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Resumen

Desde la introduccidn de las pruebas biomoleculares para la identificacion del ADN de los virus del
papiloma humano de alto riesgo (ADN VPHar) en las estrategias de prevencion del cancer cervical,
han surgido muchos aspectos interesantes en este campo. En primer lugar, las pruebas de ADN del
VPH han demostrado mejor sensibilidad que la citologia convencional en muchos escenarios:
deteccion, triaje de ASC-US y en el seguimiento post-tratamiento. A pesar de ello, también se han
subrayado ciertas limitaciones en estas nuevas tecnologias: el problema principal es la baja
especificidad de las pruebas, que no pueden discriminar entre infecciones regresivas y progresivas.
Por lo tanto, estudios recientes han dirigido su atencién hacia nuevos marcadores de la progresion
gue pudieran detectar de manera mas precisa aquellos casos con un riesgo real de desarrollo de
cancer. Dado que la progresion hacia el cancer depende de la accidn de integracién vy
transformacion de las proteinas E6/E7, se considera que las actividades de transcripcion que
conducen a la sobreexpresion de E6 y E7 constituyen un valioso marcador de dicho riesgo. Este
analisis tiene por objetivo resumir la bibliografia sobre este tema y ofrecer una vision clara de los

puntos de vista emergentes.

Antecedentes

En los ultimos cuarenta afios y con el objeto de disminuir la morbilidad y mortalidad ocasionada
por el cancer cervical, la mayoria de los paises desarrollados han introducido programas de
deteccion de cancer cervical que se basan en la examinacion citoldgica de frotis vaginales (test del
Papanicolaou). Sin embargo, la citologia cervical no ha demostrado tener sensibilidad éptima, y
recientemente los avances en el conocimiento de la historia natural de la enfermedad han
sugerido estrategias alternativas. La infeccidn persistente por genotipos del virus del papiloma

humano de alto riesgo (VPHar) ha sido reconocida como causa necesaria de cancer cervical (1). Lo



que inicialmente llevd a la adopcion de pruebas moleculares para la evaluacidn de la presencia de
ADN de VPHar para el triaje de frotis de Papanicolaou con anomalias minimas. Mas
recientemente, se ha acumulado evidencia que implica que puede lograrse una mejoria
significativa en la efectividad de la deteccion del cancer cervical mediante el uso de pruebas de
ADN-VPHar como herramienta primaria de deteccidén. De hecho, las pruebas de ADN-VPHar tienen
mejor sensibilidad para lesiones cervicales con relevancia clinica (neoplasia intraepitelial cervical 2
o peor, NIC2+) que la citologia. Adema3s, las pruebas moleculares han demostrado ofrecer mejor
proteccién contra las NIC de alto grado y el cdncer que la citologia en rondas de deteccion
posteriores, permitiendo prolongar los intervalos entre chequeos con implicaciones logisticas y
econdmicas favorables. Sin embargo, las infecciones por VPHar son bastante comunes en la
poblacién general y la mayoria de ellas son transitorias, con regresién espontdnea en un periodo
de 18 a 24 meses. De hecho, el valor predictivo positivo (VPP) de una prueba positiva de ADN-
VPHar es bastante bajo (es decir, sélo una pequeiia proporcién de aquellas mujeres con resultados
positivos para ADN de VPH de alto riesgo tendran lesiones NIC2+ al momento en que se hace la
prueba o la desarrollardn en los préximos afos), y hasta 10% de la poblacidn examinada obtiene
resultados positivos y por lo tanto necesitardn alguna forma de triaje de segundo nivel. El esfuerzo
de las investigaciones se ha enfocado entonces en métodos de evaluacién suplementarios o
posibles alternativas que puedan limitar los procedimientos de seguimiento innecesarios para
aquellas mujeres con infecciones por VPHar sin relevancia clinica o temporales. Hasta ahora, la
mayoria de las directrices nacionales sobre la prevencién del cancer cervical consideran la citologia
reflejo (es decir, la lectura de una muestra citoldgica recolectada durante una prueba primaria de
ADN de VPH pero almacenada y no evaluada inicialmente) como herramienta de triaje de valor
para mujeres ADN-VPHar positivas. Sin embargo, hasta 8% de las mujeres VPHar positivas con

