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RESUMEN. Presentamos una serie de ocho mujeres
diagnosticadas de lesiones relacionadas con HPV. A
todas ellas se realizo un tipaje viral por el método dot-
blot con sondas radioactivas y una conizaciéon con
asa diatérmica (LLETZ) y se controlaron en el posto-
peratorio con estudios citologicos, colposcopia e
hibridacién molecular. Consideramos que el método
de manejo de las lesiones HPV utilizado por nosotros
ofrece las garantias de un diagndstico exacto de la
lesion, aportando el genotipo viral del HPV implicado
y descartando, en la pieza de conizacién de la posi-
bilidad de un carcinoma infilirante. La hibridacion
molecular es (til como complemento de citologla,
para conocer el genatipo infectante y para excluir la
posibilidad de una infeccién residual oculta en el pos-
toperatorio. La conizacién LLETZ se comportd como
método rapido, sin problemas postoperatorios y de
gran eficacia terapeutica, puesto que no se detecta-
ron recidivas citolégicas ni presencia de ADN virico,
su metodologia no es excesivamente complicada y el
tiempo de ejecucion no superd los 30 minutos por tér-
mino medio.

SUMMARY. Eight cases are reported about women
with the diagnosis of HPV related lesions; a “dot-blot”
hybridization technique with radioactive probes was
done with each of them, also a conization with a diat-
hermic loop (LLETZ) and a post operative follow-up
with methods such as Pap smear, colposcopy and hy-
bridization. We think the way we manage HPV related
lesions has the advantage of an accurate diagnosis,
with the exact envolved HPV type, and it discards the
possibility of an infiltrating carcinoma, after studying
the conization sample. Hybridization techniques are
complementary to Pap smear in order to know the in-

fective viral type and to exclude a possible occult in-
fection in the post-operative period. LLETZ conization
ended up as a quick and easy technique with no post-
operative problems and with a proved efficiency, sin-
ce neither recurrences were found (with citology) nor
viral DNA was detected; the technique is not too com-
plicated and takes about 30 minutes.

Introduccién

Los virus del papiloma humano (HPVs) son virus
epidermotrépicos causantes de varias enfermedades
cutineas y ano-genitales. En el cérvix uterino algunos
genotipos, generalmente los HPV-6 y HPV-11, ocasio-
nan los condilomas planos, endofiticos y exofiticos.
Los denominados genotipos transformadores o de “al-
to riesgo” (HPV-16, HPV-18, HPV,31, HPV-33 y HPV-35
son los mas prevalentes), ademas de producir condi-
lomas, estin relacionados, con mas del 80% de carci-
nomas escamosos y lesiones preneoplasicas (1,2) , con
mas del 40% de adenocarcinomas y lesiones precurso-
ras y con el 36% de carcinomas adenoescamosos(3).
También se ha observado ADN virico en carcinomas
cervicales de célula pequena o neuroendocrinos (4). El
mecanismo de oncogénesis es que la union del ORF 7
con el producto del gen del retinoblastoma y del ORF
6 con el producto del gen P53 inhabilitan funcional-
mente ambos genes reguladores (5,6). En el pequefo
porcentaje de carcinomas de cuello del Utero sin ADN
HPV se ha demostrado un mecanismo de oncogénesis
similar al ocasionado por los HPVs, si bien la pérdida
funcional de la proteina P53 es debida a una mutaciéon
del gen que la codifica (7).

Aunque Espana es un pais de baja incidencia de car-
cinoma de cuello uterino, es probable que, al igual
que se ha demostrado en muchos paises desarrollados,
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se haya producido un incremento de neoplasias y le-
siones precursoras en mujeres jovenes.

Otro de los motivos del enorme interés que des-
piertan estos virus es el incremento en su prevalencia
de manera que hoy puede considerarse como la infec-
cién genital virica mas [recuente, estimidndose que en-
tre 5 y 10 millones de mujeres americanas comprendi-
das entre los 15 y los 50 anos son portadoras de una
infeccion por HPV.

Un buena herramienta para la disminucion de la
morbilidad y mortalidad por las lesiones relacionads
con HPV es la universalizacion del frotis citologico cér-
vico-vaginal. Con esta técnica se han producido llama-
tivos descensos en la mortalidad por carcinoma de cér-
vix en la mayoria de los paises en los que se realizaron
campanas masivas y bien disenadas de deteccion pre-
coz de este tumor, No obstante la citologia cérvico va-
ginal tiene algunas limitaciones para el diagnostico de
lesiones cervicales producidas por HPV, fundamental-
mente su baja sensibilidad (entre el 15% y el 60%) y la
imposibilidad de discernir entre una lesion condiloma-
tosa producida por un genotipo de “alto riesgo” y la
originada por un HPV no transformante. Esta laguna
diagnostica de la citologia puede ser eficazmente cu-
bierta con métodos de biologia molecular de extraor-
dinaria sensibilidad y especificidad y que permiten
ademds realizar un tipaje viral, imprescindible para co-
nocer el previsible comportamiento biolégico de la le-
sion y para un manejo adecuado de la misma.

