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PALABRAS CLAVE Resumen

LSIL; Objetivo: Estudiar el valor de la carga viral para predecir la persistencia y/o la progresion en
Persistencia; LSIL.

Progresion; Disefio del estudio: Estudio prospectivo. Todos los casos diagnosticados como LSIL en el afo
Seguimiento; 2006, y seguidos a los 6, 12 y 24 meses después del diagnostico.

Carga viral Método: Citologia liquida (ThinPrep®, Hologic, Malborough, MA, EE. UU.) para realizar el estu-

dio citologico. Test de captura de hibridos (HCII-HR, Quiagen, Hilden, Alemania), utilizando el
test para determinar la presencia de VPH de alto riesgo.

Resultados: De los 102 casos, 87 fueron HPV positivos (85,3%). La persistencia o progresion
se observo en el 54% de los casos en el primer control, en el 42,4% en el segundo control y
en el 33,3% en el tercer control. No se demostro lesion en el seguimiento en el 46% de los
casos en el primer control, en el 57% de los casos en el segundo control y en el 66,7% de
los casos en el tercer control. Diecinueve casos progresaron a HSIL: 11 detectados en el primer
control, 6 en el segundo y 2 en el tercero. La sensibilidad para HSIL nunca superé el 89%, con
una especificidad siempre menor del 40%.

Conclusiones: La determinacion de la carga viral mediante HC2 en LSIL no es Gtil para predecir
su comportamiento.
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LSIL;

Persistence; Abstract

Progression; Objective: To study the HPV viral load (VL) in the prediction of the persistence and/or progres-
Follow-up; sion in LSIL cases.

Viral load Study design: Prospective study. 102 consecutive cases diagnosed as LSIL in 2006 with follow-ups

at 6, 12 and 24 months subsequent to diagnosis.
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Method: Liquid based cytology (ThinPrep®, Hologic, Malborough, MA, USA), for the cytological
study. Hybrid Captute Il Test (HCII-HR, Quiagen, Hilden, Germany), for the determination of the
presence or absence of High-Risk HPV.

Results: 87 of the 102 cases studied were HR-HPV positive (85.3%). The presence or progres-
sion was detected in 54%, 42% and 33.35% of the cases in the first, second and third controls
respectively. No lesion was demonstrated in 46%, 57% and 66.7% of the cases at first, second
and third controls respectively. 19 cases progressed to HSIL; 11 of which were detected on the
first control, 6 on the second and 2 on the third. The sensitivity of the VL for detecting HSIL
never exceeded 89%, with a specificity always inferior to 40%.

Conclusion: The VL determined by the HC2 method is not a useful indicator of prognosis in the

follow-up of LSIL cases.

© 2011 SEAP y SEC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

Existe una estrecha relacion entre la infeccion por VPH y la
incidencia de SIL'. En la actualidad se acepta que la prac-
tica del test de VPH anadido a la citologia cervicovaginal
podria detectar la mayor parte de displasias cervicales?. En
la practica, los test de deteccion de VPH se dirigen a la
deteccion de los VPH de alto riesgo. El test de captura de
hibridos (HC2) es el mas extendido, dadas sus ventajas'>. El
test discrimina entre dos grupos de pacientes: las negativas
(VPH-AR—) y las positivas (VPH-AR+).

Podemos encontrarnos con una determinacion de VPH-
AR negativa en el contexto de un diagnostico citoldgico
negativo o con lesion. Estas pacientes no desarrollan HSIL
cualquiera que sea la lesion citoldgica inicial*°.