citologias normales tienen o desarrollaran en unos pocos afios una lesién NIC2+, y el conocimiento



previo del estatus ADN-VPH podria influenciar la lectura subjetiva de la citologia. Por lo tanto,
existe una gran necesidad de biomarcadores que permitan la estratificacién del riesgo para
mujeres VPH positivas con citologias normales, o de lo contrario, capaces de reemplazar la
citologia como herramienta de triaje. Teniendo en cuenta que la progresién hacia la malignidad
cervical requiere de una sobreexpresion de los genes E6 y E7 de los genomas integrados de VPHar,
la demostracion de transcripciones de E6/E7 de VPHar en muestras cervicales podria ser mas
especifica para la deteccién de lesiones NIC2+ que el uso de tan solo pruebas de ADN-VPHar. En la
actualidad es posible realizar un analisis de la transcripcion en los hisopados cervicales debido a
que la introduccién de la citologia de base liquida ha resultado en medios de coleccidn que
permiten preservar el ARN lo suficientemente como para permitir la amplificacién y deteccién in

vitro.

Deteccion de ARNm de las E6/E7 de HPVar

En la actualidad existen tres pruebas comerciales para la deteccion de ARN mensajero (ARNm) de
las E6/E7 de VPHar. El PreTect HPV-Proofer (NorChip AS, Klokkarstua, Noruega) y el NucliSENS
Easy Q HPV (bioMérieux) se basan en la misma tecnologia, pero son producidos por distintas
compaiias, con pequeias diferencias en el protocolo de extraccion del ARNm y el analisis de la
informacién (2). Estas pruebas se basan en la amplificacién basada en la secuencia del acido
nucleico (NASBA). El ensayo es una amplificacién isotérmica del ARN en tiempo real que detecta
el ARNm de las E6/E7 y realiza una genotipificacidon de los cinco tipos de VPHar mas oncogénicos
(16,18,31,33 and 45) (3). La amplificacién NASBA se basa en la extensién y transcripcién de
cebadores mediante actividades coordinadas de tres enzimas (RNasa H, transcriptasa reversa y
ARN-polimerasa). La reaccion de amplificacion es isotérmica y se lleva a cabo a 41°C. Debido a la
temperatura relativamente baja, no se puede amplificar el ADN contaminado. La deteccidén en

tiempo real mediante el uso de balizas moleculares se basa en la mediciéon de la deteccion
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dependiente del tiempo del aumento de la sefial fluorescente. Dicha seial es producida solo luego
de la unién especifica de la baliza molecular con un amplicén (ARNm de VPH especifico) (Figura 1).
La medicion se hace en combinacion con el paso de amplificacidn (tiempo real) (4). Ambas pruebas
recibieron la marca CE-IVD. (Figura 1) El ensayo APTIMA VPH (Hologic, San Diego, CA ) es una
prueba de amplificacion de acidos nucleicos que tiene por objetivo la deteccion cualitativa del
ARNm viral de las E6/E7 de 14 VPHar (16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/ 66/68). El ensayo
involucra tres eventos principales en un solo tubo: captura del blanco, amplificacion del blanco por
amplificacién mediada por transcripcion (TMA) y deteccién de los productos de amplificacion. La
TMA es un método de amplificacion de acido nucleico basado en transcripciéon que involucra dos
enzimas, la transcriptasa reversa y la ARN-polimerasa (Figura 2). La transcriptasa reversa es
utilizada para generar una copia del ADN de la secuencia blanco de ARNm que contiene una
secuencia promotora para la ARN-polimerasa. La ARN-polimerasa genera copias multiples del
amplicon ARN a partir del modelo de la copia de ADN (5). Los amplicones se detectan por ensayo
de proteccién de hibridacién (HPA) mediante el uso de sondas de acido nucleico de hebra simple
con etiquetas de quimioluminiscencia las cuales son especificamente complementarias a los
amplicones blanco. El reactivo de seleccidn distingue entre sondas hibridizadas y no hibridizadas al
inactivar la etiqueta en las sondas no hibridizadas. Durante el paso de deteccidn, se mide la luz
emitida por los hibridos etiquetados ARN:ADN en un lumindmetro como sefiales de fotones, lo
gue luego se reporta como Unidades de Luz Relativas (RLU) (6). En ensayo APTIMA también
podria llevar a cabo una genotipificacién del VPH 16 por separado y 18-45 en conjunto, pero
requiere de ensayos separados APTIMA 16 y 18/45. El ensayo APTIMA VPH es una prueba que