El tratamiento de las lesiones preneoplisicas a nivel
de cérvix uterino se basa fundamentalmente en la des-
truccion de las lesiones por medio agentes tOpicos cito-
toxicos, como el podofilino, el dcido tricloracético o el
5-fluoracilo al 5% (8), por medios fisicos como la crio-
terapia, la vaporizacion con laser o la conizacion, con
bisturi, con asa diatérmica o con rayo laser. La destruc-
cion tisular se puede complementar con tratamientos
médicos como pueden ser los interferones por via sis-
témica o intralesionales (9, 10) y el 4cido retinoico (11).

Material y métodos

El estudio fue realizado entre Enero y Agosto de
1993. Las pacientes procedian de una Clinica Gineco-
logica (RF). En todas se realizdé anamnesis, examen fi-
sico, frotis citologico cérvico-vaginal y estudio colpos-
cOpico con dcido acético al 5 % y solucion de lugol. El
diagnostico citologico de infeccion HPV se realizé en
base a criterios cldsicos (presencia de coilocitos y/o
disqueratocitos) y a signos citolégicos menores, des-
critos por Schneider et al (12,13). La terminologia uti-

lizada en los diagnosticos citologicos es la descrita en
el sistema Bethesda (14). Ante la sospecha de infec-
cion del tracto genital por HPV citologica o colposco-
pica y en mujeres consideradas de alto riesgo de con-
traer la infeccion viral por su conducta sexual o por
alteraciones en la inmunidad, se practicod deteccién y
tipaje viral con el sistema Viratype,

Tests Virapap (VP) y Viratype (VT)

El sistema VP y VT es una hibridacion slot blot que
detecta los HPVs de los grupos: 6/11, 16/18 y 31/33/35
por medio de sondas de ARN marcadas P32. El ADN
desnaturalizado se fija a membranas de nailon, donde
se produce la hibridaciéon con una mezcla de sondas 6,
11, 16, 18, 31, 33 y 35 (test VP). Los especimenes con-
siderados como positivos se hibridan en tres blots di-
ferentes, utilizando tres mezclas diferentes de sondas:
6/11; 16/18 y 31/33/35 (test VI). Los resultados se ob-
jetivan por medio de una autorradiografia 4 dias-1 se-
mana después de la hibridacion. La intensidad de la
senal autorradiogrifica se establecié entre 0 y 2; 0 (au-
sencia de senal autorradiogrifica), 1 (positivo bajo), 2
(positivo alto).

Conizacion LLETZ

Tras el diagnéstico citologico y/o por hibridacion
molecular de infeccién cervical por HPV se procedio a
una valoracién de la de la distribuciéon de las lesiones,
seguida de una conizacion electroquirdrgica con el asa
standard, un fino electrodo de 1,5 x 2 cms, previa-
mente se anestesio localmente el cérvix. La metodolo-
gia empleada viene exaustivamente descrita en el tra-
bajo de Wrigth et al (15).

Estudio histologico

El especimen de conizacién se estudi6 histologica-
mente en totalidad por medio de cortes seriados a 5
micras. En ellos se descarto la posibilidad de un carci-
noma infiltrante y se valord la presencia/ausencia de
neoplasia cervical intraepitelial (CIN), asi como la de
condilomas exofiticos, endofiticos y planos. Asimismo
se hizo una minuciosa comprobacién microscopica de
los bordes de reseccion.

Técnica de hibridacion in situ

Uno de los cortes en parafina se reservo para técni-
cas de hibridacion in situ con sondas ADN complemen-
tarias de los HPVs 6/11, 16/18 y 31/33/35, marcadas con
biotina. Como método de deteccion se utiliz6d fosfatasa
alcalina/estreptavidina y como cromogeno NBT.
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Seguimiento de las pacientes

En un intervalo nunca superior a los seis meses de
realizada la conizacién se procedié a un nuevo exa-
men fisico, colposcopico, citolégico y deteccion de
ADN HPV,

Resultados

En ocho de las mujeres estudiadas con cambios ci-
tologicos de TIPV y/o ADN virico detectado por hibri-
dacion dot-blot se practicé una conizacion LLETZ. El
resumen de las diferentes pruebas diagnosticas puede
observarse en la tabla 1. La técnica quirtrgica se desa-
rrolld siempre en menos de 30 minutos. En ningtin ca-
so existid pérdida hemidtica superior a los 20 ml.ni
cualquier otro tipo de incidencia quirtrgica. En el es-
tudio histologico de las muestras se pudo comprobar
la casi inexistencia de alteraciones artefactuales que li-
mitasen, ni siquiera minimamente, la valoraciéon co-
rrecta de los especimenes.

El seguimiento a los seis meses de la intervencion se
pudo comprobar que en ninguna de las pacientes exis-
tia estenosis cervical ni alteraciones en el patrén col-
poscopico. En ninguna paciente existia clinica de en-
fermedad inflamatoria pélvica, o de cualquier otra
patologia que pudiese ser relacionada con la practica
de la conizacion. Los estudios citologicos no objetiva-
ron cambios displdsicos ni HPV y los de biologia mo-
lecular no detectaron ADN viral en ninguno de los 8
casos.

