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1.1 GENERALIDADES DE LA INFECCION POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)
1.1.1 Epidemiologia e Historia Natural. Transmision de la Infeccion por VPH

Actualmente se estima que aproximadamente 14 millones de personas adquieren la
infeccidn por el Virus del Papiloma Humano cada afio en el mundo. Se considera que una
parte significativa de las personas sexualmente activas se infectaran al menos una vez en sus
vidas con algun genotipo viral (CDC, 2014). Se ha estimado que la prevalencia mundial de la
infeccion por el virus del papiloma humano se encuentra entre el 11 y 12%, pero existen
diversas zonas geograficas donde este indice aumenta considerablemente como en el Africa

Sub-sahariano, el este de Europa y Latinoamérica (Forman et al, 2012).

En los Estados Unidos de Norteamérica, donde se considera que la infeccién por VPH
es la infeccion de transmision sexual (ITS) mas frecuente, solo el 1% de la poblacién
sexualmente activa infectada con el VPH tiene verrugas genitales visibles y
aproximadamente el 15% posee una infeccion subclinica. En ése pais las cifras de incidencia
mas altas (44,8%) se presentan fundamentalmente a mujeres entre los 20 y 24 afios (Steben

& Duarte-Franco, 2007).

La via de transmision de este patdégeno mdas comun es la sexual, esto implica tener
relaciones sexuales por coito vaginal heterosexual, sin embargo también se ha visto que el
virus puede propagarse también por contacto sexual oral o anal (CDC, 2014), incluso
ultimamente han surgido estudios en donde se relaciona la formacidn de carcinomas en la
orofaringe en jovenes no fumadores y que no consumen alcohol, (Martin-Hernan et al.,
2013). Ademas, se ha encontrado que también es capaz de transmitirse por via placentaria y
por el canal del parto, causando infecciones fetales o en el recién nacido (Freitas et al.,

2013).

En los ultimos 30 afos se ha observado un incremento significativo en la incidencia y
en la prevalencia de la infeccion por el virus del papiloma humano, tanto en sus formas
clinicas o condilomas, como en sus formas de expresidn subclinica, identificables por los
cambios de citologia y/o colposcopia. Mediante técnicas de biologia molecular se ha

evidenciado, ademds, la presencia de ADN de VPH en la mayoria de las lesiones
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intraepiteliales del tracto genital inferior (TGI) y en mds del 99% de los cdnceres cervicales

(Ellenson & Pirog, 2015).

A nivel epidemioldgico se ha visto que cerca del 90% de las infecciones por el Virus del
Papiloma Humano son resueltas por el sistema inmune del huésped y desaparecen en un
plazo no mayor de 3 afios (Moscicki et al., 2012); el otro 10% se convierte en una infeccion
cronica de las que solamente el 1 % progresan a cancer cervical; el problema con esta
infeccion reside en que suele ser asintomatica ya que, a excepcion de la presencia de
verrugas genitales o papilomatosis interna, no existen sintomas caracteristicos asociados

(Mao et al., 2003).

En el lapso de 2 a 10 afios, el 60% de las lesiones intraepiteliales escamosas de bajo
grado (LSIL) se resolvera, el 30% persistirda y el 10% evolucionara hacia lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL). De estas ultimas, en ese mismo tiempo el

30% se eliminara, el 60% persistira y el 10% progresara a carcinoma (Ellenson & Pirog, 2015).

En México, de acuerdo a los registros del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), murieron 4,417 mujeres durante el afio 2013 a consecuencia del cancer cérvico

uterino. (Consultado el 2 de junio del 2015 en http://www.inegi.org.mx).

Entre los afos de 1974 y 1976, Harald zur Hausen (Premio Nobel de Medicina, 2008)
propuso la infeccion por VPH como factor causal del cancer cérvico uterino; en afios mas
recientes los estudios epidemioldgicos apoyados por las técnicas moleculares han
confirmado el papel causal de ciertos tipos de VPH en el desarrollo del cancer de cérvix
uterino y se ha definido como modelo molecular para la carcinogénesis inducida por el VPH
(zur Hausen H, 2002; Korzenewski et al., 2011; Venuti et al.,, 2011; Forman et al., 2012,
Handisurya et al., 2012).

Desde la introduccién de la citologia de Papanicolaou (Pap) en 1928, hace ya casi 90
afios, llamada asi en honor al médico griego George Papanicolaou (1883-1962), como técnica
de rastreo para el cancer cérvico uterino (Ordonez-Gallego, 1998), se ha producido una

importante disminucidén en las tasas de incidencia y mortalidad por cancer cervical.
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La disponibilidad clinica de pruebas sensibles para la identificacidn y tipificacion del
VPH ha abierto un debate sobre sus posibles aplicaciones. Actualmente se plantean cuatro
indicaciones: 1) Deteccion primaria, ya sea como técnica Unica o junto con la citologia, para
mejorar su sensibilidad; 2) Evaluacién de las citologias con Células escamosas atipicas de
significado incierto (ASC-US), como test complementario de la citologia; 3) Valoracién

prondstica de progresion y seguimiento de la LSIL y 4) Control de curacién post tratamiento.

Mas del 80% las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado de malignidad y el
100% de las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado de malignidad se asocian a los
VPH de alto riesgo. El VPH 16 es el subtipo mas frecuente en ambas categorias, fue el
primero en aislarse de tejido de cancer cervical y el primero en ser declarado “carcinégeno
humano”, necesario para el desarrollo del cancer cervical (Gillison et al., 2014; Ellenson &

Pirog, 2015).

En Espana se ha calculado que mas de 500.000 mujeres requeririan algin tipo de
control, considerando que en el rastreo inicial por Pap, 5% de las citologias pueden ser
anormales, distribuyéndose ese porcentaje en: 0,5% de HSIL, 1,5% de LSIL y 3% con células

escamosas atipicas de significado indeterminado, ASC-US.

En México entre 2005 y 2010, la candidiasis urogenital y la infeccion por VPH, son las
infecciones con una mayor incidencia en jovenes de 15 a 24 afos (12,32/100,000
habitantes), siendo mas alta entre los jovenes de 20 a 24 afios (35,44/100,000 habitantes);
en un calculo de proyeccion hacia el afio 2050 no se observa una tendencia clara a la
disminucion en la edad de infeccidn, lo que es preocupante, pues la infeccién por VPH es
precursora de lesiones que pueden terminar malignizandose (Secretaria de Salubridad vy
Asistencia. CENEVACE. Anuarios de Morbilidad 1984-2010; CONAPO. Proyecciones de
poblacién en México 2005-2050).

De lo anteriormente expuesto se deduce que mientras el carcinoma epidermoide del
cérvix uterino se mantenga en el segundo lugar de frecuencia de cancer en la poblacién
femenina a nivel mundial (Schiffman et al., 2001), siguen siendo necesarios estudios que

aborden esta tematica desde el punto de vista de la patogenicidad y epidemiologia.
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1.1.2 Etiologia y Patogenia de la Infeccion por VPH

Una de las infecciones de transmision sexual mas comunes y actualmente la mas
diagnosticada a nivel global es la causada por el Virus del Papiloma Humano,
microorganismo que pertenece a la familia Papoviridae y corresponde a un grupo muy
amplio de virus de ADN de pequeno tamafio, de los que hasta el momento se han

identificado aproximadamente 200 genotipos (Haedicke & Iftner, 2013).

El VPH infecta principalmente a los queratinocitos indiferenciados que se encuentran
en la capa basal de los epitelios escamosos estratificados de la piel y las mucosas de érganos
genitales (cuello uterino, pene, vulva, vagina), ano, orofaringe, amigdalas y células
glandulares del endocérvix (Longworth & Laimins, 2004; Handisurya et al., 2012; Dunne et
al., 2013). La infeccion por el Virus del Papiloma Humano ha sido identificada como un
carcinégeno humano definitivo, sobre todo en el caso del cdncer de cuello uterino; los datos
aportados por algunos investigadores indicaron que la presencia de una concentracion alta
de VPH representaba un riesgo 12 veces mayor para desarrollar cancer cervical, comparada
con la poblacién general (Serman, 2002) y que la infeccion por VPH, dentro de los factores

de riesgo para cancer cervical, es uno de los mas importantes (Forman et al., 2012).