cuenta con aprobacién CE-IVD y de la FDA.
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En el afo 2009 un grupo de investigadores de la Universidad Catélica en Roma publicaron sus
hallazgos en 180 mujeres evaluadas histoldgica y colposcdpicamente con el fin de estudiar la
presencia de ADN-VPH (HC Il) y ARNm (NucliSENSE) (7). Tal como se esperaba, las mujeres que
resultaron positivas para las transcripciones de ARNm fueron menos que las para el ADN-VPHar, y
hubo una correlacién bastante buena entre el grado de positividad y la severidad de la lesidn. Se
encontré ADN de VPHar en 57.8% de los especimenes; y transcripciéon de E6 y E7 en 45% de ellos.
Los indices de deteccién del ADN-VPH y de la transcripcién de E6 y E7 fueron del 33.3% y 25%
respectivamente para especimenes con hallazgos normales; 51.4% y 31.9% respectivamente para
especimenes con neoplasia intraepitelial cervical grado 1 (NIC1); y 61.1% y 44.2% para
especimenes con NIC2, respectivamente. Todos los especimenes con NIC3 y 95.5% de los
especimenes de pacientes con carcinoma de células escamosas fueron positivos en ambos
ensayos. En general, las pruebas de ARNm demostraron mejor especificidad que las pruebas de
ADN para las lesiones de alto grado (72.7% y 56.2% respectivamente) y un valor predictivo positivo
mas alto (59.3% y 49.0% respectivamente). Los autores sugirieron que los ensayos de ARNm
podrian ser mas poderosos que las pruebas del ADN a la hora de predecir el riesgo de progresidény
ofrecer una sdlida herramienta potencial para el triaje y seguimiento de las pacientes. En el afio
2011, Burger de Noruega realizd un analisis sistematico para determinar el rendimiento de las
pruebas de ARNm de VPH en comparacion con las pruebas de ADN utilizando las NIC2+ como
condicidn objetivo (2). El estandar de referencia utilizado para diagnosticar lesiones precancerosas
fue la confirmacidn histoldgica de neoplasia intraepitelial cervical 2+ (NIC2+). Para cada estudio se
evaluaron sensibilidad, especificidad, indices probables de positividad y negatividad e indices
probables de diagndstico. Los estudios incluidos (11 de 3271 publicaciones) tenian distintas
calidades de metodologia y habian sido realizados predominantemente en un escenario de

deteccion secundario. Ocho estudios investigaron el rendimiento de PreTect HPV-



Proofer/NucliSENS EasyQ, dos estudios investigaron el rendimiento del ensayo APTIMA y un
estudio investigd ambas pruebas de ARNm en muestras de una misma paciente (Tabla 1). Debido a
la escasez de estudios y la considerable heterogeneidad clinica, no fue posible agrupar la
informacién. Sin embargo, los autores recopilaron una "sintesis de la mejor evidencia" para las
pruebas de ARNm de las E6/E7 de VPH. Las sensibilidades variaron de 0.41 a 0.86 y de 0.90 a 0.95
para el PreTect HPV-Proofer/Easy Q y el ensayo APTIMA respectivamente. Las especificidades
variaron de 0.63 a 0.97 y de 0.42 a 0.61 para el PreTect HPV-Proofer/Easy Q y el ensayo APTIMA
respectivamente. Las curvas SROC para ambas pruebas ARNm fueron hacia la izquierda de la
diagonal y el rendimiento del ensayo APTIMA fue mas cercano al de las pruebas de ADN. Los
autores concluyeron que las pruebas de ARNm tienen relevancia diagndstica, pero es necesario
llevar a cabo estudios y analisis econdmicos adicionales para poder llegar a una conclusion firme
en cuanto a la aplicabilidad clinica de las pruebas de ARNm de VPH. En el aifio 2012, Monsonego
publicé los resultados de un Estudio FASE (Estudio de Evaluacién Francés de la Investigacion de
APTIMA), un estudio multicentro de 5000 mujeres francesas disefiado para evaluar el rendimiento
del ensayo APTIMA VPH (AHPV), Hybrid Capture 2 (HC2), genotipificacién interna basada en la
PCR, y ThinPrep LBC en pruebas de deteccién basadas en la poblacién (8). El AHPV tuvo el riesgo
absoluto mas alto para ambos extremos histologicos, detectando 5% a 15% mas lesiones NIC3+ vy
NIC2+ respectivamente, que el LBC. En comparacién con el ensayo HC2, el riesgo relativo de la
positividad del AHPV fue 24% a 29% mas alto, con una diferencia significativa en la deteccién de
NIC2+. Teniendo el LBC como referencia, el AHPV tuvo el mejor balance sensibilidad/especificidad
medido en AUC (4rea bajo la curva ROC) en el test comparativo (significativo para las NIC2+), y el
indice de derivacion a colposcopia (9.2%) en comparacién con el del LBC (8.7%). Los datos del
estudio FASE corroboraron la aptitud del AHPV en la deteccidn primaria de cdncer cervical. Varios

