detalladament,
com s’explicara més endavant.

El protocol dissenyat de seguiment es va basar en control citologic i
colposcopic cada 4 mesos durant 2 anys, amb realitzacié de biopsia cervical a
'any si continuava la lesié. Es va proposar fer controls cada 4 mesos, per
tractar-se d’'una lesi6 amb més risc de progressié que el CIN1, en el que es
realitzen controls cada 6 mesos segons els protocols acceptats per la majoria
de societats cientifiques. El temps de seguiment establert en la mostra de 2
anys, va ser escollit per ser el periode observacional de temps que es
recomana en els protocols actuals de maneig conservador en pacients amb
CIN2 [41,66].
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6.2. EVOLUCIO DE LA LESIO DEL CIN2

En el present estudi s’han reportat unes taxes de regressié complerta del
44%, regressio parcial a CIN1 del 22%, persistencia a CIN2 del 12% i
progressié del 23% als 2 anys de seguiment. Aquests resultats son molt
similars a la majoria estudis previs [49,51,53], a excepcid dels estudis que
nomes inclouen pacients amb citologia previa de LSIL que reporten taxes de
regressié al voltant del 74% [53], i estudis que nhomés inclouen menors de 21
anys que reporten taxes de progressié del 5 i 8% [47,48]. Es important
destacar que seguint el protocol establert i els criteris d'inclusié i exclusié
definits no s’ha detectat cap cas de Carcinoma invasor, fet que pot fer pensar
gue és un maneig conservador que es pot aplicar amb un bon marge seguretat.
Per altra banda, cal remarcar que amb aquest protocol s’ha evitat la conitzacio,
i per tant el sobre-tractament, d’'un 44% de pacients incloses, el 74% de les
quals eren nul-lipares. Aquest fet és important ja que la conitzacié s’ha
relacionat amb resultats obstétrics desfavorables com el de part prematur
[59,60]. A més a més es podria valorar evitar la conitzaci6 i continuar un temps
més de maneig conservador a el 22% més de les pacients que havien
regressat parcialment, presentant CIN1 posterior a 2 anys de seguiment, ja que
la seva tendéncia era a no progressar.

En el moment del diagnostic histologic de CIN3 la pacient era sotmesa a
conitzacio i ja no continuava realitzant un maneig conservador. Es per aquesta
rad que no es va aconseguir precisar el temps lliure de progressio a CIN3 del
CIN2, ja que les nostres dades (Grafic 20) no representaven adequadament
I'evolucié en el temps de progressio, sind més aviat I'evolucio en el temps de la
deteccié de la progressid, que pot ser molt diferent del moment en que
realment havia progressat. Tot i aix0 si que es va definir el percentatge de
pacients que havien progressat el primer any que va ser del 6% i al finalitzar
I'estudi el segon any que va ser del 22%. Aquesta diferencia es pot explicar pel
concepte que s’ha definit com CIN3 ocult, referint-se a aquella lesié de CIN3
que es troba a la peca de conitzacio definitiu sense diagnostic previ de CIN3.
Del total de 52 conitzacions que es van realitzar, es va trobar CIN3 ocult en 6
casos, que representa una taxa de CIN3 ocult de 11,5%. Estudi previs que
analitzen la taxa de CIN3 a la peca de conitzaciéo amb biopsies prévies de CIN2

i estableixen una taxa global de CIN3 ocult del 31% si la citologia previa havia
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estat de HSIL i del 17,6% si la citologia previa havia estat noHSIL [185]. Aquest
valor és major que en les nostres dades les quals recullen un 22,6% de CIN3
trobats en les pacients de I'estudi (21 CIN3 / 93 pacients que van finalitzar el
seguiment), i el 20,8% de CIN3 trobats a les 11 pacients sotmeses a conitzacié
directament del total de 53 pacients excloses de l'estudi. Aquestes dades
globalment representen una taxa de CIN3 en biopsia de CIN2 del 21,9% a la
nostra poblacié. D’altra banda ressaltar que dels nostres 6 casos diagnosticats
de CIN3 ocult destaca que 5 tenien biopsia prévia de CIN2 i només un cas de
biopsia previa de CIN1, mentre que la citologia prévia era de HSIL en 3 dels
casos i els altres 3 de noHSIL, fet que corrobora estudis previs que estableixen

la citologia previa com un factor de risc de CIN3 ocult.

6.2.1. FACTORS SOCIO-EPIDEMIOLOGICS

Dels factors socio-epidemiologics estudiats com l'edat, la paritat, el
tabac, el métode anticonceptiu, la conducta sexual valorant I'edat de la primera
relacio sexuals, el nombre de parelles sexuals total i les malalties de
transmissié sexual, sorprenentment I'nic factor que ha resultat predir I'evolucio
del CIN2 ha estat detectar en sang la IgG de la infeccid Clamidia trachomatis
en sang periférica de les dones de I'estudi. Aquesta troballa ha estat motiu de

discussié en un apartat apart posteriorment.

Tot i que els protocols actuals [41,66] recomanen realitzar un maneig
conservador de les lesions de CIN2 en joves i adolescents, és complicat definir
una edat limit concreta. La majoria d’estudis previs inclouen pacients per sota
25 anys [47-48,51-52] per la baixa taxa de cancer de cervix diagnosticada per
sota aquesta edat [40,76]. Els estudis que han realitzat maneig conservador en
lesions de CIN2 incloent pacient amb edats entre 17 i 47 anys, no han trobat
influéncia de I'edat i I'evolucié del CIN2 [53-55]. Davant aguesta discrepancia,
hem volgut estudiar 'edat com a factor predictor de I'evolucié de la lesié del
CIN2 no restringint I'edat maxima de les dones participants en I'estudi. L’edat
mitja de les pacients incloses al nostre estudi ha estat de 30,5 + 6,7 anys (rang
18-56), sense trobar associacié significativament estadistica entre l'edat i

I'evolucié del CIN2. Cal destacar que es va evidenciar una tendéncia a la
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regressié del CIN2 en dones majors de 40 anys, ja que tot i ser nomeés 6
pacients en aquest rang d’edat totes van presentar regressié total o parcial
posterior a 2 anys de seguiment. Aquesta dada és concordant amb altres
estudis, encara no publicats, que s’han realitzat a la nostra unitat amb patologia
de ASCUS i LSIL. Aquesta troballa es podria explicar tenint en compte la
historia natural del VPH [75], on es troba una alta prevalenca dels VPH més
agressius com el genotip 16 i 18 en edats immediates a I'inici de les relacions
sexuals, mentre que en les pacients majors a 40 anys es troba menys
prevalenca d’aquests genotips. Concretament a la nostra poblacié estudiada no
s’ha trobat cap pacient major de 40 anys amb VPH16 o VPH18 causant de la
lesié del CIN2, suggerint que en el primer contacte amb aquests genotips es
crea una immunitat i que les lesions causades en majors de 40 anys sOn
causades per altres virus menys agressius amb més probabilitat de regressar la
lesio.

Tenint en compte les altres variables, en la nostra poblacié d’estudi de
pacients amb diagnostic histologic de CIN2, es va trobar un 54,3% de pacients
eren fumadores, d’aquestes un 36,2% fumaven més de 10 cigarrets al dia. Tot i
que el tabac és un conegut factor de risc del cancer de cérvix [68,101], ni el
tabac ni el nombre de cigarrets van condicionar I'evolucié del CIN2 en la nostra
poblacid. Si ens fixem especificament en el risc de progressio a CIN3, destaca
que el 28,6% de les fumadores van progressar comparat amb el 15,9% de les
no fumadores que ho van fer (p=0,145), fet que fa sospitar que amb una
poblacié d’estudi major, com els estudis poblacionals que estudien els factors
epidemiologics, es podrien trobar associacions com ha demostrat la literatura
citada.

Altres factors epidemiologics reportats com la paritat i I'is del métode
anticonceptiu, no s’han pogut demostrar associacions amb I'evolucié del CIN2.
Els estudis poblacionals amb més pacients si que han relacionat el tabac, I'is
d’anticonceptius durat més de 10 anys i la multiparitat de més de 3 fills com a
factors de risc de patir més CIN3 que el CIN2 [68,186]. En aquesta linia,
analitzant especificament la paritat i el risc de progressar a CIN3 de la nostra
poblacié s’observa que les nul-lipares tenien un risc de CIN3 del 17,6% en
contra de les que havien parit alguna vegada a la vida que tenien un risc de

progressar a CIN3 del 36,0% en els 2 anys de seguiment amb una p=0,061.
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Aquest fet va en concordanca a la literatura descrita, no arribant a la
significancia estadistica per la limitaci6 de la mostra a I'hora de descriure
factors epidemiologics. En aquesta linia la majoria d’estudis que analitzen el
risc dels factors epidemiologics en pacients amb CIN2 exclusivament, tampoc
han trobat associacions estadisticament significatives, entre el tabac, la paritat i
I'is de metode anticonceptiu [54], només I'article de Moscicki i col. [51] descriu
una associacio entre I'is d’anticonceptius hormonal orals i la no regressié del
CIN2.