El desarrollo del cdncer causado por el Virus del Papiloma Humano es debido, en la
mayoria de los casos, a una infeccidn persistente por parte del microorganismo, lo que se
traduce en una expresidon aumentada de los genes virales, que eventualmente llevara a la
proliferaciéon celular excesiva. La tasa alta de replicacion del ADN y el escaso tiempo
disponible para la reparacion de éste, ocasionara mutaciones que dafian el genoma de las
células infectadas, especificamente en los centros de regulacion del ciclo celular, provocando

la transformacion celular (Doorbar et al., 2012).

En los siguientes esquemas se representan los mecanismos de origen y progresién del

cancer cervical por VPH (Fig. 1).
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1.1.3 Estructura Badsica del Genoma

Los Virus del Papiloma Humano son de ADN circular de doble cadena constituidos por
aproximadamente 8000 pares de bases. Se encuentran envueltos por una capside formada
por las proteinas L1 y L2 del virus que se denominan “tardias”; ademas este virus es capaz de
sintetizar seis proteinas llamadas “tempranas” (E1, E2, E4 — E7) que son necesarias para la
replicacion del ADN viral y el ensamblaje de nuevas particulas virales en las células
infectadas (Munoz et al., 2006). Estas proteinas estan controladas por una regién reguladora
que se encuentra por arriba de las dichas secuencias y que contiene sitios de unidén a
factores de transcripcion que controlan la expresiéon génica. Se ha visto que las regiones
conservadas en todos los VPH son aquellas que codifican las proteinas E1, E2, L1 y L2, las
cuales podrian ser las que cumplen tareas basicas de replicacidon, regulacién, estabilizacion y

empaquetamiento de las particulas virales (Bravo & Félez-Sanchez, 2015).

La proteina L1 es el componente de la capside mds importante, lo que la hace
altamente inmunogénica y tiene funciones como la encapsulacion del genoma viral, asi
como la maduracién a un estadio mads estable para sobrevivir y transfectar otras células y
posteriormente desplegarse para liberar el virion en las nuevas células (Buck et al., 2013). La
proteina L2 se ensambla en la cdpside pero en una proporcion de 1:6 con la L1 y tiene una
alta importancia en funciones esenciales como la incorporacion del ADN viral a la capside

preformada (Woodham et al., 2012).

Las proteinas E6 y E7 del VPH tienen una funcion muy estrecha entre ellas: alteran el
ciclo celular normal de los queratinocitos en las capas basales extendiendo su vida util y
facilitando la inmortalizacion para lograr una mejor replicacion del genoma del virus; la
sobreexpresion de estos genes virales se asocia con su integracion del ADN viral provocando

la alteracién en la regulacidn de la expresion de estas proteinas (Korzeniewski et al., 2011).

Como se menciond anteriormente, dos proteinas virales indispensables para la
replicacion son la E1 y la E2, esta ultima sirve de puente o union entre el origen de
replicacion y la proteina E1, cuando esto ocurre, la proteina E2 recluta mondmeros de la
proteina E1 hacia el origen, donde se formara un complejo de proteina E1 hexamérica doble,

gue funciona como una helicasa y desacopla el ADN de doble cadena y posteriormente,
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junto con otras proteinas celulares como la ADN polimerasa, replicaran el genoma viral
(Wallace & Galloway, 2014). No menos importantes son las proteinas E4 y E5 del Virus del
Papiloma Humano, la primera contribuye importantemente a la amplificacién y la sintesis
del genoma viral. Se ha visto que cuando la E4 se sobre expresa, la liberacidon y transmision
del virus es mas eficiente, pudiendo ser un biomarcador de una infeccién activa del virus de

valor prondstico de severidad de la enfermedad (Doorbar, 2013).

Finalmente la proteina E5 se sintetiza principalmente en células epiteliales
suprabasales y al interaccionar con diversas proteinas celulares, inducen la transformacién
celular y la evasién de la respuesta inmune; ademas junto a la E6 induce la formacion de
coilocitos, debido a que la proteina E5 relocaliza la calpactina | a la region perinuclear, lo que
promueve la fusién de la membrana perinuclear y la formacién de la vacuola encontrada en

los coilocitos (Venuti et al., 2011).

Los Virus del Papiloma Humano son microrganismos con una maquinaria replicativa de
muy alta eficiencia, que poseen diversas propiedades infectivas asi como una gama de
factores de virulencia muy complejas. Evitan la respuesta inmune aguda y tienden a
modificar los mecanismos de regulacidn celulares, sobre todo aquellos implicados en el ciclo
celular (Steben & Duarte-Franco, 2007). De este modo, controlan la viabilidad y
diferenciaciéon celulares, logrando una replicacion mas efectiva que asegura su

supervivencia, constituyéndose en agentes carcinogénicos muy importantes.

1.1.4 Clasificacion de los VPH. Tipos, Subtipos y Variantes. Relacion con la

Patologia

Los genotipos del Virus del Papiloma Humano son muy numerosos y diversos en
cuanto a su tropismo, potencial de malignidad e inclusive formas de replicacién; todo esto
ha hecho que sea necesaria su categorizacién en diversas clasificaciones dependiendo de
estos factores (Cubie, 2013). El gen de referencia para tipificar las distintas variantes de este
virus es la secuencia que codifica para la proteina L1 debido a que es la regién mas
conservada del genoma viral. Se considera que existe un nuevo genotipo cuando la
secuencia de ADN en dicho gen difiere en al menos el 10% del genotipo conocido mas

parecido, cuando esta diferencia es del 2 al 10% se considera un subtipo nuevo, y si es de
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menos del 2% se cataloga como una variante del genotipo mas parecido (de Villiers et al.,

2004).

Una forma de clasificar a los Virus del Papiloma Humano es dependiendo del tropismo
tisular que presentan, es decir, de los tejidos que invaden y afectan; asi, los Virus del
Papiloma Humano Alpha infectan principalmente superficies mucosas que, a su vez, pueden
ser Alpha de bajo riesgo y Alpha de alto riesgo dependiendo de su potencial para causar un
carcinoma infiltrante (Ghittoni et al., 2015), mientras que los VPH beta, gamma, nu y mu son
mas propensos a invadir epitelios cutaneos y estan mas ligados al desarrollo de papilomas,
verrugas externas y se han asociado al desarrollo de cancer de piel no melanocitico, aunque

su importancia etioldgica esta aun por comprobarse (Haedicke & Iftner, 2013).

Dentro de los genotipos Alpha que afectan principalmente las mucosas, existe una
subdivision, debido a que ciertos Virus del Papiloma Humano son mas propensos a causar
verrugas genitales benignas, los cuales son denominados Alpha VPH de bajo riesgo y
corresponden a los genotipos 6, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, y el CP6108. Por otro lado,
se encuentran los Alpha VPH de alto riesgo y estos representan el grupo asociado a la
mayoria de los carcinomas cervicales, pero también a algunos otros como el laringeo, o el
esofagico y corresponden a las variantes: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73
y 82 (Ghittoni et al., 2015). Universalmente se acepta en la actualidad, que casi todos los
canceres invasivos y las neoplasias intraepiteliales de alto grado se correlacionan con algln
tipo de VPH de alto riesgo; los VPH 16 y 18 existen subyacentemente como agentes causales
del 50% de las lesiones pre malignas y en mas del 70% del cancer cervical en todo el mundo.
El VPH 16 es el mas frecuente en el carcinoma de células escamosas, mientras que el VPH 18

es mas comun en el adenocarcinoma.