estudios investigaron el ensayo PreTect HPV-Proofer en biopsias y muestras de raspado cervical y



mostraron que la relacidn de positividad del ARNm de las E6/E7 de VPHar - positividad del ADN-
VPHar aumentaba con la severidad histolégica de la displasia. Esto sugiere una mayor
especificidad de este ensayo ARNm para las lesiones cervicales de alto grado en comparacién con
las pruebas de ADN-VPH (9). En un estudio reciente llevado a cabo por Rijkaart (10), 375 de 13401
mujeres participantes en un programa de deteccidn de cancer cervical basado en la poblacién de
los Paises Bajos fueron estratificadas para riesgo de NIC2+ de acuerdo a su estatus ARNm de las
E6/E7 de VPHar. Las poblaciones estudiadas incluyeron 202 mujeres con citologia normal, 88 con
citologia fronteriza o discariosis leve (BMD) y 85 con discariosis moderada o peor (>BMD). Todas
las mujeres resultaron positivas para ADN-VPHar en el ensayo GP5+/6+ PCR utilizado en el
programa de deteccién. Un resultado positivo de la prueba ARNm conferia un riesgo mayor de
NIC2+ en mujeres ADN-VPHar positivas con citologia normal (0.55, 95% intervalo de confianza,
0.34 a 0.76) en comparacion con 0.20 (95% intervalo de confianza, 0.07 a 0.33) en mujeres ARNm
negativas. En aquellas mujeres ADN-VPHar positivas con BMD o >BMD, el resultado de la prueba
de ARNm no tenia influencia alguna en el riesgo de NIC2+. Por lo tanto, los autores concluyeron
qgue las pruebas de ARNm con el PreTect HPV-Proofer podrian ser de valor para seleccionar
mujeres ADN-VPHar positivas con citologia normal en mayor riesgo, y que por lo tanto requiren
de una derivaciéon inmediata a colposcopia. Un estudio bastante reciente de Corea evalud un kit
comercial de diagndstico dirigido al ARNm de las E6/E7 de HPV basado en un ensayo RT-gPCR en
una serie de 337 muestras ThinPrep y reportd 91% de sensibilidad y 98.6% de especificidad para
lesiones cervicales NIC2+ (11). Los indices generales positivos del ensayo ARNm de las E6/E7 de
VPH RT-gPCR fueron del 100% (24/24), 86% (38/44), 100% (7/7), 37% (10/27), 15% (5/32), y 1%
(3/203) en SCC, HSIL, ASC-H, LSIL, ASC-US, y muestras normales, respectivamente. El kit evaluado
demostrd una sensibilidad marcadamente superior (91 contra 41%) cuando se le comparaba con

el ensayo NASBA en tiempo real, que era el estandar de referencia en el estudio. El ensayo