Cuando la determinacion de VPH-AR es positiva, en el
contexto de una citologia negativa o con lesion de bajo
grado, parece conveniente repetir un control al cabo de
un tiempo, dado que una sola determinacion positiva no
parece suficiente para evaluar el riesgo real de desarrollo de
CIN, y no significa que la paciente tenga una lesion cervical
subyacente en ese momento* %0, La mayoria de recomen-
daciones indican una repeticién a los 6 meses'"'2, Si en la
repeticion la infeccion se negativiza, el riesgo de desarrollar
HSIL es bajo, cualquiera que sea la lesion inicial®. Si en la
repeticion se demuestra infeccion persistente, existe riesgo
de desarrollo de HSIL, dado que la progresion de las lesio-
nes se ha observado solamente en mujeres con infeccion
persistente®7:13.14,

El test de HC2da una idea de la carga viral, es decir,
la cantidad aproximada de virus que contiene una muestra.
La primera determinacion de la carga viral puede tener su
importancia en relacion con la evolucion de la lesion por
lo que respecta tanto a cargas virales bajas y desaparicion
de la lesibn*'® como a cargas virales altas y persisten-
cia/progresion de la lesion?810:13.15-24 Gijn embargo, cargas
virales bajas no significan necesariamente desaparicion de
la lesion?, y cargas virales altas no significan necesariamente
persistencia/progresion de la lesion®.

Por lo tanto, la carga viral en la primera determina-
cion, medida mediante HC2, podria considerarse un factor
de riesgo para la persistencia de la infeccion y la progresion
a lesiones de alto grado'3, pero no es utilizable para predecir
el desarrollo de HSIL'%%5:26,

La utilizacion de otros métodos parece controvertida.
Algunos autores piensan que la carga viral seria altamente

predictiva para el desarrollo futuro de lesiones cervica-
les de alto grado'®'827:28  mientras que para otros no es
asi257:22,29,30

;Qué valor tiene la persistencia de la lesion y/o de la
carga viral en la segunda determinacion? Parece que el
incremento de la carga viral en la segunda determinacion
significa un factor de riesgo importante para el desarrollo
de HSIL"2| y ademas parece existir una asociacion estrecha
entre el desarrollo de anomalias citologicas, persistencia de
infeccion e incremento de carga viral?2.

El test de HC2 no distingue entre los tipos de VPH de
alto riesgo presentes en una muestra. Parece que el tipo
de virus puede tener importancia clinica, en especial el
VPH 167:16:17,28,31 ' Addemas, la persistencia de la infeccion se
ha mostrado como un marcador pronédstico para desarrollar
lesiones® 12,1432 " particularmente cuando la infeccién es
producida por VPH 16 y 1832,

Las pacientes con diagndstico de LSIL constituyen una
fuente de inquietud para el ginecologo, dado que no existe
ninguna prueba de facil realizacion que permita establecer
un pronostico para estas pacientes. La determinacion de HPV
mediante HC2 no discrimina lo suficiente entre dos grupos
de poblacion, como sucede en las pacientes con diagndstico
de ASCUS"'8, de modo que estas pacientes son sometidas a
controles peridodicos mediante citologia, determinacion de
VPH y colposcopia®?>3334, Ni un solo test de VPH ni la repe-
ticion de la citologia son Utiles para seleccionar mujeres
con LSIL™. La utilidad de la carga viral en LSIL es limitada,
tanto si usamos HC2 como si empleamos RT-PCR, debido a
la alta prevalencia de infeccion por HPV de alto riesgo en
LSIL. Sin embargo, la carga viral puede tener un papel en el
seguimiento de estas lesiones?"24. Nuestra intencion en este
trabajo es examinar el valor de la carga viral mediante HC2
en el momento del diagnostico, y el valor de la carga viral
y el diagnostico citologico en el primer control en pacientes
con diagnostico de LSIL, con respecto a la aparicion posterior
de HSIL comprobada por biopsia.

Material y método
Pacientes

Un total de 102 pacientes HIV negativas diagnosticadas de
LSIL. Todas las pacientes fueron seguidas con citologia y
determinacion de HPV, asi como biopsia en los casos clini-
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Tabla 1 LSIL. Relacion entre edad y VPH Tabla 2 Resultados de seguimiento
Edad (N) VPH+ (CVM) VPH— NEG LSIL HSIL Total  Perdidos
<26 (17) 16 (1045,8) 1 A. HPV positivos (n=87)
26-45 (68) 57 (795,9) 11 6 M 40 37 10 87
> 45 (17) 14 (627,6) 3 45,9% 42,5%  11,5% 11
T: 102 87 (814,7) 15 12 M 38 23 6 66
CVM: carga viral media, medida con HC2 y expresada en unidades 57,6% 34,8% 7,6% 13
relativas de luz (RLU). 24 M 32 14 2 48
66,7% 29,2%  4,1%
camente pertinentes, a los 6, 12 y 24 meses después del B. HPV negativos
diagnéstico. Todos los casos diagnosticados como HSIL fue- 6M 9 > 1 15
ron biopsiados y, en su caso, tratados quirrgicamente. 60%  33,3%  6,7% 4
12 M 8 1 1 10
Citologi 80%  10% 10% 5
itologia 24 M 4 0 0 4