En referéncia a la gestacio, durant els 2 anys de maneig conservador es
van quedar embarassades 11 pacients. D’elles només una va progressar a
CIN3, una va persistir a CIN2 i la resta van regressar parcial o totalment, fet
que fa pensar que el diagnostic de CIN2 no contraindica la cerca de gestacio, si
les pacients compleixen els protocols de seguiments establerts. Els protocols
actuals de la SEGO [41] desaconsellen realitzar tractament exeretic del CIN2
durant la gestacié de manera sistematica, ja que s'associa a una elevada taxa
de complicacions, i la progressio a cancer invasor a curt termini €s excepcional.
Aproximadament un 20-30% dels casos poden regressar durant la gestacio. En
el cas de la nostra poblacié d’estudi es va reportar una taxa de regressié del
CIN2 del 81,8% en gestants comparat amb un 63,4% de regressid en no
gestants (p=0,228).

En quan a la conducta sexual de les pacients diagnosticades de CIN2
incloses a I'estudi de maneig conservador constatar que I'edat mitja d’inici de
les relacions sexuals va ser de 17,4 (rang 13-29) anys i el nombre mitja de
parelles sexuals totals va ser de 8,8 (rang 1-40). Els nostres analisis no van
trobar associacions estadisticament significatives entres les dades d’activitat
sexual i I'evolucié posterior del CIN2. Aquestes dades coincideixen amb les
descrites a la literatura per altres autors que estudien factors predictors del
CIN2 [55], els quals tampoc troben relacié entre I'evoluciéo del CIN2 i I'edat
d’inici de les relacions sexuals [53,54]. Només I'estudi de Moscicki i col [51] que
estudia 95 pacients menors de 25 anys descriu una relacié en l'analisi
multivariant entre la major edat d'’inici de les relacions sexuals i la possibilitat de

regressio del CIN2.
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6.2.1.1. Chlamydia trachomatis

De les malalties de transmissio sexual estudiades en la poblacio d’estudi
per tal d’analitzar possibles cofactors de I'evolucié del CIN2, només la deteccio
de la immunitat en la IgG per Chlamydia trachomatis va mostrar significancia
estadistica. Concretament de les 9 pacients que van presentar IgG positiva a
I'inici del diagnostic de CIN2, 8 van estar analitzades per haver finalitzat el
seguiment i d’aguestes homés una va regressar completament mentre que la
resta van presentar CIN2+ al finalitzar I'estudi. D’aquesta manera trobem que el
87,5% de les pacients a les que es va detectar IgG+ per Clamidia van
evolucionar a CIN2+, en front el 29,4% de pacients amb IgG- (p=0,001). El
model multivariant de regressié logistica binaria de CIN2+ es va mostrar que
les pacients amb IgG+ per Clamidia tenien 19 vegades més de possibilitats de
presentar CIN2+ posterior als 2 anys de seguiment com a factor independent.
Aquesta forta associacio podria fer valorar el fet de realitzar serologies per
Clamidia a totes les pacients amb diagnostic de CIN2 i, fins i tot, ser considerat
un criteri d’exclusié de maneig conservador, tot i aixo faria falta més estudis per
poder considerar aquests resultats com a determinants.

En el cas de les 17 pacients a les que es va detectar IgA per Chlamydia
trachomatis no es va trobar associaci¢ estadistica amb I'evolucio del CIN2. La
serologia mitjancant la deteccié d’anticossos permet la deteccié del IgM, IgA i
IgG. En el cas de la Chlamydia trachomatis, la preséncia de IgM en adults amb
infecci6 aguda del tracte genital és infrequent, el millor métode de deteccio
d’'infecci6 aguda és la PCR en cultiu vaginal. La determinacié
immunoenzimatica qualitativa d’anticossos IgA especifics contra Clamidia en
sang es troben presents en infeccions agudes, croniques i recurrents, en un
temps indeterminat. Els anticossos IgA descendeixen rapidament a nivells
basals seguits al tractament i la erradicacié de la infeccid, en canvi, un
increment d’aquesta immunoglobulina especifica pot indicar una infeccié activa,
sistémica o cronica [187]. La preséncia d’anticossos IgG no mostra evidéncia
de una infeccid actual o recent, degut a que en un individu amb infeccié resolta,
també és possible trobar aquests anticossos. La IgG en sang persisteix durant
llargs periodes de temps i desapareix molt lentament, la seva presencia inclou
aquells pacients que no tenen una infeccié aguda i es deu a una infeccid

passada.

157



Tot i que la infeccié per Clamydia trachomatis ha estat descrita com un
cofactor involucrat en la patologia cervical i el cancer de cervix, identificant més
risc de cancer de cérvix en pacients seropositives per clamidia que en
seronegatives [90,188,189], el seu mecanisme d’accié no esta del tot clar [88].
La majoria de teories parlen d’'un efecte sinérgic entre el VPH i la Clamidia que
lesiona la barrera mucosa provocant inflamacio cronica i persistent que indueix
a metaplasia escamosa del cervix afavorint la infeccié pel VPH [190,191]. Altres
autors suggereixen l'efecte carcinogenic de la infeccid per Clamidia, perque
aguesta interfereix en la resposta immunitaria evitant I'eliminacié del VPH
[192,193]. En el cas dels nostres resultats, al no haver estudiat la infeccio
aguda a través de la PCR per Clamidia, no es pot corroborar la teoria de
I'efecte sinérgic a nivell de la mucosa cervical provocant inflamacié cronica. Tot
i aix0, si que s’ha trobat una tendencia a que les 9 pacients que presenten IgG+
per Clamidia tenen menor expressio del receptor activador NKG2C que les
pacients amb IgG- (p=0,068), fet que recolzaria la teoria de que una infeccio
per Clamidia resolta podria modificar el sistema immunitari i concretament, els
nivells d’expressio del receptor activador NKG2C.

Nomeés hi ha un estudi de Moscicki i col. estudia les MTS i I'evolucio del
CIN2 [51]. Aquest descriu una associacié entre una infeccié recent de N.
gonorrhoeae i la regressié del CIN2. En canvi no troba associacio entre una
infeccié recent de Clamidia i I'evolucié del CIN2. Una possible explicacio, és
gue en aquest estudi reporta la infeccid6 aguda mitjancant una mostra vaginal i
el nostre estudi detecta la IgG en sang, fet que indica una infeccié cronica
resolta i és en aquest cas que es posen de manifest diferéncies
estadisticament significatives en I'expressid del receptor NKG2C de les
cel-lules NK.

Segons les nostres dades, deteccié de IgG per Clamidia en el moment
del diagnostic de CIN2 és un dels factors predictors independent de
persisténcia i progressio meés important. Les pacients amb CIN2 que es detecta
IgG per Clamidia tenen 19 vegades més de possibilitats de presentar CIN2+
posterior als 2 anys de seguiment. Encara que sigui un factor poc prevalent i
nomeés s’hagi identificat en 9 pacients, valdria la pena considerar-lo a I'hora de

prendre decisions sobre el maneig del CIN, degut a aquesta forta associacio.
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6.2.2. FACTORS ANATOMO-PATOLOGICS

6.2.2.1. Citologia prévia

La probabilitat que una pacient amb un diagnostic de CIN2 tingui una
lesi6 de CIN3 subjacent, ve condicionat en part pel resultat de la citologia
previa. Quan la citologia prévia és ASC-US o LSIL, el risc de diagnosticar una
lesi6 de CIN3 és més baix que quan la citologia prévia és HSIL [185,194].
Aquest fet també esta descrit en pacients amb CIN1, els quals si tenen una
citologia prévia de LSIL o ASCUS, el risc de CIN3 és del 4%, mentre que en els
casos de citologia prévia de HSIL, el risc de desenvolupar CIN3 en els 5 anys
posteriors és del 15% [40]. En el cas de la nostra poblacié d’estudi aquesta
dada es compleix, ja que una citologia previa al diagnostic de CIN2 de HSIL
conferia un risc de progressar a CIN3 als 2 anys de seguiment del 39,5%
comparat amb un 8% de progressio en els casos en que la citologia va ser
noHSIL (p<0,001). En la mateixa linia trobem diferencies estadisticament
significatives en analitzar la probabilitat de regressié en funcié de la citologia
previa. Segons les nostres dades, una citologia de HSIL previa al diagnostic
histologic de CIN2 conferiria una probabilitat de regressio total o parcialment de
la lesié de CIN2 als 2 anys de seguiment del 48,8%, mentre que en el cas en
que la citologia previa era de noHSIL aquesta probabilitat de regressio
augmentava al 80% (p=0,002). La majoria d’estudis previs que han realitzat un
maneig conservador amb les lesions de CIN2 només han inclos pacients amb
citologia previa de LSIL o no reporten aquesta dada, i per tant no han pogut
analitzar la citologia prévia com a factor predictor de I'evolucio del CIN2 [50,53].