evaluado demostré también mejor correlacidon entre el indice de positividad y severidad de la
lesion citoldgica, y enfatizé la posible relevancia de los ensayos de detecciéon de ARNm en el
manejo clinico de las mujeres examinadas para la deteccidn de precursores del cancer cervical. Sin
embargo, en la seccidn de discusion, los autores resaltaron que el bajo desempefno del ensayo
NASBA podria haber estado relacionado con una serie de limitaciones técnicas debido al método
adoptado de extraccidn y amplificacién del ARN, e insistieron en la importancia de estudios de
mayor envergadura para evaluar una poblacién de pacientes mds representativa y la importancia
de la consideracion de diferencias geograficas, debido al predominio de genotipos de VPH
variables en especimenes de cancer cervical. En resumen, el desempefio en términos de
sensibilidad/especificidad de los 5 ensayos ARNm de VPHar (PreTect HPV-Proofer y NucliSENS EasyQ
HPV) no puede ser agrupado con la prueba APTIMA para los 14 ARNm de VPHar. La prueba APTIMA es mas
similar a la prueba de ADN del VPH como Hybrid Capture 2 en cuanto a sensibilidad y especificidad,

mientras que las cinco pruebas de genotipos de ARNm de las E6/E7 de VPH tienen mucha mayor

especificidad que el ensayo APTIMA (12,13)

Pruebas de ARNm de VPH en el triaje para LSIL

Las pruebas de ADN del VPH tienen baja especificidad y un alto indice de positividad en las LSIL, lo
gue hace que la prueba de ADN del VPH no sea particularmente atil en el triaje de LSIL. La prueba
APTIMA de 14 genotipos y en particular las pruebas de cinco genotipos ARNm de las E6/E7 de VPH
tienen mayor especificidad y un indice de positividad bajo en las LSIL. Un indice de positividad bajo
se traduce en un indice bajo de derivaciones a colposcopia, lo que es deseable en las situaciones
de triaje (13-16). Aquellas mujeres con lesiones cervicales leves tienen un riesgo pequefio pero
significativamente mayor de desarrollar cancer cervical en comparacion con aquellas mujeres con
frotis normales. El propdsito del triaje es identificar aquellas mujeres que necesitan seguimiento

con colposcopia y biopsia para detectar displasia cervical de alto grado o cancer (NIC2+). En casos



de células escamosas atipicas de significacion indeterminada (ASC-US), ahora se reconoce
ampliamente que el triaje con la prueba de ADN del VPH es mds sensible, pero menos especifica
gue la repeticién de una citologia (17, 18). Sin embargo, para aquellas lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSIL) las recomendaciones en cuanto al mejor método para el triaje son
contradictorias y varian entre la repeticion de citologias, pruebas de VPH o una derivacidn directa a
colposcopia (19, 20). Los meta-analisis indican que el triaje de las LSIL con pruebas de ADN de VPH
de alto riesgo no es mas sensible y es sustancialmente menos especifico que la repeticion de la
citologia (15, 16). En algunos estudios, se ha sugerido el triaje basado en VPH de LSIL en mujeres
de mds de 30-35 afios de edad (21, 22), pero otros estudios no lo han confirmado (23, 24). Por lo
tanto, se ha llegado a la conclusién de que la investigacidn sobre la mejor estrategia para el triaje
de lesiones LSIL es prioritaria. En un estudio en Noruega de 522 mujeres con LSIL, 207 tenian
biopsias y 125 de ellas tenian NIC2+. La sensibilidad y la especificidad de las citologias repetidas
(ASC-US o peor) fueron del 85.7% (95% intervalo de confianza (Cl): 72.1, 92.2) y 54.4 % (95%
intervalo de confianza: 46.9, 61.9), respectivamente. La sensibilidad y especificidad de la prueba de
ARNm de VPH fue del 94.2% (95% intervalo de confianza: 88.7, 99.7) y 86.0% (95% intervalo de
confianza: 81.5, 90.5), respectivamente. El VPP de las citologias repetidas fue de 38.4% (95%
intervalo de confianza: 29.9, 46.9) comparado con 67.0% (95% intervalo de confianza: 57.7, 76.4)
de la prueba de ARNm de VPH . En conclusidn, la prueba de cinco genotipos ARNm de las E6/E7 de
VPH fue mas sensitiva y especifica que la citologia repetida en el triaje de mujeres con citologia
LSIL. Ademas, la prueba ARNm de VPH mostré un VPP mas alto. Estos datos indican que la prueba
de ARNm de VPH es una mejor prueba para el triaje de mujeres con LSIL que las citologias
repetidas (15, 16). En un meta-analisis por Arbyn, la sensibilidad y la especificidad grupal de
APTIMA para el triaje de LSIL fue de 96.7% (95% intervalo de confianza= 91.4-98.9%) y 38.7% (95%