De acuerdo a datos obtenidos en estudios retrospectivos de varios paises, los
genotipos mas asociados al desarrollo de cancer cervical son los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45,
52 y 58, presentes en el 81% de los carcinomas cervicales (de Sanjose et al., 2007; de Sanjose
et al., 2010); en México recientemente se han encontrado que los genotipos 16, 58 y 52
(Alpha VPH de alto riesgo) son los mas frecuentes en la poblacién (Magafia-Contreras et al.,

2015).
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1.1.5 Biologia del VPH. Progresion Natural de la Enfermedad, Infeccion

Latente e Infeccion Productiva

Los Virus del Papiloma Humano tienen diversas caracteristicas biolégicas que los hace
ser agentes altamente infecciosos en condiciones favorables, y son capaces de vivir en las
células durante tiempos prolongados llevando un ciclo de vida vegetativo, es decir,
replicandose lentamente, o también llegar a sobre expresar sus proteinas virales hasta
integrarse en el ADN de la célula huésped causando mutaciones que conduciran al desarrollo

de cancer (Alfaro Castro & Fournier Pérez, 2013).

La infeccion por el Virus del Papiloma Humano comienza por la penetracidn del virus
en una de las células proliferantes indiferenciadas de la capa basal del epitelio que haya
sufrido alguna microlesién, una vez dentro el virus se despliega y forma un episoma (cadena
de ADN libre, fuera del nucleo en una célula eucariota) que se mantiene en un bajo nimero
de copias en el nicleo y solamente se expresan las proteinas tempranas del virus (Tornesello

etal. 2013).

Una vez que la infeccidn se establece, el genoma viral debe dividirse para seguir
replicandose en los queratinocitos, para dicho efecto existen diversos mecanismos como el
puente creado por la proteina E2 que acarrea el genoma viral y mantiene el ADN viral dentro
del ndcleo en forma de episomas, para después ser distribuido equitativamente durante el
proceso de mitosis, de otra manera, si el virus no entra en el nucleo, las copias extra
cromosomales del VPH se perderan durante la citocinesis (Bodily & Laimins, 2011).
Generalmente, durante la fase latente de la infeccion, también llamada fase de
mantenimiento viral, se sintetizan por lo menos las proteinas E1 y E2 de Virus, las cuales se
unen a proteinas del huésped desplegadas por la respuesta al dafio en el ADN lo que las hace

mas estables para su replicacion (Wallace & Galloway, 2014).

Llega un punto en el transcurso de la infeccion en donde el mantenimiento de la
replicacion cambia y se convierte en un ciclo productivo o infeccion productiva. Se han
descrito muchos mecanismos para la instauracién de este cambio, pero el mas aceptado es
la activacion de la expresidon del promotor tardio viral, que resulta en una expresién alta de

proteinas de replicacién viral E1 y E2 en conjunto con los genes tardios, debido a que este
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promotor no esta regulado por la proteina E2. De esta manera se consiguen altos niveles de
expresion y amplificacion del ADN, aun en células diferenciadas (Longworth & Laimins,

2004).

Eventualmente la infeccidon entrara en una fase replicativa y se activara una producciéon
activa de viriones encapsulados, en especial la expresién de las proteinas E6 y E7 en las
capas granular y espinosa del epitelio; en ellas se inicia la diferenciacién y se origina el
cambio morfoldgico de las células epiteliales que forman coilocitos, células patognomonicas
de la infeccién (Pyeon et al, 2009). La diferencia mas importante entre los genotipos de bajo
riesgo y de alto riesgo es que estos Ultimos se integran en el genoma en el ADN del huésped,
mientras que los de bajo riesgo solo se mantiene como episomas. La integracién al ADN del
huésped conduce a cambios en la respuesta de la célula hacia dicho afio y en el ciclo celular

con la ulterior transformacién hacia malignidad (Longworth & Laimins, 2004).

1.1.6 Interaccion Virus Huésped. Inmunidad de la Infeccion VPH

Los mecanismos propuestos de infeccidon y de unidn a las células epiteliales basales por
parte del virus son muy diversos e involucran principalmente el contacto con la membrana
basal, especificamente con los proteoglicanos de heparan sulfato, que son los receptores

mas evidentes del VPH al unirse con la proteina L1 in vivo (Sapp & Bienkowska Haba, 2009).

En los ultimos afios se ha descrito que en la zona de transformacion (unién
escamocolumnar), sitio donde se generan la mayoria de las lesiones intraepiteliales que
conducen a la carcinogénesis, existe una reduccion significativa de las células de Langerhans
comparadas contra el exocérvix (Giannini et al., 2002) y que ademds la expresidon de

interleucina — 10 inmunosupresora es mayor que en el exocérvix (Mota et al., 1999).

Una de las caracteristicas distintivas de la infeccion por el Virus del Papiloma Humano
es la poca eficiencia del sistema inmune para detectar los viriones, tanto por las células de la
inmunidad innata como de la respuesta adaptativa. Se ha visto cierta asociacion entre la
deficiencia de células inmunitarias con el aumento en la persistencia viral por ejemplo en el
individuo que presenta inmunosupresores, o en aquellos infectados con el Virus de la

Inmunodeficiencia Adquirida (Okechikwu, 2011).
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Por otra parte, el Virus del Papiloma Humano por si solo es capaz de generar un efecto
anti-inflamatorio local, en el que las células del sistema inmune son ineficientes para
responder ante este patdgeno. La mayoria de los mecanismos que utiliza el VPH para
suprimir la respuesta inmune se basan en la reduccion de la expresion de los genes que
codifican proteinas necesarias para dicha respuesta mediante la expresidon preferencial por

parte de la célula de las proteinas E6 y E7 del VPH (Amador-Molina et al., 2013).

1.1.7 Mecanismos de Oncogénesis. Regulacion del Ciclo Celular

Los genotipos del Virus del Papiloma Humano de alto riesgo se han catalogado como
agentes carcinogénicos debido a diversas propiedades que poseen; la diferencia principal
estriba en la cantidad o la abundancia relativa de las proteinas E6 y E7 que despliegan los
virus de alto riesgo que es mucho mayor que la de los de bajo riesgo (Longworth & Laimins,
2004). En este sentido, generalmente la sobreexpresion de estas proteinas en la célula
huésped es un signo de transformaciéon celular hacia la malignidad, por lo que Ia
determinacion de estas proteinas se ha considerado como un patrén de referencia para

evaluar el estado de la infeccidn (Origoni et al., 2015).

La capacidad que tiene el Virus del Papiloma Humano para evadir al sistema
inmunoldgico es vital para que se instale una infeccion persistente, este hecho
eventualmente provocara que el ADN del Virus se integre al genoma de la célula huésped, lo

cual es un paso esencial para el efecto carcinogénico (Woods et al., 2014).

Segun numerosos estudios realizados sobre la patogénesis del VPH, las proteinas que
produce y la manera en la que éstas interactian con las células huésped, se ha descrito que
las proteinas pRB y p53 son las mas propensas a sufrir mutaciones en sus secuencias,
perdiendo su funciéon caracteristica de regular el ciclo celular (Mufioz et al., 2006). La
proteina E6 interacciona con la proteina p53, dando como resultado la protedlisis ubiquitina
dependiente de esta ultima lo que impide que la célula entre en apoptosis; por su parte la
proteina E7 se une a la proteina pRb interfiriendo sobre el control del ciclo celular, siendo asi
las proteinas virales E6 y E7 moléculas que alteran la mitosis y llevan a la célula a un estado

de inmortalizacion (Snijders et al., 2006).
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Como consecuencia de la alteracién en la regulacién de los ciclos celulares se produce
una alta tasa de mitosis celular. En distintos estudios se ha observado que dichas moléculas
inducen anormalidades en los centrosomas de los cromosomas, provocando asi alteraciones
en la disrupcion y aumentando el riesgo de una segregacion errénea de éstos, ademas de
que se producen dafos en el ADN, como rupturas e inestabilidad cromosdmica, a una
velocidad que hace imposible su reparacién por los mecanismos celulares habituales
(Korzeniewski et al., 2011). Todo esto provoca en algin punto mutaciones irreparables en las
secuencias génicas del ADN del huésped, que eventualmente llevaran a la célula hacia la

malignizacion.