En general sembla ser que la citologia previa al diagnostic de CIN2 es
podria considerar com un bon indicador per predir I'evolucié de CIN2. En
aguesta linia, les nostres dades mostren que, tot i que les pacients amb una
citologia prévia de HSIL tenien un risc de 5 vegades més de CIN2+, també es
reporta que un 48,8% de citologies de HSIL prévies a un diagnostic histologic
de CIN2 van regressar als 2 anys de seguiment. Per tant si tractéssim
directament a totes les pacients amb CIN2 i citologia prévia de CIN2, estariem
sobretractant gairebé un 50% de les pacients. Per tant, tot i que cal considerar
gue una citologia de HSIL representa majoritariament un diagnostic histologic

de CIN2-3, el tractament destructiu directe per una citologia de HSIL no és
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acceptable sense la realitzacié prévia d’'una colposcopia adequada que permeti

realitzar un diagnostic histologic confirmatiu.

6.2.2.2. Genotip del VPH

El VPH és descrit com el factor indispensable perd no suficient per la
carcinogenesis cervical. En funcié del seu risc de provocar cancer de cervix els
VPH es classifiqguen en d’alt risc carcinogenic que inclou els genotips 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 i 59 0 els de baix risc [16]. EI VPH16 i VPH18
s’han descrit com a responsables del 70% dels casos de carcinoma de cel-lules
escamoses [13]. Estudis de cohorts amb seguiments sistematics prolongats
han definit diferencies amb la capacitat de progressio a CIN2 o CIN3 associats
al tipus viral [195,196]. En un estudi realitzat a Costa Rica, les infeccions pels
VPH16 i 18 van progressar a lesions a CIN3+ en un 17,2% i un 13,6%,
respectivament, i les infeccions per altres tipus virals d’alt risc va progressar en
un 3% amb diferencies estadisticament significatives. Les dones negatives per
VPH va progressar a CIN3+ en un 0,8% [195]. Aquestes observacions han
estat confirmades per altres estudis en paisos desenvolupats [197] i
suggereixen un potencial oncogénic significativament superior el els VPH 16 i
VPH 18, fet que podria portar a la recomanacio de realitzar proves especifiques
per el seguiment d’aquestes pacients.

En el cas de la nostra poblacié d'estudi de pacients amb diagnostic
histologic de CIN2 trobem que en un 86,7% dels casos es va detectar algun
VPH-AR a la citologia prévia i només en un 13,3% dels casos no es va detectar
cap VPH-AR. En un 41,9% de les citologies previes al diagnostic histologic de
CIN2 es va detectar en VPH16, en un 6,7% el VPH18 i en un 41% dels casos
es van detectar altres VPHARN016n018, descartant les coinfeccions amb
VPH16 i/o VPH18. Dades molt similars es van reportar a I'estudi ATHENA
[198], el qual només estudiava citologies de ASCUS per validar la técnica
COBAS i va detectar que en un 44% de les lesions de CIN2, presentaven
VPH16 i un 61% dels casos per CIN3.

Analitzant I'edat en relacié a cada genotip del VPH, s’ha observat que el
VPH16 i VPH18 es trobaven majoritariament a edats per sota 35 anys on

existeix més possibilitats de trobar més lesions recents que persistents [75].
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Concretament, un 54,1% de les infeccions en menors de 35 anys i un 21,7% de
les infeccions en majors de 35 anys havia estat causada per VPH16 i/o VPH18
a la nostra poblaci6 destudi. Per sobre de 35 anys es va detectar
majoritariament VPHARNo16n018 o lesions amb VPH negatiu. Destaca que,
encara que només hi hagués 6 pacients majors 40 anys, en cap d’'aquestes es
va detectar el VPH16 ni el VPH18. A la literatura es disposa de varies dades
respecte a la variacié de distribucié dels genotips del VPH en funci6 de I'edat.
Bosch i col. [15] en la seva revisié sobre el VPH el 2008, va observar que la
prevalenca del VPH-AR presentava 2 pics maxims, en joves i al voltant dels 45
anys. No obstant aquestes dades feien referéncia a pacients amb citologies
normals. En el re-analisis de ALTS fet per Gage i col. [199] de les lesions LSIL
es va observar que la prevalenca del VPH16 era menor per sobre dels 30 anys
respecte a les més joves. San José i col. [200] també va detectar una
disminucié de la prevalenca del VPH16 i VPH18 causant del cancer invasor de
cervix entre els grups d’edats formats per dones meés joves 0 majors de 65
anys. En la nostra serie aquestes dades coincideixen, ja que es va detectar el
VPH16 en un 51,8% dels casos en menors de 30 anys i en un 28,9% en majors
de 30 anys. Quan vam analitzar conjuntament el VPH16 i VPH18, també es va
detectar majoritariament aquests virus en menors de 30 anys, corresponent a
un 57,1% de les infeccions comparat amb un 36,5% en el cas de majors de 30
anys, destacant que en cap de les 6 pacient amb lesié de CIN2 per sobre dels
40 anys es detecta en VPH16 ni el VPH18. Tots aquestes estudis junt amb les
nostres dades semblen apuntar a que a major edat, menor prevalenca del VPH
d’alt risc i menor prevalenca del VPH16 causant de les lesions, donant
exploracié a perqué les lesions de CIN2 en majors de 40 anys tenen més
tendéncia a regressar.

Quan es va analitzar I'evolucié del CIN2 en funcié del genotip, es va
observar que cap lesié amb VPH negatiu inicial presentava CIN2+ (persistencia
0 progressio) posterior a 2 anys de seguiment. De fet tots els casos on no es va
detectar el VPH-AR a la citologia préevia al diagnostic del CIN2 van regressar de
manera completa (n=13) o parcial (h=1). Encara que en el nostre estudi només
un 15,1% de les lesions de CIN2 hagin presentat VPH-AR negatiu, aquest fet
podria permetre considerar aquest subgrup de lesions com lesions de baix grau

amb importants implicacions a la practica clinica habitual. Aquestes lesions on
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no es detecta el VPH-AR podrien ser considerades com a verdaders negatius
pel fet que podrien estar causades per VPH de baix risc, o bé falsos negatius
perqué el punt de tall clinic fos diferent a I'analitic per trobar-se en baixos
nivells de carga viral no detectable per les tecniques moleculars. El fet de que
totes les lesions VPH-AR negatiu hagin regressat, va a favor de que fossin
verdaders negatius de la tecnica Cobas i per tant, aquesta sigui una bona
teécnica de despistatge. Per tant podria ser important genotipar les lesions de
CIN2, ja que si sabem que no progressaran, estalviarem tractaments, visites i
desgast psicologic a les pacients.

De manera similar, encara que en sentit contrari, les lesions causades
pel VPH16 o VPH18, van presentar un risc major de no regressio que les
lesions que no estaven provocades per aquests genotips virals. Aquesta
diferencia estableix una associacio estadisticament significativa entre I'evolucié
del CIN2 i el genotip del VPH detectat inicialment. Concretament es va
observar que un 55,3% i 83,3% dels casos de VPH16 i VPH18 respectivament
van presentar no regressié (CIN2+) posterior als 2 anys de seguiment, en
comparacié amb el 20% i 31% quan no es va detectar el VPH16 i el VPH18,
respectivament. Mentre que la resta de VPHARN016n018 no es va identificar
implicacié en I'evolucié del CIN2.

Estudis concrets de seguiment de pacients amb lesions de CIN2 també
detecten el VPH, i concretament el VPH16 [50], el VPH16 i 18 [51], o la
persistencia del VPHAR [54] com a factor de risc de progressié a CIN3,
descrivint menys regressié en aquestes lesions causades per VPHAR en
comparacio a la resta.

Amb els resultats exposats anteriorment es dedueix que el genotipat del
VPH causant de les lesions de CIN2 podria ser de gran utilitat en el triatge
d’aquestes lesions de CIN2. Aixi, genotipant per VPH16 i VPH18 identificarien
les lesions amb més risc de progressio, mentre que el subgrup de lesions de
CIN2 amb VPH-AR negatiu es podria proposar una actitud expectant o més
conservadora.