Tabla |
‘f-.wm-u‘»' Diagnosticolhistalogicor dotblat Hibrid iin-.ilil:f
1 CIN-3 + condiloma plano+ 16/18 ()
condiloma endofitico
2 CIN 2 + condiloma plano  6/11+ 6/11
31/33/35
3 CIN 1 + condiloma plano  6/11+ 6/11
16/18
4 paraqueratosis () ()
5 CIN 1 + condiloma plano  16/18 16/18
6 CN3 ) )
7 CIN 1 + condiloma plano  6/11 ()
8 CIN 2 + condiloma plane + (-) (=)

condiloma endofitico

Tabla 1: Memorandum de los hallazgos histolégicos y de los resul-
tados obtenidos con el tipaje viral en las pacientes estudiadas.

Discusion

El tratamiento de las lesiones genitales por HPV es
extraordinariamente complicado, frecuentemente son
multiples, muchas recidivan tras una remision espon-
tinea © inducida por tratamiento. También, si no se
trata el/los companero/s sexuales de las pacientes,
ocurren reinfecciones. Tl manejo de las lesiones con-
dilomatosas se complica por el escaso conocimiento
que ain tenemos sobre los mecanismos fisiopatologi-
cos de este tipo de infeccion. Asi no podemos olvidar
que un porcentaje habitualmente superior al 10% (16-
24) (variable en funcion de la sensibilidad de la técni-
ca de biologia molecular empleada y del tipo del co-
lectivo analizado), de las infecciones cervicales HPV
son exclusivamente detectables por métodologia de
biologia molecuar, son clinicamente indetectables y to-
davia es una incognita si se deben y como se deben
tratar.

Es resenable el buen resultado obtenido con el sis-
tema de conizacion LLETZ, de manera que en ningln
caso se detectd enfermedad residual o reciva en el in-
tervalo del estudio. Una de las criticas que se han he-
cho de este tipo de conizacion es la gran cantidad de
tejido removido, en nuestra pequena serie el volumen
de tejido obtenido siempre fué inferior al de un cono
quirtrgico con bisturi, En los trabajos revisados tam-
poco se comunicaron complicaciones en los embara-
z0s de mujeres conizadas con este sistema (25). La pér-
dida hemitica de nuestras pacientes fué inferior a la
comunicada por Delmore et al (26) para la conizacion
con bisturi (65 ml por término medio) y similar a la co-
nizaciéon con laser (35ml). Dentro de los métodos de
destrucion tisular se suele considerar la vaporizacion
por laser como el mejor, fundamentalmente por la po-
sibilidad de erradicar una gran superficie mucosa.
Aunque las lesiones HPV son extensas y multifocales
con gran frecuencia, existen trabajos, como el de Ri-
chart et al. (27) en los que se demostrd que las muje-
res en las que se destruyd exclusivamente el epitelio
cervical el riesgo de contraer CIN fué el mismo que el
de la poblacion general, de forma adicional se han co-
municado detecciones de ADN viral en el 24% de mu-
jeres sometidas a vaporizacion con laser CO2 (28). La
técnica de conizacion LLETZ ofrece otras ventajas im-
portantes, no es demasiado compleja, no precisa de
anestesia general y el tiempo de ejecucion, de 30 mi-
nutos de media, es ligeramente inferior al comunicado
para la conizacion con bisturi o con laser (26), el cos-
te del aparataje es sensiblemente superior, casi cuatro
veces, al utilizado para crioterapia, pero diez veces
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mas barato que el laser CO2. Mencionaremos la au-
sencia de artefacto que limitase el estudio histolégico
e impidiese, por ejemplo, el descartar la posibilidad de
un carcinoma escamoso.

En todos los casos presentados en este trabajo se re-
alizo tipaje viral, factible en siete especimenes. La co-
rrelacion del genotipo detectado por el sistema VP-VT
con el método de hibridacién in situ fué del 100%,
aunque con este método solo se pudieron tipar tres ca-
sos, este féndmeno es causa de la gran diferencia de
sensibilidad entre el método dot blot radioactivo, ca-
paz de detectar una copia de ADN HPV por célula y el

de hibridacion en tejido que necesita mis de 20 co-
pias de ADN virico/célula. Ademas de su extraordina-
ria sensibilidad, el método VP-VT no necesita de mues-
tra tisular y su metodologia estd bien estandarizada, lo
cual disminuye la posibilidad, muy importante en téc-
nicas de biologia molecular, de la variabilidad interla-
boratorio (29). El sistema VP-VT es (nico sistema de
hibridacion molecular para HPV disenado especifica-
mente para el drea genital, aprobado por la Drug and
Food Administration de los EE.UU. en el afio 1991, ha
sido probado y comparado por numerosos autores
(30-35), siempre con excelentes resultados.
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