Citologia en base liquida (ThinPrep®, Hologic, Malborough,
MA; EE. UU). Las muestras fueron obtenidas usando un
cepillo Cervex-brush® y diluidas en Preserv-cyt®. Los viales
fueron procesados automaticamente usando el T.3000
(Hologic). Las preparaciones fueron tehidas siguiendo
el método de Papanicolaou y el cribado fue realizado
manualmente.

Determinacion de VPH

La deteccion de VPH se realiz6 en el momento del diag-
nostico de LSIL usando el resto de material conservado en
el frasco de ThinPrep®, mediante la prueba de captura de
hibridos de segunda generacion (HC-Il Test) (HR-HPV DNA,
Qiagen, Hilden, Alemania). Previamente las muestras fue-
ron tratadas con el kit de conversion para el test de HC-I
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este test
se basa en la hibridacion de acidos nucleicos en microplaca,
obteniendo una senal detectada por quimioluminiscencia.
La cantidad de luz generada por el método de HC-Il es pro-
porcional al ADN problema en el espécimen, dando una idea
aproximada de la cantidad de virus que contiene la muestra.
La senal se mide en unidades relativas de luz, estableciendo
como corte para distinguir entre positivo y negativo la can-
tidad de 1 pg/ml.

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se han descrito con mediana y
percentiles 25 y 75. Las variables cualitativas se han des-
crito mediante frecuencia y porcentaje. Para comparar estas
variables se han aplicado los test no paramétricos de Mann
Whitney y el test de Wilcoxon. Una p<0,05 se considerd
estadisticamente significativa. El analisis estadistico se rea-
liz6 usando SSPS® v.15 software (SSPS Inc. Chicago, IL).

Resultados

La edad media de las pacientes fue de 36 anos (17-70 anos).
De las 102 pacientes, 87 fueron VPH positivas (85,3%) y
15, VPH negativas (14,7%). La mayoria de las pacientes se
situaban en el grupo de 26-45 anos. La media de la carga
viral disminuia con la edad (tabla 1).

100%

La tabla 2A expresa los datos del seguimiento de los casos
VPH+ (n=87) a los 6, 12 y 24 meses. Todos los casos de HSIL
fueron biopsiados, tratados quirdrgicamente y excluidos del
seguimiento posterior. A los 6 meses no se detect6 displasia
en 40 casos (45,9%), persistio en 37 casos (42,5%) y pro-
greso (se diagnosticd HSIL) en 10 casos (11,5%). Once de las
87 pacientes no acudieron al segundo control. En el segundo
control, efectuado sobre 66 casos, se detectd desapari-
cion de la lesion en 38 casos (57,6%), persistencia en 23
(34,8%) y progresion (HSIL) en 5 (7,6%). Trece de los 76 casos
no acudieron al tercer control. En este, efectuado sobre
48 casos, se detecto6 desaparicion de la lesion en 32 (66,7%),
persistencia en 14 (29,2%) y progresion (HSIL) en 2 (4,1%).

La tabla 2B expresa los datos del seguimiento de los casos
VPH negativos (n=15) a los 6, 12 y 24 meses. A los 6 meses no
se detecto displasia en 9 (60%), persistio en 5 casos (33,3%)
y progreso (se diagnosticod HSIL) en 1 caso (6,7%). Cuatro de
las 15 pacientes no acudio al segundo control. En el segundo
control, efectuado sobre 10 casos, se detectd desaparicion
de la lesion en 8 casos (80%), persistencia en 1 (10%) y pro-
gresion (HSIL) en 1 (10%). Seis de los 10 casos no acudieron al
tercer control. En este, efectuado sobre 4 casos, se detecto
desaparicion de la lesién en todos ellos.