L’interessat de tot és la relacié entre la citologia i el tipus de VPH en el
moment del diagnostic del CIN2 i la seva evolucié posterior. De fet cap cas de
CIN2 precedit d’'una lesio citologica de ASCUS (n=13) va progressar a CIN3,

cap d’aquests era provocat pel VPH18 i només 3 eren causats pel VPH16. En
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el cas dels 20 casos amb citologia prévia de LSIL tampoc es detecta cap cas
amb VPH18, pero si que es detecten 9 casos (45%) amb VPH16, que
coincideix amb els 5 presenten CIN2+ als 2 anys de seguiment. Unint les dades
de pacients amb citologia de LSIL i ASCUS, per tal de poder-ho comparar amb
altres estudis, trobem que un 27,3% (9/33) dels casos de LSIL i ASCUS es
detecta VPH16. En general les pacients de CIN2 amb citologia prévia de LSIL o
ASCUS presenta una taxa de progressié a CIN3 general del 9% (3/33) i si
presenten el VPH16 la taxa de progressio és del 33,3% (3/9), coincidint aguests
3 casos de progressié amb pacients amb LSIL i VPH16. En el cas de Gage i
col. [199] que va recuperar les dades de I'estudi ALTS que estudia citologies de
LSIL i ASCUS, va trobar una prevalenca del 21,1% per VPH16, 30% per
VPH16/18 i 34% per VPH16/18/45. En quan al risc de 2 anys de CIN3+, el
maxim valor I'ofereix la deteccio del VPH16, pel que va ser del 48,6% en dones
de 30 anys o0 més, i del 37,9% en dones joves, mostrant dades molt similars a
les nostres. En els casos de HSIL la taxa de progressié a CIN3 és del 39,5%,
del 45% i del 40% de manera global, en casos de VPH16 i VPH18,
respectivament.

Per tant, davant un diagnostic histologic de CIN2 suggerim que la
citologia previa pot ser una primera eina de cribratge, ja que la majoria de
lesions amb citologia prévia de noHSIL regressen, mentre que les que
presenten HSIL, un 50% regressen i un 50% presenten CIN2+. En el cas de
citologies amb HSIL sembla que el tipatge del VPH no seria de gran utilitat, ja
gue de manera global progressen un 39,5% i en casos de VHP16 i/o 18 la
progressié és del 44%. El contrari passa amb citologia de ASCUS i LSIL, on la
taxa de progressio és del 9% i aquesta augmenta al 33,3% si es detecta el
VPH16. Resumint, podriem dir que les lesions de CIN2 amb citologia previa de
LSIL VPH16 i HSIL sembla que tenen més probabilitat de progressié a CIN3 i
per tant un seguiment més estricte o un tractament immediat seria una actitud a
tenir en compte per les seves majors taxes de progressio.

Aquesta actitud es veu recolzada per les dades del model multivariant de
regressid logistica binaria de CIN2+ que ens mostra que les pacients amb
diagnostic histologic de CIN2 i citologia prévia de HSIL o presencia del VPH16
tenien 5 vegades més de possibilitats de presentar CIN2+ en els 2 anys

posteriors al diagnostic de manera independent. Mentre que si presentaven
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citologia prévia de HSIL i en aquesta es detectava la presencia del VPH16 de
manera concomitant, les pacients tenien 25 vegades més de risc de presentar
CIN2+ posterior als 2 anys de seguiment. Valorant aquests riscos i realitzant un
estudi amb més poblacioé per confirmar aquestes dades, podriem orientar molt

millor a les pacients en funcié de la citologia previa i el genotip del VPH.

6.2.3. FACTORS IMMUNOLOGICS

L'objectiu principal de I'estudi era demostrar la relacié entre els nivells
d’expressio dels receptors de les cél-lules NK en sang periferica i I'evolucié de
les lesions de CIN2.

La relacié entre els factors immunologics i I'evolucié de les lesions
cervicals va sorgir a partir de la major incidéncia i taxa de progressié de la
malaltia en pacients infectades pel VIH [112]. De forma natural, les cél-lules
infectades presenten els antigens als limfocits T a través de Complex Major
d’Histocompatibilitat de classe | (MHC). Els limfocits T les identifiquen i creen
resposta contra elles. En alguns casos d’infeccié per virus, es produeix un
mecanisme d’evasio immunologica que consisteix en I'abséncia de presentacio
d’antigen per part del CMH de classe |. Les cel-lules NK son cél-lules de la
immunitat innata que identifiquen les cél-lules que no presenten MHC de classe
I, eliminant-les a través de I'equilibri entre receptors activadors i inhibidors. Per
tant, el funcionament de las cél-lules NK es basa en la hipotesis del “missing
self hypothesis” ja que tenen la capacitat d’eliminar ceél-lules tumorals o
infectades que en condicions patologiqgues han perdut I'expressio del MHC
classe | com a mecanisme per escapar-se de la resposta immunologica dels
limfocits T [125]. Aquest funcionalment de les cel-lules NK fa suposar el seu
efecte beneficiés en I'evolucio de la patologia cervical preinvasiva.

Per altre banda s’ha descrit que la infeccié per CMV, s’associa canvis
permanents en la distribucié dels receptors de les cel-lules NK, promovent
I'expressio dels receptors NKG2C i ILT2, i disminuint I'expressié del receptor
inhibidor NKG2A en algunes pacients [157,158], tot i que els mecanismes de
reconfiguracio resten desconeguts. En la nostra poblacié d’estudi de pacients
diagnosticades de CIN2, es va observar una prevalenca de pacients IgG+ per

CMV del 68,6% semblant a la descrita en la poblacié general per altres autors
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[144]. En estudiar el percentatge d’expressio de les cel-lules NK en relacié a la
infeccié pel CMV en la nostra poblacio d’estudi de pacients amb CIN2, es va
observar que les pacients CMV+ tenien més expressio de NKG2C i KIR, i
menys expressio de NKG2A. Per tant les nostres dades van a favor de la
bibliografia present de la associacié establerta entre la infeccio del CMV i
I'expansio de NKG2C [158]. Tot i existir aquesta tendéncia a que pacients
CMV+ expressin més NKG2C, aqguesta condicié no sempre es compleix. D’aqui
que estudis recents hagin descrit I'existéncia de dos subconjunts de cel-lules
NKG2C+. El fenotip NKG2Cbright, que es troba exclusivament en un subgrup
de persones CMV+ (=50%), les quals es correlacionen amb I'expansié de les
cel-lules NKG2C activades; i el fenotip NKG2Cdim que es correspon a l'altra
meitat de pacients CMV+ i tots els individus CMV-, en els que es troben
proporcions menors d’expressio de NKG2C [162]. Per altre banda, s’han descrit
uns genotips del receptor NKG2C existint tres tipus de genotips diferents
coneguts com a NKG2C+/+, NKG2C+/del, NKG2Cdel/del, representant el 66,
26 i 8% de la poblacié respectivament. Estudis recents han mostrat que en
nens i adults joves homozigots (NKG2C+/+), tendeixen tenir un major nombre
absolut i proporcié de cel-lules NKG2Cbright en comparacié amb els subjectes
NKG2C heterozigots (NKG2C+/del). En la nostra poblacié d’estudi de pacients
amb diagnostic de CIN2 es va observar una prevalenca del 65,4%, 23,5% i
11,1% de NKG2C+/+, NKG2C+/del, NKG2Cdel/del, respectivament [163,164].
Al tractar-se d’'una mostra seleccionada de risc amb una patologia cervical,
sembla congruent que la distribucié dels genotips NKG2C no es correspongui a
les proporcions de la poblacié sana. En la nostra poblacié d’estudi s’'observa
que les pacients homozigotes (NKG2C+/+) tenien més tendéncia a expressar
més NKG2C i KIR, i menys NKG2A, que les pacients amb doble deleccio
(NKG2Cdel/del) del gen NKG2C, tal i com s’observa als resultats. Per tant, les
nostres dades recolzen els estudis previs que descriuen que existeix una
correlacio entre el genotip NKG2C i la redistribucio de les cel-lules NK en
pacients sans CMV+ [162].

Basant-nos en la hipotesis que les infeccions viriques podrien modificar
la distribucio del compartiment de les cél-lules NK, es va analitzar si la infeccio

pel VPH-AR i els diferents genotips modifiquen I'expressié de les cél-lules NK
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en sang no vam poder demostrar cap associacio entre el VPH i I'expressio dels
receptors les cél-lules NK.