También existen ciertos factores de riesgo que se han asociado con la aparicién de un
carcinoma cervical cuando existe una infeccion por el Virus del Papiloma Humano de alto
riesgo como la multiparidad, el tabaquismo, el uso indiscriminado de anticonceptivos orales
y la coinfeccidn con otros patdgenos de transmision sexual, entre ellos la bacteria Chlamydia

trachomatis (Mufioz et al., 2006).

Los siguientes esquemas ilustran la influencia de cofactores en la produccion de cancer

por el Virus del Papiloma Humano (Figs. 2-4).
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Figura 2. Interaccion de la infeccién por VPH con la respuesta del huésped (zur Hausen,
2002). La mayoria de los mecanismos con los que el VPH suprime la respuesta inmune se
basan en la reduccién de la expresion de los genes que codifican proteinas para dicha
respuesta mediante la expresién preferencial por parte de la célula de las proteinas E6 y E7
del VPH.
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Figura 3. Interaccidon de la infeccién por VPH con la respuesta del huésped (zur Hausen,
2002). La expresion de las proteinas E6 y E7 en las capas granular y espinosa del epitelio; en
ellas se inicia la diferenciacion y se origina el cambio morfoldgico de las células epiteliales
gue forman coilocitos, células patognomanicas de la infeccion.
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Figura 4. Actividades oncogénicas y funciones cooperativas entre las proteinas E6/E7 del
VPH (zur Hausen, 2002). Efecto sinérgico para inmortalizar a las células.

1.2 VPHY CANCER: PATOLOGIA CLINICA
1.2.1 Formas de Expresion de la Infeccion por el Virus del Papiloma Humano

Los Virus del Papiloma Humano presentan una gama diversa de manifestaciones
clinicas que pueden atribuirse a su patogenicidad; de ahi que sea importante conocer que no
todos los genotipos virales causan los mismos signos y sintomas, muchos difieren en la

forma clinica de la infeccidn, algunos causan lesiones benignas en la piel y membranas de las
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cavidades mucosas, otros en cambio, forman tumores en zonas mucocutaneas, estan
implicados en enfermedad de Bowen, carcinomas no melanociticos y, por ultimo,

carcinomas genitales (Leto et al., 2011; Dunne & Park, 2013).

Entre las lesiones cutaneas mas frecuentes se encuentran las verrugas comunes
(Verrucae vulgaris) que se suele encontrar en manos y dedos ya que es donde
frecuentemente ocurren microlesiones por donde puede penetrar el virus, otras son las
verrugas plantares o las planas. Otra forma importante de manifestacién es el condiloma,
localizado en la zona anogenital, y la epidermodisplasia verruciforme (Cardoso & Calonje,

2011).

1.2.2 Lesiones Clinicas y Lesiones Subclinicas

Asi como las manifestaciones clinicas, también las lesiones tienen diferentes maneras
de presentarse dependiendo de la zona epitelial afectada y el genotipo que infecte dicha
zona. Los signos y sintomas mas asociados a la infeccidn por el Virus del Papiloma Humano
genital son la erosién vaginal, la cervicitis cronica, las laceraciones en la pared vaginal o de la
superficie cervical, la hipertrofia cervical, el sangrado intermenstrual y coital, el crecimiento
de Ulceras o podlipos cervicales y las descargas anormales provenientes del cérvix (Verma et

al., 2014) aunque todas estas manifestaciones no son especificas de la infeccidn por el VPH.

Las lesiones tipicas de una infeccion por VPH son los condilomas acuminados, sobre
todo en aquellas infecciones que han pasado al estado de persistencia, ya que cominmente
cuando estas lesiones aparecen, el sistema inmunolégico competente, de una persona seria
capaz de eliminarla y erradicar la infeccidn en un plazo de aproximadamente de seis a nueve

meses (Gall, 2002).

Los condilomas acuminados son excrecencias pedunculadas o de base amplia, de color
rosa cuando crecen rapido, grises, blandas y carnosas que aparecen solas o en grupos. El
tamafio de una lesién es variable, desde unos cuantos milimetros de espesor hasta varios
centimetros, con algunas lesiones circundantes dando la apariencia de una coliflor (Dunne &

Park, 2013).
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Son comunes las lesiones cervicales, que pueden identificarse facilmente y tienen una
morfologia plana y endofitica, pero las lesiones acuminadas también son comunes, con una
apariencia blanca y consistencia blanda. Todas las lesiones descritas hasta aqui son de bajo
grado de malignidad seguin el sistema Bethesda. Una manera de identificar las lesiones de
alto grado de malignidad es su tendencia a limitarse a la zona de transformacidn, cosa que

no sucede con las lesiones de bajo grado (Gall, 2002).

La principal lesién subclinica que se presenta en la infeccidn causada por el Virus del
Papiloma Humano es la aparicion de células anormales denominadas coilocitos y que son
consecuencia del metabolismo propio del virus en el queratinocito. Estas células presentan
diversas caracteristicas muy distinguibles como lo son un nucleo excéntrico, hipercromatico
y aumentado de tamafio que se encuentra rodeado por una gran vacuola perinuclear
formada por la destruccién de los filamentos de citoqueratina, a su vez causada por la
proteina E5 del VPH. La presencia de estas células en una citologia cervical es signo

patognomanico de la infeccién por el Virus del Papiloma Humano (Krawczyk et al., 2008).

1.2.3 Diagndstico: Citologia, Colposcopia, Pruebas Moleculares y sus

Aplicaciones Clinicas

Hasta la fecha, la citologia cervical tradicional con tincidn de Papanicolaou ha sido
considerada como el método de estudio mas eficiente en cuestién de tiempo y costo para el
monitoreo de la aparicion de cancer cérvico-uterino, pero presenta deficiencias de
sensibilidad (30-60%) que podrian arrojar resultados falsos negativos. Se ha argumentado
gue detalles como la aleatoriedad de la distribucion de las células neoplasicas, errores en la
toma, preparacién y tincion de las muestras, podrian enmascarar zonas clave para el
diagndstico (Cuschieri & Cubie, 2005). No obstante, existe una mejor opcidon para la revision
cervical que posee mayor sensibilidad que la citologia cervical convencional: la Ilamada
citologia en base liquida o LBC por sus siglas en inglés (liquid-base cytology). Esta forma de
procesar la citologia es capaz de reducir los resultados falsos negativos que arrojan las
citologias cervicales; sin embargo existe una cierta controversia acerca de su costo-
efectividad, debido a que si bien es considerada mas sensible que la citologia tradicional, no

tiene una sensibilidad superior al 80% (McGoogan, 2004).
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Uno de los procedimientos mas importantes para la determinacién de la presencia de
tejido canceroso es la colposcopia, que permite reconocer visualmente las lesiones que el
Virus del Papiloma Humano provoca en el cuello uterino mediante la utilizaciéon de acido
acético: si las lesiones se colorean de blanco al estar en contacto con el acido acético se
consideran como lesiones cancerosas o precancerosas (Massad et al., 2013). Se considera
gue la colposcopia debe ser indicada cuando una mujer tiene dos resultados del test de VPH
positivos y no se encuentran anormalidades en la citologia; la técnica colposcdpica incluye la
toma una biopsia dirigida al tejido lesionado para caracterizarlo histopatoldgicamente

(Schiffman & Wentzensen, 2015).

El procedimiento considerado como “estandar de oro” para la deteccidn del Virus del
Papiloma Humano es la amplificacion de acidos nucléicos. Actualmente, existen kits
comerciales aprobados disponibles para su venta y son recomendados por el CDC en el afio
2007 (CDC, 2007), debido a su alta sensibilidad, especificidad y rapidez, comparada contra

las técnicas de cultivo celular (Gaydos & Hardick, 2014).