intervalo de confianza= 30.5-47.6%) para NIC3+. APTIMA fue tan sensible como HC2 pero mas
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especifico (indice: 1.35; 95% intervalo de confianza= 1.11-1.66). En ambos triajes de ASC-US y LSIL,
APTIMA es tan sensible pero mas especifico que HC2 para la deteccidn del precancer cervical (14).
En el seguimiento de pacientes con colposcopia negativa/histologia cervical negativa, las pruebas
de cinco genotipos de ARNm de las E6/E7 de VPH tienen mayor especificidad y un VPP mas alto
para las NIC2+ que las citologias repetidas, sugiriendo un abordaje "examen y tratamiento" para
las pruebas ARNm de VPH en mujeres de mas de 40 afios (26). En los estudios clinicos, la
histologia se usa como el estandar por excelencia para la deteccién de NIC2+.
Desafortunadamente, la colposcopia no tiene una sensibilidad éptima para las NIC2+. Las
directrices del Programa de Deteccion de Cancer Cervical del Servicio Nacional de Salud (NHSCSP)
para Colposcopias y Manejo de Programas, que rige las practicas en Gran Bretafia, requiere de una
evidencia en la precisién de las colposcopias del 65% (27). Zuchna reportd una sensibilidad del
66.2% de las NIC2+ cuando hasta tres biopsias cervicales dirigidas se tomaban como prueba
diagndstica con la biopsia en cono como estandar de referencia (28). Mediante el uso de imagenes
cervicales digitalizadas de 919 mujeres referidas por anormalidades citoldgicas equivocas o leves
en el estudio de triaje ASCUS-LSIL, Massad reporté un 39% de positividad para las NIC2+ (29). Por
lo tanto, todas aquellas mujeres con colposcopia y biopsias negativas luego de una citologia
anormal y/o pruebas de VPH tienen que recibir seguimiento.

Las pruebas de ARNm de VPH en el seguimiento y post-tratamiento conservativo para lesiones
NIC2/NIc3

Se considera que aquellas mujeres que recibieron tratamiento conservativo para lesiones NIC 2-3
tienen un alto riesgo de desarrollo de carcinoma invasivo por muchos afos y que por lo tanto
requieren de monitoreo continuo. En especial, entre 5% y 20% de las mujeres tratadas por NIC2+
desarrollardan enfermedad recurrente dentro de los 3 afios (30). Por este motivo, un seguimiento

adecuado resulta obligatorio. En la actualidad, a pesar de que se percibe la baja sensibilidad, el
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test del Papanicolaou es utilizado en el seguimiento de pacientes tratados por neoplasia
intraepitelial y las directrices europeas para las politicas de deteccion de cancer cervical
recomiendan citologias a los 6, 12 y 24 meses luego del tratamiento de la NIC (31, 32). Estudios
observacionales han demostrado que las pruebas de ADN del VPH tienen una eficacia
significativamente mayor que la citologia en la prediccion de enfermedad persistente o recidiva y
por consiguiente la deteccién de infeccion persistente por los genotipos de VPHar puede mejorar
el manejo de pacientes. En realidad, las pruebas de ADN-VPHar son mucho mas sensibles (90%)
gue la citologia de seguimiento (70%) (33,34) y en la actualidad la ASCCP recomienda el uso de
pruebas de ADN del VPH con citologia (pruebas combinadas) a los 12 y 24 meses luego del
tratamiento por NIC2/3 (35). En realidad, la erradicacién de la lesidn clinica no necesariamente
implica erradicacion de todo el tejido infectado y hasta un 40% de las mujeres tratadas todavia
contindan siendo VPHar positivas debido a que las pruebas de ADN-VPHar no distinguen entre
infeccion transitoria nueva e infeccion persistente (36, 37). Este es el motivo por el cual las
pruebas de ADN-VPHar tienen menor especificidad que la citologia para la identificacion de la
enfermedad recurrente o persistente. Estudios prospectivos recientes documentaron que los
indices de enfermedad residual o recurrente en mujeres con VPHar 16 y/o 18 persistentes son mas
altos que en mujeres con otros tipos de VPHar, recalcando la importancia de la determinacion
genotipica de tipos especificos luego del tratamiento de las NIC2+ (38-40). Debido a que los
ensayos de genotipo de VPHar se han utilizado cada vez mas en la practica clinica, serd necesario
investigar mas para determinar si los resultados por tipo especifico de VPH pueden mejorar la
identificacion de mujeres con posibilidades de mayor riesgo de desarrollar enfermedad cervical
luego del tratamiento. Un analisis sistematico reciente recalca que las infecciones nuevas por VPH
son una fuente potencial para el riesgo de enfermedad futura luego de un tratamiento de cancery

precancer cervical (41). Mds recientemente se ha sugerido que la actividad oncogénica de las