Un cop analitzat els possibles factors que podien modificar I'expressié de
les cel-lules NK, ens vam centrar en demostrar I'objectiu principal de I'estudi i
vam analitzar si aquesta diferent expressié de les cel-lules NK predeia
I'evolucié de les lesions de CIN2 en els 2 anys de seguiment. Estudis anteriors
havien relacionat el percentatge d’expressio de les cél-lules NK amb el grau de
lesié cervical. En els quals destaquen 2 treballs que evidencien menor
expressi6 de NKG2D en pacients diagnosticades de cancer de ceérvix en
comparaciéo amb pacients sanes [181,182].

Al analitzar I'evolucio del CIN2 en els 2 anys de seguiment de les 93
pacients que finalitzen I'estudi, vam observar que el fet de ser immune al CMV
no canvia l'evolucido del CIN2 respecte les pacients CMV-. Sabent que la
infeccié del CMV modifica les cél-lules NK, seria logic pensar que el simple fet
d’haver passat la infeccié del CMV pogués influir en I'evolucié de les lesions.
Com s’ha comentat anteriorment, tot i que de manera global es va observar que
els pacients CMV+ expressaven major receptor NKG2C, aquest fet no es
produia en totes les pacients, ja que també depen del genotip. El fet d’analitzar
nomeés la infeccido pel CMV, sense tenir en compte el canvi que produeix al
percentatge d’expressié de les cél-lules NK en algunes pacients, podria ser una
de les explicacions pel que no es van trobar diferencies en I'evolucio del CIN2,
nomes tenint en compte la immunitat pel CMV.

El mateix es va observar quan es va analitzar les cel-lules NK sense
tenir en compte la infeccio del CMV. Tot i que, com seria logic, s’observa una
tendéncia a que les pacients que es curen tenen menys expressio del receptor
inhibidor NKG2A i més expressié del receptor activador NKG2C que les
pacients que progressen, aquesta diferencia no és significativa

En canvi quan es van subclassificar les pacients en funcié del CMV i es
va analitzar els nivells d’expressio dels receptors de les cél-lules NK, es va
observar que les pacients CMV+ tenien una tendéencia a l'associacié entre
I'expressio mitjana de NKG2C i l'evolucié del CIN2 (p=0,060). L'expressio
mitjana dels receptors activadors NKG2C era major en les pacients que
regressaven, en comparacié amb les que no van regressar. Les diferencies van

ser significatives comparant I'evolucié del CIN2 en regressio vs CIN2+, on es
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va observar que les pacients que van regressar presenten una expressio
mitjana NKG2C de 31,0 en comparacio a les pacients que no van regressar
(CIN2+) que presenten una expressio mitjana NKG2C de 19,2 (p=0,013). En la
mateixa linia, comparant les pacients que van progressar a CIN3 i I'expressio
NKG2C, es va observar que les pacients que no van progressar tenien una
expressidé mitjiana NKG2C de 29,7 en comparacio amb les que van progressar
que era de 15,7 (p=0,011).

Per altre banda en pacients CMV negatives no es troben diferencies
significatives en I'evolucio del CIN2 i I'expressid NKG2C. Aquest fet s’explica
perqué en pacients CMV negatius I'expressio de les cél-lules NK no es
modifica, i per tant, no s’observa relacié entre la seva expressio i I'evolucio del
CIN2.

Per altre banda es va intentar establir una relacié entre el genotip
NKG2C i I'evolucio del CIN2. Les pacients homozigotes mostren més expressio
NKG2C en comparaciéo amb les heterozigotes quan entren en contacte amb el
CMV. Davant la presencia de més expressio NKG2C en les pacients
homozigotes, es va analitzar si aquesta major expressio NKG2C en funcio del
genotip estava relacionada amb l'evolucié del CIN2, sense poder mostrar

diferencies estadisticament significatives.

De manera global es pot afirmar la hipotesis que les cél-lules NK podrien
ser utils com a biomarcador per predir I'evolucié de les lesions de CIN2, es
compleix en pacients amb CMV+, possiblement perque aquestes pacients son
les que han pogut modular el sistema de les cel-lules NK, segons les teories
descrites per altres autors. En conjunt els resultats indiquen que les cel-lules
NK, especialment la subpoblaci6 amb augment de I'expressio del receptor
NKG2C podria desenvolupar un paper actiu en la resposta a les infeccions pel
VPH i en 'evolucio de les lesions cervicals en dones amb immunitat enfront el
CMV.
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6.3. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

El treball presenta una serie de limitacions que cal tenir en compte abans
d’adoptar estratégies a la practica clinica habitual. Una de les més importants
€s que, tot i que el diagnostic de CIN2 s’ha realitzat a través de una biopsia
colpo-dirigida per ginecolegs especialitzats, mai es pot assegurar que en el
moment del diagnostic no hi hagés una lesié de CIN3 subjacent no biopsiada
que posterior s’ha diagnosticat de progressio. Tot i aixi, cal remarcar que del
total de 21 casos diagnosticats de CIN3 durant l'estudi, 6 (6,5%) es van
diagnosticar al finalitzar I'estudi a través de la peca de conitzacid, el que
podriem considerar CIN3 ocults que no havia estat diagnosticat previament a
través de les biopsies durant el seguiment.

Una altra limitacié a tenir en compte podria ser el tamany de la mostra. La
mostra es va calcular a través del percentatge de regressié del CIN2. Aquesta
ha resultat ser suficient per complir I'objectiu de l'estudi, pero s’ha mostrat
insuficient per aconseguir la significancia estadistica en la majoria de factors
epidemiologics descrits previament a la literatura com a cofactors de I'evolucié
del CIN2 com és el tabac, I'is d’'anticonceptius, el preservatiu, la paritat, etc.
Cal tenir en compte que aquest no era I'objectiu principal del nostre estudi. La
majoria de treballs epidemiologics sén poblacionals 0 amb mostres majors.

Tot i acabar concloent que l'estudi de I'expressio de les cel-lules NK en
pacients amb immunitat enfront el CMV podria ajudar a predir les taxes de
persisténcia i progressio del CIN2, cal remarcar que l'aplicabilitat clinica
rutinaria d’aquesta técnica per analitzar les cél-lules NK és molt laboriosa i de
moment sembla que justificaria el seu cost. Tot i aix0, si més estudis
prospectius i observacionals demostren la seva utilitat podria ser cada cop més

cost-efectiva.

6.4. LINIES DE FUTUR

Aquest treball d’investigacié presenta varis resultats que anticipen un futur
prometedor pel maneig de les lesions de CIN2. Es tracta d’'un estudi ben
acceptat per les pacients, amb uns criteris d’inclusio i exclusié consensuats per

la majoria de guies i que es podrien aplicar a la practica clinica habitual.
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En primer lloc és el primer estudi prospectiu observacional que relaciona el
sistema immunitari, i més concretament el percentatge d'expressiéo dels
receptors de les cél-lules NK amb I'evolucio del CIN2. Les cél-lules NK sén una
important arma del sistema immunitari innat especialitzades a eliminar cél-lules
tumorals i infectades per virus. Aquest fet déna suport i aporta noves linies
d’investigacié en la recerca del sistema immutari i la seva relaci6 amb el VPH.
Per altre banda, els nostres resultats coincideixen amb estudis previs que
descriuen gue la infeccié per CMV s’associa a una redistribucié dels receptors
de les cel-lules NK. La importancia d’aquesta redistribucié de les cel-lules NK
en pacients que han tingut la infeccié del CMV, permet que es pugui identificar
una poblaci6 de més risc de persistencia o progressié del CIN2. La
determinacié dels receptors NK podria tenir una aplicacié clinica en
'assessorament pronostic de les pacients amb diagnostic de CIN2. La
incorporacio d’aquesta tecnica, podria permetre un triatge millor de les pacients
i adequar una actitud més individualitzada.

De totes les variables estudiades, la citologia previa de HSIL, la infeccié del
VPH 16 i 18, aixi com la serologia positiva per Clamidia, han presentat un risc
de persisténcia i progressio del CIN2 (CIN2+) als 2 anys. Aguestes variables
han estat incloses en el model multivariant de regressié logistica binaria de
CIN2+ mostrant que les pacients amb IgG Clamidia gairebé totes presenten
CIN2+ posteriors a 2 anys de seguiment de manera independent. Mentre que si
tenen només la citologia prévia de HSIL o preséncia del VPH16, un 33%
presenta CIN2+. En el cas que presentin conjuntament la citologia previa i
VPH16 tenen un 66% de CIN2+, permetent aixi orientar amb més precisio, de
I'evolucié del CIN2 amb la informacié de la que disposem habitualment quan
tenim un diagnostic de CIN2.