Sin embargo la implementacion de estas técnicas y la infraestructura necesaria tiene
un elevado coste, por lo que la mayoria de la poblacidn no puede acceder a estas pruebas,
sobre todo el sector de bajos recursos, el cual es el mas afectado por estas infecciones. Esta
situacion ocasiona que la infeccidn por VPH siga sin ser detectada a tiempo y evita que se

realicen tratamientos oportunos que logren erradicarlas (Owusu-Edusei et al., 2013).

1.3 INFERTILIDAD POR FACTOR INFECCIOSO
1.3.1 Definicion y Frecuencia

En la actualidad los problemas reproductivos afectan a una gran cantidad de parejas.
La infertilidad humana esta definida como la incapacidad de una pareja para concebir y
tener descendencia después de al menos doce meses consecutivos de relaciones sexuales
sin proteccion, ya sea que haya habido o no previamente una gestacion con un nacido a

término vivo.

La infertilidad es una compleja situacién de la salud humana que, ademas de la funcién

organica, altera la calidad de vida de las parejas que se enfrentan a esta situacidn. En el afo
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2010 alrededor del 1,9% y 10,5% de las mujeres en edad reproductiva (20 a 44 afios) se
vieron afectadas por un problema de infertilidad primaria y/o secundaria respectivamente.
Esta documentado que una alta prevalencia de problemas de fertilidad se observa en el Sur
de Asia, Africa, Oriente Medio, Europa Central, Europa Oriental y Asia Central (Mascarenhas

et al,, 2012).

1.3.2 Infecciones Genitourinarias y Gérmenes Asociados a la Infertilidad

Las infecciones inespecificas del aparato genitourinario se asocian a otros trastornos
de la reproducciéon que afectan a un numero cada vez mayor de parejas desde hace algunas
décadas. La infertilidad sin explicacién, el aborto recurrente, el sangrado uterino
disfuncional, el dolor pélvico, el sindrome premenstrual, el parto prematuro, la insuficiencia
placentaria y la preeclampsia, son ejemplos comunes de problemas obstétricos vy
ginecdlogos que por afios carecieron de una explicacion adecuada (Viniker, 1999; Bachir &

Jarvi, 2014).

En las ultimas décadas, un gran numero de trabajos publicados asocian las infecciones
genitales con el fracaso en técnicas de reproduccién asistida (Licciardi et al., 1992;
Spandorfer et al., 2006; Van Hamont et al., 2006; Perino et al., 2011), siendo cada vez mas
amplio el consenso acerca de su diagnodstico y tratamiento especifico previo como medida
gue mejora las tasas de éxito en la fecundacion in vitro y la implantacién embrionaria
(Sharara & Queenan, 1999; Wang et al., 2008). Sin embargo, aun reconociendo que la
vaginosis y el antecedente de infeccion clamidial estaban asociadas a infertilidad, en algunas
investigaciones se negaba que éstas afectaran las tasas de éxito en reproduccion asistida

(Gaudoin et al., 1999).

Hace afios que se considera que el inicio temprano de la actividad sexual y el tener
varias parejas sexuales incrementan el riesgo de contraer infecciones. En este sentido, las
infecciones inespecificas, por permanecer largo tiempo sin ser diagnosticadas, llegan a

comprometer la futura capacidad reproductiva (Nufiez-Troconis, 1999).

En la mujer, gérmenes que antiguamente eran considerados como causa poco

probable de IGU tales como C. trachomatis, M. genitalium, M. hominis y U. urealyticum, han
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sido aislados a partir de secreciones cérvico-vaginales, de material endometrial, de muestras
de fluidos y tejidos obtenidos por histeroscopia y laparoscopia. Estos gérmenes se han
asociado a obstruccion tubdrica, hidrosalpinx y sindrome adherencial (Taylor-Robinson,
1974; Brunham et al., 1985; Diquelou et al., 1989; Rosas Arceo et al., 1993; Cohen et al.,
2002; Anagrius et al., 2005; Ross & Jensen, 2006; Baczynska et al., 2007; Manhart et al.,
2007; Taylor-Robinson et al., 2009).

Uno de los géneros bacterianos mds importante perteneciente a esta familia es
Ureaplasma urealyticum, comunmente considerada como bacteria residente de la flora
microbiana en el tracto genitourinario; sin embargo, bajo ciertas condiciones ambientales,
ha sido relacionada con patologias de esta regidon anatémica (Volgman et al., 2005; Lukic et
al., 2006). En los adultos, esta bacteria se ha encontrado asociada con uretritis no
gonocdcica, epididimitis, urolitiasis y con problemas reproductivos e infertilidad (Yoon et al.,

1998; Gonzales et al., 2004; Denks et al., 2007).

Ureaplasma urealyticum y Chlamydia trachomatis son bacterias caracterizadas por
invadir el epitelio columnar de revestimiento del cérvix. En esta localizacidn, el proceso
infeccioso genera una intensa respuesta inflamatoria, caracterizada por la presencia de
enrojecimiento de la regidn circundante, ademas de importantes descargas exudativas y
estos factores determinan la aparicion de sintomas clinicamente evidentes (Smith et al.,

2002; Agrawal et al., 2009).

1.3.3 Mycoplasma sp y Ureaplasma Urealyticum

Las infecciones por bacterias de la familia Mycoplasmataceae estan ampliamente
asociadas a trastornos reproductivos, androldgicos y ginecoobstétricos (Smith et al., 1995;
Volgman et al., 2005; Gallegos et al., 2008; Gallegos-Avila et al, 2009a,b; Gallegos-Avila et al,
2013).

El papel fundamental de las infecciones genitales por Mycoplasma sp. sobre la salud
reproductiva ha sido de interés desde hace algun tiempo. Asi, se han descrito nuevas
evidencias de su participacion directa en la corioamnionitis y su asociacion con abortos

sépticos, con el bajo peso de los nifios al nacimiento, con infecciones perinatales, fiebre
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puerperal y Ultimamente a partos prematuros e infertilidad de etiologia no conocida (Cassell

etal., 1993; Nufiez-Troconis, 1999; Lukic et al., 2006; Denks et al., 2007; Gdoura et al., 2008).

La importancia etioldgica de U. urealyticum en la infertilidad fue sugerida también por
Gnarpe y Friberg, quienes en 1972 observaron una frecuencia alta de cultivos positivos en el
semen de pacientes infértiles (85%), si se compara con un 22% de hombres fértiles. Estos
mismos autores en 1973, investigando aspectos de infertilidad, demostraron mediante
microscopia electrénica de barrido, que los micoplasmas se adherian al espermatozoide
(Gnarpe & Friberg, 1973). Estas observaciones sobre la asociacién fisica del Mycoplasma con
los espermatozoides fueron luego confirmadas por otros autores (Fowlkes et al., 1975;
Busolo et al., 1984; Grossgebauer & Hennig, 1984; Xu et al., 1997; Nufiez-Calonge et al.,
1998). En trabajos realizados por nuestro grupo, hemos evidenciado la presencia de
agregados de particulas correspondientes a U. Urealyticum adheridas a los espermatozoides
y en el interior de su citoplasma (Diaz-Gutiérrez y Gallegos de Lerma, 1996; Gallegos-Avila,

2003; Gallegos et al., 2008; Gallegos-Avila et al., 2013).

Con la aplicacién de técnicas de PCR para la correcta identificacion de U. urealyticum,
han surgido nuevas hipotesis para esclarecer el papel etioldgico de las infecciones causadas
por este germen y su relacion con la infertilidad de la pareja. De hecho, éstas técnicas
moleculares estan facilitando el diagndstico de un mayor nimero de pacientes infectados, si
se compara con la incidencia de diagndsticos realizados mediante cultivos especificos

(Blanchard et al., 1993; Teng et al., 1994; Gdoura et al., 2008).