En total, pues, de los 102 casos iniciales, se diagnostico
lesion de alto grado en 19 casos (18,6%) y persistio la lesion al
tercer control en 14 casos (13,7%), habiéndose negativizado
en el resto; 23 casos (22,5%) se perdieron.

Tabla 3 Cargas virales y diagndsticos en el seguimiento
6 M (n=102) 12 M (n=76) 24 M (n=52)

CVM HSIL 825,3 477,9 646,4
P25 30 136,5 254,3
P75 1846 746,5 1038,6
CVM LSIL 895,9 742,7 805,1
P25 8,8 20,2 97,2
P75 1.421,5 980,2 1.357,8
CVM NEG 493,6 750,6 639,9
P25 1,9 2,37 2,3
P75 961,9 1126,4 769,9
p>0,05.
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Tabla 4 Carga viral y HSIL

cv S E VPN VPP
A. HSIL versus no HSIL
10 89,5 30 88,2 32,7
100 68,4 46 79,3 32,5
696,8 36,8 70 74,5 31,8
B. HSIL +LSIL versus negativos
10 87,9 36,1 76,4 55,8
100 69,7 52,8 65,5 57,5
742,7 39,4 75 57,4 59,1

Tabla5 Carga viral en el primer control en relacion con el
diagnostico y la carga viral al inicio

Primer control  CV BAJA Segundo control

NEG LSIL HSIL Perdidos
LSIL 12 7 5 0 0
Primer control  CV sube
LSIL 10 5 2 1 2
p>0,05.

La tabla 3 nos muestra las medias y los percentiles 25 y
75 de los distintos casos en cada control, distribuidos por
HSIL, LSIL y negativos. Solamente existen diferencias entre
las cargas virales medias (CVM) de los casos HSIL y los casos
negativos en el primer control, pero ninguna de ellas es
estadisticamente significativa.

Hemos calculado la sensibilidad de la carga viral para la
progresion (HSIL), tomando como punto de corte la carga
viral media de los HSIL (696,8), asi como cargas virales de
10 y 100. La sensibilidad, la especificidad y los valores pre-
dictivos negativo y positivo se detallan en la tabla 4A. Para
calcular la sensibilidad para la persistencia o progresion
hemos tomado la carga viral media de la suma de los HSIL y
LSIL (742,7), y también 10 y 100 como puntos de corte. La
sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos nega-
tivo y positivo se encuentran en la tabla 4B.

Se determinod la carga viral en el primer control en
29 casos, comparandola con la carga viral al inicio, con
objeto de evaluar el valor de una segunda determinacion.
La carga viral disminuyé en 16 casos (12 LSIL y 4 negativos)
y aument6 en 13 casos (10 LSIL, 2 negativos y 1 HSIL).
Los casos de LSIL fueron evaluados en un segundo control.
Cuando la carga viral habia disminuido, se negativizaron
7 casos (58,3%), persistiendo el resto como LSIL. Cuando
la carga viral habia aumentado, no acudieron a control 2
casos, se negativizaron 5 casos (62,5% de casos), persistie-
ron 2 LSIL y apareci6 un HSIL. (tabla 5). Las diferencias no
son estadisticamente significativas.

Discusion

De acuerdo con las guias clinicas aprobadas por la Sociedad
Americana de Colposcopia y la Asociacion Espaiiola de Pato-
logia Cervical y Colposcopia®**, las pacientes con diagnds-
tico citoldgico inicial de LSIL deben ser seguidas repitiendo
la citologia en el periodo de 6 meses a un ano después del

diagnostico o deben ser sometidas a colposcopia. Esta reco-
mendacion se basa en el hecho de que aproximadamente
entre el 15y el 20% de las lesiones de bajo grado evolucionan
a lesiones de alto grado, incluyendo carcinoma infiltrante®*.