Per altre banda, I'edat que la majoria d’estudis previs havien considerat
com a criteri d’exclusiéo majors de 25 anys, al nostre treball no es demostra que
sigui un factor de risc de progressid. D’aquesta manera, futurs estudis poden
incloure totes les edats per acabar de confirmar aquestes dades, i aixi poder
oferir el maneig conservador a més poblacié.

Amb tota aquesta informacio i la d’estudi futurs, es podria desenvolupar
un sistema de puntuaci6 de suport que inclogués totes les variables

predictores, per prendre decisions individualitzades en el maneig de les
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pacients amb diagnostic histologic CIN2. Concloent que la combinacié de varis
marcadors pot ajudar a predir millor I'evolucié de les lesions que utilitzant
nomes un test, i utilitzar la tecnologia com a suport per la presa de decisions
cliniques i millorar el maneig de les pacients. Alguns grups d’investigacio ja
estan treballant en aquesta linia [201].

En conclusio, els resultats d’aquesta tesis ofereixen, no sols un millor
coneixement de les caracteristiques demografiques i immunologiques de les
pacients amb CIN2, siné també una oportunitat Unica per establir relacions de
causalitat entre les cel-lules NK i I'evolucié del CIN2 mitjancant I'abordatge
prospectiu i multidisciplinari. S’han de realitzar més estudis prospectiu per
identificar altres factors que poden influir en I'evolucio de les lesions cervicals.
Les recerques futures haurien d’aplicar les noves técniques biomoleculars i els
factors de risc clinics ja coneguts perque junt amb la tecnologia ajudessin a

prendre decisions cliniques més individualitzades.
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/. CONCLUSIONS
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- L’expressié basal dels receptors de cél-lules NK, no es relaciona amb
I'evolucié posterior de les lesions de CIN2. En casos de pacients portadores de
CMV (IgG+) s'observa menor expressio del receptor activador de NKG2C en
les pacients que presenten persisténcia o progressio de les lesions de CIN2

durant el seguiment durant 2 anys.

- En finalitzar els 2 anys de seguiment s’han registrat unes taxes de regressio
complerta de les lesions CIN2 del 44%, regressio parcial a CIN1 del 22%,
persisténcia del CIN2 del 12% i progressio a CIN3 del 23%.

- Els factors epidemiologics estudiats com I'edat, el tabac, la paritat, la conducta
sexual i el métode anticonceptiu no resulten ser factors predictors de I'evolucié
del CIN2.

- La deteccié de la serologia IgG de la Chlamydia trachomatis en sang en
pacients amb lesions de CIN2 s’ha relacionat amb 19 vegades meés risc de

persisténcia i progressio de les lesions de CIN2, de manera independent.

- El genotip del VPH més frequent causant de les lesions de CIN2 és el VPH
16, present en gairebé un 50% dels casos. Les pacients en les que es detecta
el VPH16 tenen 5 vegades més de risc de persisténcia o progressio, mentre

que les lesions VPH-AR negatiu regressen.

- La majoria de lesions histologiques de CIN2 estan precedides d’una citologia
de HSIL i aquesta esta relacionada amb 5 vegades més risc de CIN2+ en els 2

anys de seguiment.

- De tots els cofactors estudiats que podrien modificar la distribucié dels
receptors de les cél-lules NK, es demostra que la immunitat a la infeccié del
CMV provoca una major proporcié de cél-lules NK que expressen el receptor

NKG2C, indicant que el CMV pot alterar el repertori de les cél-lules NK.
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- En analitzar els criteris d’exclusi6é establerts es va evidenciar que un 50% de
les pacients excloses per criteris medics (colposcopia no satisfactoria o
tractament immunosupressor) van presentar lesions de CIN3 a la peca de
conitzacié comparat amb el 10,3% de CIN3 present a les pacients excloses per
motius personals, suggerint que els protocol establert de maneig conservador

de les lesions de CIN2 és segur.
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ANNEXE 1: APROVACIO DEL COMITE ETIC

CONSORCI MAR PARC DE SALUT DE BARCELONA | NIF:5-0800471E @ PAPER ECOLOGIC

Parc
Ido Salut :

Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica

Dofia M2 Teresa Navarra Alcrudo Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica Parc
de Salut MAR

CERTIFICA

Que éste Comité ha evaluado el proyecto de investigacion clinica n® 2011/4293/I titulado
“Valor predictivo de las células NK en la progresion y transformacién invasiva de la neoplasia
Intraepitelial Cervical Grado 2" propuesto por el Dr. Ramén Carreras Collado del Servicio
Ginecologia y Obstetricia del Hospital del Mar.

Que adjunta documento de consentimiento informado.

Y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

El alcance de las compensaciones econémicas que se solicitan esta plenamente justificado.

Y que éste Comité acepta que dicho proyecto de investigacion sea realizado en el Hospital
del Mar por el Dr. Ramén Carreras Collado como investigador principal tal como recoge el
ACTA de la reunioén del dia 7 de Junio de 2011.

Lo que firmo en Barcelona, a 8 de Septiembre de 2011

CEIC - Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, 88 | 08003 Barcelona | Teléfon 93 316 06 77 | Fax 93 316 06 36
ceic-psmar@imim.es | www.parcdesalutmar.cat
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ANNEXE 2: CONSENTIMENT INFORMAT

Consentimiento Informado para la participacién en el estudio CIN2 - NK

Valor predictivo de las células NK en la progresién y transformacioén invasiva de la
Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2

Apellidos y nombre de la paciente Fecha Nacimiento | Cddigo

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio “Valor predictivo de las
células Nk en la progresion y transformacion invasiva de la Neoplasia Intraepitelial
Cervical grado 2".

Declaro haber leido detenidamente y comprendido el contenido de la Hoja de Informacién para
las pacientes, asi como el presente Consentimiento Informado.

Ademas, el doctor/la doctora Sr./Sra. .....c.oeiviiiii i me ha explicado
en una conversacion privada de forma clara y detallada las condiciones, la relevancia, el
alcance, los riesgos y beneficios del estudio. He tenido la ocasién de plantearle preguntas y
todas ellas han sido contestadas. He dispuesto de tiempo suficiente para tomar una decision.

Entiendo que la participacion en el estudio es voluntaria. En cualquier momento, y sin
necesidad de justificacion, puedo retirar mi conformidad a participar en el estudio. De ello no se
derivara ningun tipo de perjuicio que pueda afectar al posterior tratamiento médico que reciba.

Se me ha hecho entrega de la hoja de informacion para las pacientes, asi como del
Consentimiento Informado.

Declaro mi conformidad con que las personas encargadas y autorizadas por el Parc de Salut
Mar, asi como los organismos de control nacionales e internacionales competentes del estudio
— todos ellos obligados a guardar secreto profesional — tengan acceso a mis datos personales,
es decir, al expediente médico donde figuran dichos datos, siempre y cuando esto sea preciso
para verificar que se lleva un registro completo y correcto de los datos relevantes para la
evaluacion cientifica, asi como que el estudio se esta ejecutando correctamente.

Nombre de la paciente Firma de la paciente Fecha (escrita a mano)

Declaro que he informado a la paciente arriba firmante sobre las condiciones, la relevancia, el
alcance, los riesgos y beneficios del estudio. Le he hecho entrega de la Hoja de informacion
para las pacientes, asi como de un duplicado firmado del presente Consentimiento Informado.

Firma del médico responsable | Fecha (escrita a mano)

Un original de este documento se conservara junto con la | Mmédico responsable:
documentacién del médico responsable relacionada con el

estudio. Direccion:

La paciente recibe un duplicado firmado i
Teléfono:

Consentimiento Informado para la participacién en el estudio CIN2 - NK
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Valor predictivo de las células NK en la progresién y transformacioén invasiva de la
Neoplasia Intraepitelial cervical grado 2

Estimada paciente:

En el andlisis de citologia realizada durante su profilaxis de céancer, se ha detectado una
irregularidad. Este resultado necesita ser aclarado con una prueba, que consiste en la
realizacion de una “colposcopia del cuello uterino”. Esta colposcopia se basa en la visién a gran
aumento de dicho cuello uterino, usando tinciones especiales que ayudan a localizar las
posibles lesiones que han causado la alteracién citolégica, y a obtener una biopsia de cada una
de ellas.

Estas lesiones cervicales estan causadas por un virus bien conocido, el virus del Papiloma
Humano, un virus muy frecuente entre las personas capaces de causar las verrugas genitales y
otras lesiones desapercibidas a simple vista, con capacidad de ir degenerando con el tiempo
hasta convertirse en pequefios tumores de cuello uterino.