12



transcripciones de ARNm-ar (42) puede ser un mejor indicador de las mujeres en riesgo de
persistencia o recidiva de la enfermedad, mostrando una especificidad mas alta que los ensayos
basados en el ADN, con mejor especificidad y valor predictivo negativo (VPN) que las pruebas de
ADN-VPHar (43), mientras que otros subrayan que el ARNm de las E6/E7 del VPH no es util en la
deteccion de la recidiva (2). Para poder evaluar el desempefio de las distintas pruebas
biomoleculares, solas o en combinacién con la citologia, se esta llevando a cabo un estudio
prospectivo en Italia para evaluar la prediccidn del indice de persistencia/recurrencia en mujeres
tratadas por NIC2+. Los resultados preliminares parecen indicar que la combinacion de pruebas de
Papanicolaou + ARNm de las E6/E7 de VPH muestra la mejor especificidad mientras que la
genotipificacion de VPHar retiene la prediccion mas alta para la enfermedad persistente o
recurrente de NIC2+.

Conclusion

En general, las pruebas de ARNm de las E6/E7 de VPH han demostrado en varios estudios
publicados que tienen las caracteristicas de una herramienta de diagndstico precisa en el campo
de la prevencion del cancer cervical (44). Por este motivo, la evidencia actual sugiere que las
pruebas de ARNm pueden considerarse como posibilidades alentadoras en términos de la
implementacién de la precisién diagndstica de las lesiones cervicales preneopldsicas en distintos
escenarios (45-50), incluidas las lesiones glandulares y el adenocarcinoma (51). La deteccidn
primaria ha sido por supuesto mas ampliamente investigada, y representa la opcion de aplicacién
mas interesante en vista de los cambios recientes a nivel mundial de la citologia hacia programas
de deteccién moleculares, que se basan en evidencia. En comparacion con las pruebas ADN-VPHar,
gue en realidad representan la alternativa mds valida a la citologia en el marco de las pruebas de
deteccidn, las pruebas de ARNm presentan una mejoria valiosa de una mejor especificidad y por

consiguiente, un valor predictivo positivo (VPP) mayor hacia las lesiones cervicales de alto grado
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(NIC2+) (52). En términos de pruebas de cura luego del tratamiento, a pesar de la limitacion
significativa de una falta de ensayos controlados de envergadura, los datos preliminares
interesantes indican la posible integracién de las pruebas de ARNm con la citologia. Las pruebas de
ARNm de las E6/E7 de VPH pueden utilizarse como discriminadores mas especificos entre displasia
cervical transitoria y lesiones potencialmente progresivas. En consecuencia, las pruebas de las
E6/E7 de VPH de alto riesgo podrian reducir la carga psicoldgica asociada con las pruebas de ADN
del VPH (53).

En conclusién, desde el comienzo de la era molecular en la prevencién del cdncer cervical, se han
dado muchos pasos hacia adelante solo para superar las limitaciones de la citologia. Las pruebas
de ARNm representan en realidad un nuevo desafio, con una posibilidad alentadora de que
puedan ser integradas a un grupo de valiosas herramientas moleculares que esperamos
conduzcan en el futuro cercano a la eliminacidn del cancer cervical en mujeres.
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Tables and Figures

Tabla 1. Performance of E6/E7 HPV mRNA and DNA tests.