1.3.4 Chlamydia Trachomatis, Prevalencia y Patologias Inflamatorias Asociadas

La prevalencia de la infeccidon causada por C. trachomatis es muy importante ya que
esta considerada la infeccion bacteriana de transmision sexual mds frecuente a nivel
mundial; se sabe que la prevalencia de este germen se ha incrementado notablemente en
las ultimas décadas y que eso se relaciona con los cambios en el estilo de vida (Oriel et al.,
1972; Woolfitt & Watt, 1977, Schachter, 1985; Witkin & Linares, 2002; Low, 2004,
Kucinskiene et al., 2006; CDC, 2007).
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Las ultimas estimaciones de la OMS indican que las infecciones por esta bacteria
tienen una incidencia anual de 92 millones de casos en todo el mundo, cifra que, sin
embargo, se considera todavia por debajo de la cifra real de afectados (World Health

Organization, 2012).

Muchos autores e instituciones como el Centro de Prevencion y Control de
Enfermedades Infecciosas, US Preventive Services Task Force y European Center for Disease
Prevention and Control, recomiendan hacer el cribado rutinario de la infeccién tanto en
mujeres como en hombres para C. trachomatis (CDC, 2007). Los programas de deteccién
rutinaria de C. trachomatis en los paises desarrollados han reducido la transmisiéon y las
complicaciones asociadas a la infeccidn por esta bacteria (Kucinskiene et al., 2006; Filipp et

al., 2008; Wallace et al., 2008; Bébéar et al., 2009; Joesoef et al., 2009).

A pesar de que las infecciones genitales por Chlamydia trachomatis no complicadas,
son a menudo silentes en el hombre y que en el 80% de mujeres siguen un curso poco
sintomatico, desde hace mas de dos décadas se asocian con una morbilidad reproductiva
grave. Esto se debe a que las complicaciones y secuelas de la infeccidén genitourinaria por
Chlamydia trachomatis constituyen la causa mas comun de la infertilidad adquirida en
humanos, de complicaciones obstétricas, incluidas el aborto repetitivo y de secuelas
prolongadas en los hijos recién nacidos (Taylor-Robinson & Thomas, 1980; Westrom, 1990;

Zimmerman et al., 1990; Mardh, 2002; Gdoura et al., 2008).

En las personas sexualmente activas, menores de 25 afios de edad, se ha descrito que
la prevalencia de infeccidn genital por Chlamydia trachomatis es mayor del 20%,
ocasionando uretritis y epididimitis en hombres; a la par de las infecciones genitourinarias
masculinas, aparece la infeccidn genital en la mujer ocasionada por Chlamydia trachomatis,
como la enfermedad de transmision sexual mas frecuentemente observada en las jovenes,
que en consecuencia desarrollan cervicitis, endometritis, y salpingitis (Paavonen & Eggert-
Kruse, 1999; Stamm & Norrby, 2001; Teran et al.,, 2001; Marrazzo, 2007; Cunningham &
Beagley, 2008).

Las alteraciones en el epitelio tubarico parecen ser la causa principal por la que estas

bacterias disminuyen el potencial fértil en la mujer. De hecho, la infeccion por Chlamydia
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trachomatis es considerada la causa mas importante en la génesis de laceraciones y
obstruccion tubarica, enfermedad pélvica inflamatoria y sindrome adherencial (Stamm &

Norrby, 2001; Marrazzo, 2007; Pellati et al., 2008).

Chlamydia trachomatis infecta las células epiteliales columnares del cérvix y
endocérvix ocasionando, en la gran mayoria de los casos, inflamacidn crénica y asintomatica
de esta region del tracto reproductivo. Existe evidencia de que las mujeres con una infeccién
por Chlamydia trachomatis previa son 4 veces mas propensas a desarrollar obstruccién en
las trompas de Falopio que las mujeres que no han tenido la infeccion. Ademas del dafio en
la mucosa y el musculo liso tubaricos, la infeccion por Chlamydia trachomatis causa adhesion
y obstruccidn de la trompa y, como resultado, afecta la funcién de las fimbrias, lo que lleva a

la infertilidad (Nalbanski et al., 1999; Hebb et al., 2004; Equils et al., 2006).

C. trachomatis es un patégeno frecuente de relacion causal con la enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI); se ha aislado del tracto genital superior en una cuarta parte de los
pacientes con EPI (Ness et al., 2005). Esta bacteria se asocia tanto con endometritis
(Haggerty et al., 2010), como con salpingitis confirmada por laparoscopia (Hebb et al., 2004;
Eckert & Lentz, 2007). Sin embargo, las tasas de progresion varian ampliamente entre los

pacientes.

A pesar de los avances que se han logrado en el conocimiento de la biologia, la
patogénesis, la gendmica y la epidemiologia de la bacteria, hoy en dia, las infecciones por C.
trachomatis causan pérdidas econémicas originadas por su alta morbilidad y el gran impacto
socioeconémico en todo el mundo. El tropismo estricto que presenta la bacteria hacia las
células epiteliales mucosas, el complejo sistema bioldgico y la estructura antigénica, ademas
de su importante predileccion para provocar infecciones persistentes, han ocasionado que
esta bacteria se presente como un reto a vencer para el desarrollo de una vacuna que

prevenga los dafios de la infeccidn.

Dentro de los factores de riesgo se menciona que las personas al parecer mas
vulnerables son las mujeres jovenes: C. trachomatis afecta principalmente a personas con

edades comprendidas entre 15 y 24 afios (Low, 2004); probablemente por la caracteristica
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anatémica de tener la unién escamoso-columnar del cérvix expuesta, lo que favorece la

infeccion (Black, 1997; de Luca et al., 2006).

1.3.5 Importancia de la Chlamydia Trachomatis en el Cancer Cervical

Chlamydia trachomatis también se ha referido como una causa asociada a la alteracion
del ciclo de las células huésped; en este sentido hay evidencias de que algunas especies de

Chlamydia se asocian a la transformacién neoplasica.

Estudios recientes relacionan a Chlamydia trachomatis con el cancer de ovario dada la
homologia existente entre la molécula Hsp60 expresada por esta bacteria y la expresada por
las células epiteliales. También se ha formulado la hipdtesis de que este tumor puede ser
ocasionado por la infeccidn inicial de la fimbria tubarica (Ness et al., 2003). Por otro lado, se
ha abordado la posible asociaciéon de C. trachomatis con el linfoma asociado a mucosas

(MALT) en pulmén y con el cdncer prostatico (Littman et al., 2004; Anttila et al., 2005).

El paradigma celular en la patogénesis de la infeccién por Chlamydia trachomatis
establece que la respuesta del huésped a la infeccidn se inicia y es sostenida por las células
epiteliales que son las primeras dianas de la infeccion por esta bacteria. Las células
epiteliales infectadas actian como primera linea de defensa, iniciando y propagando la
respuesta inmune en contra de la infeccién, llevan a cabo la secrecidn de quimiocinas que
inducen el reclutamiento de leucocitos hacia el sitio de la infeccidon. Por otro lado, liberan
citocinas que inician y potencian la respuesta inflamatoria y son estos mediadores de la
respuesta inflamatoria quienes ocasionan el dafio directamente en el tejido del huésped

(Rasmussen et al., 1997; Stephens, 2003).

Adicionalmente, C. trachomatis es considerada como un facilitador del ingreso del
virus de inmunodeficiencia humana y del virus del papiloma humano al epitelio cervical y ha
sido implicada como posible cofactor en la etiologia del cancer cervical (Taylor-Robinson &
Thomas, 1980; Cates, 1991; KihIstrom & Danielsson, 1994; Fleming & Wasserheit, 1999;
Smith et al., 2002; Luostarinen et al., 2004; de Luca et al., 2006; De Lucena-Oliveira et al.,
2008; European Centre for Disease Prevention and Control, 2008) debido a que los virus se

adquieren mas facilmente en presencia de células inflamatorias en el tracto genital (De



Introduccion 26

Lucena-Oliveira et al., 2008; Fleming & Wasserheit, 1999). La frecuencia de la infeccidn por
C. trachomatis es significativamente mayor en pacientes con lesiones cervicales

intraepiteliales que sin lesiones: 80 % vs 14,3% (De Lucena Oliveira et al., 2008).