Actualmente, las lesiones de bajo grado (CIN-1) son tratadas de manera conservadora con
controles cada 6 meses, por tener una alta probabilidad de desaparecer al poco tiempo (hasta
90%). Las lesiones de medio-alto grado (CIN-2 y 3) tienen una capacidad de regresion menor
(alrededor del 30-40% en el caso de los CIN-2). Sin embargo, hoy en dia no somos capaces de
identificar aquellas pacientes que curaran por si solas. De hecho, todas las lesiones de medio-
alto grado son tratadas mediante la realizacién de una intervencién en la que se extrae un
pequefio fragmento de cuello uterino, conocida como conizacion. Esta intervencion se realiza
con una asa conectada a un generador de electricidad de alta frecuencia. Aunque es sencilla
no esta exenta de riesgos como sangrado, estenosis cervical, extirpacién incompleta de la
lesion, infeccion, alteraciones psicoafectivas, problemas obstétricos a largo plazo).

Nuestra equipo realiza actualmente un estudio clinico, cuyo objetivo es identificar aquellas
cuyas lesiones de CIN-2 son susceptibles de regresar espontaniamente, es decir que son
capaces de resolverse por si solas. Nosotros le proponemos realizar un seguimiento exhaustivo
de dicha lesién, durante un periodo maximo de 2 afios, a fin y efecto de dar una oportunidad a
su sistema inmune de resolver dicha lesion, y asi evitar una posible conizacion innecesaria. En
cualquier caso, si en algiin momento se identificara una progresion a una lesién de alto grado
(CIN-3) se procederia a una conizacion terapéutica segln protocolo habitual. Cabe sefialar,
que la progresion de un CIN-2 a un CIN-3 es como maximo del 22% y a un carcinoma
microinvasor de 5% en mas de 12 meses.

Ejecucién del estudio

Para la aclaracion de su resultado se le solicitara presentar-se en esta misma consulta especial
de colposcopia, donde se le informara del resultado y de las posibles conductas a seguir. Se le
tomara una muestra de sangre, y se le hara una entrevista sobre sus antecedentes médicos y
quirdrgicos.

En caso de participar en nuestro estudio, se la citara en 3 meses para el ler control
colposcopico, y se enviaran las muestras de sangre y de tejido cervical a analizar en busca de
células NK, unas células que luchan contra las infecciones virales y las células cancerosas.

En ese 3er control se realizaran colposcopia y extraccion sanguinea, de manera que podamos
evaluar la evolucion de la lesion cervical. Y asi cada 4 meses y hasta un total de 24 meses,
donde se realizara una evaluacion final de la lesion cervical. En caso de persistir o no regresar
del todo, se realizara un tratamiento definitivo excisional. En caso de regresién completa, se le
dard el alta para control en su ambulatorio.

Todas las muestras enviadas al laboratorio seran usadas Unicamente para este estudio, y
seran guardadas de acuerdo a las exigencias de las normativas por la cual se regulan los
ensayos clinicos y demas legislaciones legalmente aplicables.

Ventajas y riesgos de la participacién en el estudio

Basandose en los resultados de este estudio clinico existe la posibilidad de desarrollar nuevos
y mejores métodos de tratamiento conservador de las lesiones cervicales CIN-2. Usted como
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participante podria tener la ventaja de ahorrarse una intervencion quirdrgica, que como hemos
dicho anteriormente es sencilla y rapida, pero no deja de tener unas complicaciones agudas
(sangrado, infeccion, estenosis de canal, perforacién uterina y vesical) y a largo plazo
(complicaciones obstétricas como parto pretérmino, ruptura prematura de membranas,
complicaciones neonatales), que podrian evitarse.

Pero también debe ser consciente que cabe la posibilidad, aunque muy pequefia, que su lesion
evolucione a un grado superior, de manera que deba ser conizada sin poder terminar el
estudio.

Sus derechos como paciente

Su participacién en este estudio se realiza sobre una base voluntaria. En cada momento usted
tiene el derecho de revocar su decision de participacion en el estudio. No surgird ninguna
consecuencia negativa para usted en el caso que opte por no participar o bien en caso de
revocar su decision de participar en el estudio.

Usted no recibira ninguna remuneracion por la participaciéon en este estudio. Pero tampoco
surgiran costos para usted, relacionados conlas medidas realizadas en el marco del estudio.

Sirvase dirigirse a su médico responsable en caso de tener dudas durante la realizacion del
estudio.

Confidencialidad de los datos

La totalidad de los datos de caracter personal que se obtengan durante su participacién en el
presente estudio, se mantendra confidencial en la medida que la Ley Organica 15/1999, del 13
de diciembre, de proteccion de datos de Caracter personal y el real Decreto 223/2004, del 6 de
febrero por el cual se regulan los Ensayos Clinicos y demas legislaciéon y normativa legalmente
aplicables, asi exijan.
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ANNEXE 3: FULL DE RECOLLIDA DE DADES

Parc
de Salut

——
Barcelona

* FULL RECOLLIDA DADES: CIN2-NK

‘ DATA DR/A
NOM
NHC EDAT
ID TELEFON
PROFESSIO ESTUDIS
RACA ESTAT
ANTECEDENTS MEDICS
MLT
Imm.Supr. TTX Imm.Supr.

ANTECEDENTS FAMILIARS

SEROLOGIES: Lues - Chlamidia - Herpes - VHB - VIH - CMV

HABITS TOXICS

Fumadora? Passiva? Exfumadora?
Any inici Tipus tabac Cig/Dia
Cannabis Haxix Altres:

ANTECEDENTS GINECO-OBSTETRICS

MQ ™

TPAL IVES
MENOPAUSA DUR

PF ACO (quin-Anys)

RS (inici-2 anys-total)

MPI RS anal
ETS

Vacuna del VPH

EXPLORACIO FiSICA 12 VISITA

GE VAGINA

atrofia - erosi6 - queratosi

CERVIX: polip - Naboth - eritroplasia - leucoplaquia - condiloma - lesions violacies - leucorrea -

Data Cito - Colposcopia - Bx

Resultat

197



Parc
de Salut

AR__

Barcelona

FULL RECOLLIDA DADES: CIN2-NK

GE

VAGINA

CERVIX: polip - Naboth - eritroplasia - leucoplaquia - condiloma - lesions violacies - leucorrea -

atrofia - erosi6 - queratosi

COLPOSCOPIA

[ Colposcopia satisfactoria
O Unign escamocolumnar
O Exocervical [ Endocervical
Observaciones normales
[ Epitelic escamoso originario
O Trdfico [ Distrafico
[ Epitelic columnar
[0 Zena de transformacién normal
Observaciones anémalas
Epitelio fino blanco en reaccion al dcido acético
Mosaico regular
Punteado regular
Pasitividad parcial al yodo
Area negativa al yodo
Epitelio grueso blanco en reaccidn al dcido acético
Mosaico irmegular
Punteado irregular

OoOoooooooooood

Wasos atipicos
Sospecha de neoplasia invasiva
Palipo

Endometriosis

Herpes

Queratosis

[ Fina

O Gruesa

Inflamacion
Condilomatosis

Tejido de granulacidn
Resultados terapéuticos
Erosién

Ulcera

Atrofia

Ooooooono

[ Colposcopia insatisfactoria

[ Unign escamocolumnar no completamente visible
O Cuelio utering no visible

O Inflamacién grave

O Atrofia grave

Biopsia
[0 Exoccérvix
[0 Endocérvix
[ vagina
Fotograma O No
[ Cuelle utering
O Vagina

O si

Punteado fino

?

d Punteado grueso

Queratosis

G

Mérgenes no marcados

Mérgenes marcados

Mérgenes con lesiones
de grado 2

Impressié Diagnostica

Biopsia
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ANNEXE 4: CHECK-LIST DEL FICOLL

Parc
de S

Barcelo

alut

MM - Pae
hospitaldeimar | _‘

MR~ IMMUNOLOGIA

CHECKLIST PROTOCOLO “Valor predictivo de las células NK en la progresién y transformacién

invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2”

Cadigo paciente: CIN2-NK ........ocovveeviiiiieeniieeeesneen,

Fecha

Operador

Lugar de trabajo ........coeeeiiiiiiiiiiicee

Check-

oCo0Do

Check-
a

Q

Q

o0 OO0 [y O O0o0Do

oo0o

list previo procedimiento:

Comprobar disponibilidad de lugar de trabajo

Comprobar disponibilidad de centrifuga basculante

Comprobar disponibilidad de FiColl y PBS no estéril

Comprobar disponibilidad de material (rotulador permanent-marker, 2 Falcon 50mL, 1 tubo cénico
Sarstedt tapén amarillo, gradillas, pipetor, pipeta 10mL, puntas, pipeta Pasteur, camara de
Neubauer, microscopio, azul tripano, 5 criotubos, “quesito” isopropranol, recipiente de desechos
organicos).