Triage of ASC-US with the 5-type mRNA test versus HC2. Outcome: CIN 2+

Study Estimate (95% CI) Study Estimate (95% CI)
Szarewski 2008 —t 0.76 (0.56, 1.02) Szarewski, 2008 - 1.74 (1.35,2.25)
Halfon, 2010 —— 0.78 (0.66, 0.96) Halfon.2010 — 1.50 (1.13, 2.00)
Ratnam, 2011 —- 0.79 (0.68, 0.92) Ratnam, 2011 —~ 1.86 (1.8, 2.19)
Szarewski 2012 - 0.96 (0.89, 1.03) Szarewski.2012 —e—  272(207,359)
Alaghehbandan,2013 —-— 0.75 (0.64,0.88) Alaghehbandan,2013 - 2.11(1.76,2.54)
Overall <> 0.80 (0.73, 0.87) Overall <> 1.98 (1.70, 2.30)

25 H H H 25 H s 2 H

Sensitivity ratio Specificity ratio

Triage of LSIL with the 5-type mINA test versus HC2. Outcome: CIN 2+

Study Estimate (95% CI) Study Estimate (95% CI)
Szarewski, 2008 - 0.69 (0.61,0.79) Szarewski 2008 - 299 (2.54,3.51)
Halfon, 2010 0.84(0.54,1.32) Halfon,2010 —— 1.78(1.14,2.76)
Ratnam 2011 - 0.80(0.70,0.92) Ratnam 2011 —— 3.46(263,457)
Szarewski 2012 - 0.71(0.62, 0.80) Szarewski 2012 —) 4.17(341,5.10)
Alaghehbandan 2013 E 0.77 (0.68, 0.87) Alaghehbandan 2013 —e— 3.70(282,488)
Overall 0.74 (0.69, 0.80) Overall > 3.36 (2.82, 4.00)
25 H H 4 ) 5 15 2 i
Sensitivity ratio Specificity ratio

Triage of ASC-US with APTIMA vs HC2. Outcome: CIN 2+

Study Estimate (85% Cl) Study Estimate (85% CI)
Szarewski, 2008 (Excluded) Szarewski, 2008 — 1.30 (0.98, 1.74)
Dockter, 2008 = 7 1.00(0.90, 1.11) Dockter, 2008 T —— 1.66 (1.15,2.38)
Wu, 2010 =3 1.11(0.85, 1.44) Wy, 2010 ¥ Fai 1.31(0.97,1.79)
Clad, 2011 P 1.00 (0.57, 1.76) Clad, 2011 0.50 (0.08. 3.91)
CLEAR, 2011 -+ 100 (0.91, 1.10) CLEAR, 2011 - 1.13(1.04, 1.23)
Monsonego, 2011 (Excluded ) Monsonego, 2011 '*' 1.10(0.96, 1.27)
Ratnam, 2011 L 102 (0.96, 1.08) Ratnam , 2011 Y 1.14(0.95,1.37)
Overall 1.01 (0.97, 1.06) Overall o 1.19 (1.08, 1.37)
25 5 1 152 4 25 5 1 152 4
Sensitivity ratio Specificity ratio
Triage of LSIL with APTIMA vs HC2. Outcome: CIN 2+
Study Estimate (95% CI) Study Estimate (95% ClI)
Szarewski, 2008 - 0.92(0.87. 0.98) Szarewskl, 2008 1 1.58 (1.31, 1.90)
Dockter, 2009 - 0.86 (0.71, 1.05) Dockter, 2009 = 1.95 (1.24, 3.08)
Cuschieri, 2010 + 0.99 (0.89, 1.09) Cuschien, 2010 ™ 1.06 (0.81, 1.24)
Wu, 2010 (Excluded) Wu, 2010 7 3.00 (0.37, 24.58)
Clad, 2011 S 1.08 (0.84, 1.40) Clad, 2011 e 1.83(1.12,2.99)
Monsonego, 2011 —- 0.91(0.74,1.12) Monsonego, 2011 i 144 (1.16,1.80)
Ratnam, 2011 o 1.02 (0.97,1.07) Ratnam , 2011 1.35(0.97, 1.88)
Overall q 0.96 (0.92, 1.03) Overall <> 1.37 (1.22,1.54)
T — T T T — T
25 5 15 2 4 25 5 1 152 4
Sensitivity ratio Specificity ratio

[From Verdoodt (12) and Arbyn (13)]



Figura 1. The NASBA RNA amplification technology
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Figura 2. The TMA RNA amplification technology

L
v

. ! Prirmer 2

‘§=&_m

Vi R

7% =0 12

25