Por otra parte, Paba y colaboradores realizaron en el 2008 un estudio de 149 pacientes
con cancer cervical o neoplasia intraepitelial y demostraron que la infeccién con C.
trachomatis favorece la entrada y persistencia de multiples tipos de HPV trayendo como
consecuencia la integracién viral, la inhibicién de la apoptosis, la sobreexpresion de los

oncogenes E6/E7 y la transformacion celular (Paba et al., 2008).

1.3.6 Asociacion de la Infertilidad con la Infeccion por VPH

Como puede comprobarse en la literatura mundial, la relacion entre la infeccién por
VPH vy la induccion del cancer esta bien documentada, sin embargo no se aclara aun si las

infecciones por VPH pueden afectar la salud reproductiva.

Lai et al., en un estudio transversal en el que incluyeron 24 hombres con infeccion por
VPH, encontraron una disminucion estadisticamente significativa del numero de
espermatozoides, observacién que fue confirmada diez afios después, por Bezold et al., en
un estudio de casos y controles (Lai et al., 1997; Bezold et al., 2007). Posteriormente varios
estudios epidemiolégicos indicaron que en presencia de infeccidon por VPH existe una
tendencia a la reduccion de la concentracion y motilidad de los espermatozoides en el
liguido seminal pero sin que esta asociacion alcanzara un grado estadisticamente

significativo (Foresta et al., 2010; Garolla et al., 2013; Yang et al., 2013).

Una observacidn importante acerca de la interaccion del VPH con los espermatozoides
fue hecha por Perez-Andino et al., al describir la adhesién del VPH 16 a la zona ecuatorial del
segmento cefalico de esa célula. No obstante, con respecto a afectacién de la morfologia
espermatica por el VPH, tampoco existe un consenso en las publicaciones de los ultimos
afos (Perez-Andino et al., 2009; Foresta et al., 2010; Garolla et al., 2013; Schillaci et al.,
2013; Yang et al., 2013). Revisiones bibliograficas recientes (Foresta et al., 2015; Souho et
al., 2015), siguen intentando aclarar la importancia de la infeccion del espermatozoide por

VPH y posibles tratamientos.
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Aunqgue no hay referencias sobre la posible accion del VPH en la funcién ovarica y
hormonal en mujeres con incapacidad de procrear, distintos estudios han demostrado una
asociacion significativa entre la infeccidn por VPH y el fallo de los procedimientos de
fertilizacion in vitro (Spandorfer et al., 2006; Van Hamont et al., 2006; Perino et al., 2011;).
Otros autores han relacionado la pérdida embrionaria y fetal con ruptura prematura de
membranas en mujeres con citologias cervicales anormales e infeccién por VPH (MclLaren et

al., 1999; Goldenberg et al., 2000; Hernandez-Girdn et al., 2005; Cho et al., 2013).

Desde hace mas de dos décadas diferentes estudios han investigado la importancia de
la infeccién por VPH en la pérdida embrionaria espontdnea, sin encontrar una asociacion
clara entre los dos eventos (Hermonat et al., 1997). En Polonia, Skoczynski et al., detectaron
ADN de VPH en el 17,7% de productos de aborto y en el 24,4% de las placentas de productos
nacidos a término (Skoczynski et al., 2011). En el afio 2013, un grupo de investigadores
(Conde-Ferrdez et al., 2013) publicé los resultados de un estudio de casos y controles de
pacientes con aborto espontaneo del sureste de México, encontrando una prevalencia de
infeccion cervical por VPH de 19,8% en la poblacién estudiada, 24,4% en pacientes con
aborto y 15,2% en mujeres con productos viables a término, sin que ésta diferencia fuera

estadisticamente significativa.

Nuestro grupo se ha centrado en el estudio de las infecciones genitourinarias y su
impacto sobre la fertilidad conyugal, en poblacidon del noreste de México, encontrando que
hasta un 79% de los casos de infertilidad, aborto y fallo de los tratamientos de reproduccion
asistida estan asociados a infeccion por Chlamydia trachomatis y mas del 90% se asocian a la
presencia de Ureaplasma urealyticum tanto en los drganos reproductivos del hombre como

de la mujer.

Considerando que los factores de riesgo para adquisicion y transmisién del VPH son
comunes a las de otras infecciones de transmision sexual, habra una amplia posibilidad de
gue varios de éstos gérmenes coexistan, por tiempo prolongado en los drganos afectados.
Dependiendo del tipo de gérmenes implicados podra haber o no una coincidencia de mayor

importancia para la salud reproductiva y el riesgo de cancer.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS

Las investigaciones dirigidas al estudio de la asociacion del VPH y el desarrollo de
cancer se iniciaron hace mds de 4 décadas, pero hasta ahora son pocos los articulos de la
literatura que enfocan la importancia del VPH en la fertilidad y las complicaciones

obstétricas y aun faltan datos concluyentes al respecto.

Los estudios realizados sobre la importancia de la infeccion por VPH en la fertilidad no
han considerado que las infecciones genitales son generalmente multimicrobianas y, en su
mayoria, no descartan la presencia de otros gérmenes comunes en tales condiciones
patoldgicas. Esto pudiera estar generando interpretaciones incorrectas de los datos

analizados.

Los estudios sobre la asociacion de VPH con Chlamydia trachomatis se ha limitado a su
efecto cooperador como inductores de cancer, pero hasta ahora no se ha analizado si esta
asociacion de gérmenes o alguna otra de la que forme parte el VPH tiene algin impacto en la

presentacion y evolucion clinica de los casos de mujeres con subfertilidad.

Falta también por determinar si se pudiera hacer alguna clasificacion de los diferentes
genotipos de VPH en funcion de su impacto sobre el fallo reproductivo, las complicaciones

obstétricas y el fracaso de los tratamientos para la recuperacion de la fertilidad.

2.2 OBIETIVOS

Primero. Elaborar y analizar una base de datos, generada a partir de expedientes clinicos de
mujeres subfértiles con infeccidn genitourinaria en las que se investigd la presencia de Virus

del Papiloma Humano.

Segundo. Analizar la frecuencia y distribucién de genotipos de VPH y el resto de gérmenes
identificados en un grupo de mujeres con infeccidn genital y subfertilidad por factor

infeccioso.

Tercero. Evaluar los parametros clinicos presentes en mujeres con infeccidon genital y

subfertilidad por factor infeccioso y su asociacion con la presencia del VPH.
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Cuarto. Describir la asociacion entre los genotipos de VPH y otros gérmenes presentes en
mujeres con infeccion genital y subfertilidad por factor infeccioso, con los antecedentes de

pérdida gestacional y fracaso en los tratamientos de reproduccién asistida.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 MATERIAL

El trabajo se realizd en la consulta especializada de infertilidad y Laboratorio de
Andrologia SERTOLI Asociados SC en Monterrey, Nuevo Leén, México y en el Laboratorio de
Andrologia del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn en la Ciudad de Monterrey, México, bajo un convenio oficial de

colaboracién académica oficial firmado por ambas instituciones.

El estudio no fue sometido a aprobacién por un consejo de ética institucional debido a
gue las pacientes proceden de una clinica de fertilidad privada en la que no opera un consejo
como tal, pero todas las pacientes firmaron de manera voluntaria un documento en el que
se les daba informacion del trabajo y solicitando su autorizacidon para la utilizacién de la
informacién contenida en su expediente clinico, incluyendo los andlisis de laboratorio

practicados como parte de su atencidon médica y sus resultados.

3.1.1 Casos Incluidos en el Estudio

El grupo de estudio esta conformado por mujeres que junto con su conyuge acudieron
a la consulta de infertilidad y Laboratorio especializado de Andrologia SERTOLI ASOCIADOS,
SC (Monterrey, Nuevo Ledn, México), por infertilidad o aborto repetitivo y con infeccién
genital interna por Chlamydia trachomatis y Mycoplasmas genitales. Se realizé una seleccién
de las pacientes en base a los siguientes criterios:

e Mujeres con fallo reproductivo o incapacidad para procrear.