list real time:
1. Atemperar FiColl y verter 16mL de FiColl en 1 tubo Falcon 50ml (pipetor automatico con pipeta de
10mL).
2. Rotular y colocar en gradillas adecuadas:
0 2 Falcon 50 mL (1 para diluir sangre periférica con PBS, 1 para Ficoll)
0 2 tubos conicos 15mL tapon amarillo (Sarstedt; o similar)
3. Verter sangre total (4 tubos heparinizados 6 EDTA y rotulados con cddigo de la paciente) en
Falcon 50mL.
4. Separar 1ml de sangre total en criotubo para analisis genético
5. Lavar los tubos EDTA con 2mL de PBS y verter la sangre en Falcon 50mL.
6. Repetir el paso 4 (total: 32 mL de sangre diluida 1:1 con PBS)
7. Verter “gota a gota” la sangre diluida en 1 Falcon de 50mL (pipetor automatico con pipeta de
10mL).
8. Centrifugar el Falcon de 50 mL en centrifuga basculante a 2100rpm a T2 24-25°C durante 30
minutos.
0 DESACELERACION MINIMA / aceleracién suave
9. Descartar volumen plasmatico.
10. Recoger anillo de PBMCs con pipeta Pasteur e introducirlo en 2 tubos cénicos Sarstedt con tapon
amarillo.
11. Afadir PBS hasta el limite del recipiente.
12. Centrifugar a 1800 rpm durante 8 minutos
0 aceleracién y desaceleracion maximas
13. Decantar manualmente sobrenadante.
14. Resuspender el pellet con 1mL de PBS, y unificar el contenido de 2 tubos conicos Stastedt con
tapon amarillo en 1 solo.
15. Afnadir PBS hasta el limite del recipiente.
16. Centrifugar a 1000rpm durante 8 minutos.
17. Decantar el sobrenadante manualmente.
18. Repetir los pasos 14 a 17 tantas veces como sea necesario hasta obtener sobrenadante
transparente, a especificar los lavados totales:
o 1lavado
o 2lavados
o 3lavados
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0 4lavadosomas...................
O 19. Resuspender el pellet definitivo en 2mL de PBS + 2% FBS.
O 20. Acudir a la Sala de Cultivos P2 y diluir la muestra en azul tripano

para realizar contaje. p i
U 21. Realizar contaje en microscopio (2 campos en diagonal) y anotarlo: :
-Campo i A
- CaAMPO 4. e ' i
- 4 -
U 21. Centrifugar la muestra (2mL en tubo conico Sarstedt tapdn amarillo)
a 1250rpm durante 5 minutos.
U 21. Durante la centrifugacion realizar el recuento de células:
céls campo 1+ céls campod céls
2 B /mm?ﬂ' dil. azul - 104 = céls/mL - n°mL =  céls totales

U 22. Durante la centrifugacion rotular los criotubos:
¢ Lateral: CIN2-NK / Codigo pct / n° tubo / fecha
e Tapon: Codigo pct / n° tubo

0 Tubo1:CIN2 NK.............. 5-10° céls — Ester (............ uL)
0 Tubo2:CIN2 NK ......cooet e, -10° céls — Ester (P pL)
0 Tubo3:CIN2 NK......cco.ot i -10° céls — Ester [ COT— pL)
0 Tubo4:CIN2 NK ......cco.ott tiinnenne -10° céls — Ester [ COTT— pL)
0 Tubob5:CIN2 NK............. (Genética)

23. Resuspender pellet con 1mL suero FBS.

24. Introducir gota a gota 1mL suero con DMSO al 20% almacenado a 4°C.

25. Repartir muestra en los distintos microtubos segun rotulacion.

26. Colocar criotubos en “quesito” isopropranol. céls/campo

27. Colocar “quesito” en congelador “A” a -80°C (32 planta PRBB, laboratorio UPF) durante un
minimo de 12 horas (-1°C/min).

U 28. Entrega de la check-list al supervisor.

Oo0o0O00oOo

Eventualidades @ COMENTAr: ..........ooooiiiiiiiii i a e eaeaansneernneees
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ANNEXE 5: CHECK-LIST DE LA CITOMETRIA DE FLUX

Parc OSAth b imar
GOS8 hospitaldelmar
MAR__

Barcelona IMMUNOLOGIA

CHECKLIST PROTOCOLO “Valor predictivo de las células NK en la progresion y transformacién
invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2”

DESCONGELACION-CITOMETRIA DE FLUJO

Caodigo paciente: CIN2-NK..........ccoevvvieiiviieeeeiiieeeie
PO s T s R
OPOTAAON ... ovvs osvassmsionsssasassmssisnbasss isuadiniinsassssiasssdasuss
Lugarde trabajo ...l miiious

Check-list previo procedimiento:
U0 Comprobar disponibilidad de lugar de trabajo, microcentrifuga 5415 R Eppendorf y
FACS (Inmunologia)
U Comprobar disponibilidad de medio completo decomplementado, bafio a 37°C,
Q0 Comprobar disponibilidad de material (rotulador permanent-marker, ...................

Check-list real time descongelacion rapida:
U 1. Preparar tubo con 12mL de medio completo.
Q 2. Introducir el vial congelado en bafio a 37°C (manualmente) hasta que quede un

cubito.

U 3. Anadir al vial —gota a gota- medio completo hasta que llegue al maximo de
capacidad.

O 4. Aiadir el contenido del vial al tubo.

U 5. Centrifugar a 1200rpm durante 6 minutos (aceleracion y desaceleracion maximas).

U 6. Eliminar el sobrenadante.

O 7. Resuspender el volumen con 1mL de Medio Completo.

U 8. Repetir el contaje celular:

0 Céls totales en vial (previamente): .........cccceviiieiiiiiee i
0 ndice de viabilidad: ...............ceveveveveeieceieeeee et

Check-list real time citometria de flujo:

U 1. Repartir la muestra en .... tubos Eppendorf (el volumen necesario para sumar un
total de 300.000 células/Eppendorf):

o 300.000 células x (1000 pL/................ células totales) = ................ pL

esuspender en 1mL PBS la muestra de cada Eppendorf.

entrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

Descartar tantos pL de sobrenadante -mediante pipeta p1000- como sean
necesarios para llegar a un volumen de 50 pyL (homogeneizacién de concentracion:
300.000 células en 50 pL).

Q 5. Introducir 50 pL/tubo de solucién de bloqueo IgG humana (previamente preparada).

O 6. Incubacion 25 minutos a 4°C.

U 7. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

U 8. Introducir 100 pyL Ac’s Indirectos primarios:

0 Anti-myc/ NKG2A /NKG2C / NKG2D / ILT2 / KIR

g 2.R
a 3.C
a 4.
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d 9. Incubacién 30 minutos a 4°C.

Q 10. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

O 11. Descartar 150uL de sobrenadante mediante pipeta p200.

0 12. Resuspender con 1mL PBS.

Q 13. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

U 14. Descartar 1000uL sobrenadante mediante pipeta p1000.

Q 15. Introducir 100uL Ac Secundario (Ficoeritrina-PE).

O 16. Incubaciéon 25 minutos a 4°C. FOTOPROTEGER LAS MUESTRAS.

O 17. Preparar Ac’s directos:
0o 5yuLCD3 PerCPx....tubos = ...... puL + 10% extra (....uL) = .... yL CD3
o 10uL CD56 FITC x .... tubos = ...... pL + 10% extra (....uL) = .... yL CD56
O ...ULCD8APCX....tubos = ...... pL + 10% extra (....uL) = .... yL CD8

O 18. Resuspender en 1000uL PBS.

O 19. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

O 20. Descartar 1100uL sobrenadante.

O 21. Repetir los pasos 18-20: 2 veces mas.
0 2°lavado
o 3rlavado

Q 22. Introducir Ac directos (primarios): 5uL CD3 + 10uL CD56 + ... yL CD8 = ... ylL/tubo
0 Afadir a TODOS los Eppendorf, EXCEPTO a los controles sin anticuerpo!

O 23. Incubacion 20 minutos a 4°C. FOTOPROTEGER LAS MUESTRAS.

O 24. Resuspender en 1000uL PBS.

O 25. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).

U 26. Descartar 950uL sobrenadante con pipeta.

O 27. Repetir los pasos 23-25: 1 vez mas.

O 28. Resuspender en 300uL PBS.

O 29. Acudir al citdbmetro a analizar las muestras.

Eventualidades @ COMENTAT: ... e e e e e e eeeeeeeeenn
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