No disponemos de marcadores eficientes para identifi-
car estos casos. La carga viral podria ser un elemento de
prondstico para estos propositos.

En estadios iniciales, el VPH permanece en situacion epi-
somal y no se introduce en el ADN. En este estadio se llama
infeccion productiva y se relaciona con las lesiones de bajo
grado y el llamado efecto citopatico, o coilocitosis. La infec-
cion productiva implica division del virus, lo que incrementa
el nimero de copias del virus en la célula. En las lesiones de
bajo grado es tedricamente posible establecer una relacion
entre la carga viral y el nUmero de células infectadas en la
muestra testada, por lo que la carga viral en una muestra
depende del nimero de células infectadas en la muestra.
En lesiones de bajo grado, el efecto citopatico se observa
cuando las células infectadas tienen mas de 1.000 copias
virales. En los casos de HSIL las células tienen bajo nimero
de copias, lo que es probablemente atribuible a integracion.

Ademas, cuando el numero de copias virales se incre-
menta en la célula, el ARN mensajero puede también
incrementarse. Consecuentemente, es posible obtener una
correlacion entre la carga viral y las oncoproteinas, lo que
incrementa la inestabilidad genética y la probabilidad de
producir mas mutaciones, asi como mayor facilidad de inte-
gracion y lesiones de alto grado.

Todos estos efectos estan relacionados con la infeccion
viral persistente. De acuerdo con la literatura, la
infeccion  persistente se relaciona con la carga
virals’”””'“’”.

Desde el punto de vista practico, el nivel de corte de la
carga viral es el punto clave para las pacientes que deben
ser sometidas a colposcopia después del diagndstico de LSIL.

La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos
varian en dependencia del punto de corte que se use. De
hecho, para asegurar que el tratamiento sea adecuadamente
aplicado, la especificidad debe ser alta. En estas circunstan-
cias, la sensibilidad es muy baja. Ademas, deben tenerse en
cuenta los costes psicosociales de las pacientes con lesiones
de bajo grado sometidas a controles durante dos anos, que
disminuirian en caso de tratamiento. Las sensibilidades, las
especificidades y los valores predictivos obtenidos en esta
serie hacen que la carga viral no sea aplicable para discri-
minar entra las pacientes que desarrollaran un HSIL y las que
no, y en consecuencia esta técnica no debe aplicarse para
estos propositos.

De acuerdo con otros autores, si consideramos 10 o 100
como punto de corte, la sensibilidad y la especificidad
para HSIL cambian pero la especificidad sigue siendo baja
(69 pacientes con tres controles; punto de corte 10, sen-
sibilidad 89,5%, especificidad 30%; punto de corte 100,
sensibilidad 68,4%, especificidad 46%). Ello implica que la
carga viral no es Util para distinguir qué mujeres podriamos
tratar en funcion de la CV inicial>52230,

Las mujeres menores de 20 anos (EE. UU.) o de 25 anos
(Espaiia) tienen una alta prevalencia de infeccion por VPH
y un gran numero de lesiones de bajo grado o ASCUS; sin
embargo, estas pacientes tienen bajo riesgo de desarrollar
HSIL. La mayoria de infecciones en mujeres jovenes regre-
san espontaneamente en un plazo de 2 afos después de la
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infeccion®, llegando al 91% de regresion a los 36 meses de
seguimiento. La prevalencia de infecciones por HPV en las
mujeres jovenes es alta, la determinacion de HPV tiene poco
valor clinico y no debe influir el manejo de estas pacientes®*.
El tratamiento conservador en las pacientes jovenes esta
justificado.

Conclusion

Concluimos que la carga viral al inicio no es util para iden-
tificar las pacientes con riesgo incrementado de desarrollar
lesiones de alto grado. Ademas, en los casos de LSIL tam-
poco es (til para identificar las pacientes susceptibles de
ser tratadas dada la baja sensibilidad y la superposicion en
el rango. Por otro lado, la repeticion de la carga viral en el
segundo control tampoco nos afade informacion relevante.

Responsabilidades éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en
este articulo no aparecen datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.
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