¢ Mayores de edad.

e Historia clinica ginecoldgica.

¢ Diagndstico del ADN del VPH y genotipificacion en caso de ser positivo.

e Pruebas microbiolégicas para detecciéon de C. trachomatis, Mycoplasma sp.

Ureaplasma urealyticum y cultivo general en muestras de exudado endocervical.

e Pacientes que aceptaran voluntariamente participar en el estudio y que firmaran el

consentimiento informado.
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3.1.2 Numero de Pacientes, Base de Datos y Confidencialidad

Como indica el objetivo principal del estudio, “Describir la asociacion de genotipos del
Virus de Papiloma Humano de riesgo para cancer cérvico uterino con Chlamydia trachomatis
y otros gérmenes, en pacientes con fallo reproductivo”, la finalidad del presente estudio se
centra en la descripcion de las caracteristicas de aquellas personas (parejas) que presentan
una infeccion en el aparato reproductor, cuyo germen causante es Chlamydia trachomatis y
otros gérmenes, asociada a la presencia del VPH. Se ha publicado (Alberts et al., 2013), que
la probabilidad promedio (ponderada) para los distintos genotipos de VPH asciende a un
48%. El tamafio muestral necesario para la realizacion de este trabajo, se determind
aplicando la metodologia de estimacidon de una proporcion por intervalos de confianza. Este
método nos permitid obtener un nimero minimo de muestras a ser estudiadas asegurando
que el porcentaje real oscilaria, con una seguridad del 95%, en un intervalo centrado en la
proporciéon ponderada que hemos tomado en cuenta (48%). De acuerdo a esto, la muestra
necesaria seria de 93 casos para una confianza del 95% y una amplitud maxima del intervalo
del 20%. Este numero de casos se incrementaria en un 10% por posibles pérdidas o ausencia
de datos en los expediente. La muestra final seria de 102 casos. Finalmente en éste estudio,
se incluyeron 104 pacientes que cumplian todos los criterios de seleccién, a partir de los
casos atendidos en la consulta de fertilidad, en un periodo comprendido de enero del 2003 a

diciembre del 2014.

Para la realizacion de este trabajo se planteé un estudio retrospectivo mediante
seleccidn de los casos partiendo de la informacion recogida en la historia clinica de cada una
de las pacientes estudiadas. Para ello, se cred una base de datos que permitiera realizar el
analisis de la informacion con el objetivo de estudiar posibles asociaciones entre las
caracteristicas clinicas y los hallazgos de laboratorio. La identificacion de cada una de las
pacientes se realizé a través de la asignacion de una clave de confidencialidad andnima. Los
datos de nombres y claves estan restringidos y solo tuvieron acceso a esta informacion el

médico especialista y los responsables del proyecto.
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3.1.3 Historia Clinica

Se realiz6 el analisis del expediente clinico de cada una de las pacientes incluidas en el
estudio a partir del archivo de la instituciéon de procedencia (Sertoli Asociados SC). Se
recogieron los siguientes datos para su andlisis: parametros demograficos, antecedentes de
fertilidad e infertilidad, pérdidas gestacionales y complicaciones obstétricas, tratamiento
contra problemas de infertilidad, antecedentes de lesiones cervicales, antecedentes de
procedimientos quirurgicos, resultados de examen de citologia cérvico-vaginal por el
método de Papanicolaou, signos y sintomas de infecciones genitourinarias, datos patoldgicos

de la exploracion cérvico-vaginal.

3.1.4 Muestras Biologicas

Tanto al inicio como en el seguimiento de la atencién médica requerida para el
diagndstico y tratamiento de la infeccidn genitourinaria, de cada una de las mujeres incluidas
en el estudio, se obtuvieron una o mas muestras de exudado cérvico-vaginal. Cuando se
considerd necesario, en base a datos de la exploracion vaginal, de sintomatologia presente o
de hallazgos citoldgicos se investigd, mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR),
la presencia de ADN del VPH y su genotipificacion (Unidad de Diagndstico Molecular del

Departamento de Bioquimica, de la Facultad de Medicina de la UANL).

3.2 METODOS
3.2.1 Deteccion de Chlamydia en Muestras de Exudado Cérvico-Vaginal

Se realizd la prueba de IFD anti-Chlamydia trachomatis en 104 especimenes de
exfoliado cérvico-vaginal de las pacientes incluidas en el estudio posterior a la entrevista
clinica. Se utilizd el kit comercial de deteccion mediante IFD usando anticuerpos
monoclonales anti-Chlamydia trachomatis (Chlamydia Direct IF Identification kit;
BioMérieux, SA. Lyon, Francia). Los anticuerpos empleados en el kit diagndstico tienen
afinidad por la Proteina Mayor de Membrana (MOMP) 15 serotipos de la especie Chlamydia
trachomatis y permite detectar la bacteria en sus diferentes estadios de evolucion: Cuerpos

Elementales y Cuerpos Reticulares.
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La técnica empleada para tal determinacion se describe a continuacion:

1. El hisopo con el que se obtuvo la muestra de exfoliado cérvico-vaginal se lavd
enérgicamente con 500uL de PBS estéril con el propodsito de liberar todo el

contenido celular obtenido durante la toma de muestra.

2. Posteriormente las muestras fueron concentradas mediante centrifugacién a 12000

rom durante 20 minutos.

3. El concentrado celular obtenido se resuspendié en 40 uL de PBS estéril, se dispuso
sobre un portaobjetos en un area aproximada de 1 cm2 vy se fijé por desecacion;
para aumentar el grado de fijacion se dispensaron 500 puL de metanol y se dejaron

reposar a temperatura ambiente hasta que se evapord el excedente.

4. Los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo monoclonal fluorescente anti-
Chlamydia trachomatis durante 30 minutos a temperatura controlada de 25°C y
bajo condiciones de humedad, Después se retird el exceso de reactivo con una
solucion Buffer PBS (Na2HPO4 2H20; KH2P0O4; NaN3) a pH 7,2 durante 5 minutos a
temperatura ambiente, inmediatamente se lavaron las laminillas con agua destilada
durante 5 minutos y se desecaron en incubadora a 37°C durante 15 minutos.

Finalmente se colocd el cubreobjetos sellandose con una gota de glicerol.

5. Las muestras se observaron con un microscopio de fluorescencia (Axiostar, Carl
Zeiss, Gottingen, Alemania), empleando objetivo de 63X y ocular de 10X con cifra de

campo 18.

6. Para cada observacion se verifico la calidad del reactivo procesando un
portaobjetos de control negativo y uno de control positivo (Chlamydia Direct
IF(C+/C-), BioMerieux, Francia).

Nota: De acuerdo a los fabricantes del Kit diagndstico, se considerd positivo el resultado de

esta prueba cuando se observaron mas de 10 cuerpos elementales fluorescentes en el total
de la muestra bioldgica analizada.

3.2.2 Deteccion de Mycoplasma sp. en Muestras de Exudado Cérvico-Vaginal

Para la identificacion de ureaplasmas y micoplasmas utilizamos un sistema de

identificacion bioquimica API, Mycoplasma IST 2 (BioMerieux, Francia), que contiene los



Material y Métodos 36

sustratos especificos para el cultivo e identificacién de varias especies de: Ureaplasma
urealyticum, Mpycoplasma fermentans y Mpycoplasma hominis. Ademas, mediante este
sistema se pudo realizar una cuantificacion de la concentracion de gérmenes, asi como la

comprobacién de su susceptibilidad a los antibidticos.

El hisopo con el que se obtuvo la muestra de exfoliado cérvico-vaginal se colocd en 3
mL de medio de transporte que contenia peptona en solucién de cloruro de sodio 0,65%,
para inhibir el crecimiento de gérmenes Gram positivos y Gram negativos. La muestra diluida
en el medio de transporte se mezclé con el medio de cultivo liofilizado que contiene los
extractos labiles del medio de cultivo: extracto de levadura, suero de caballo, urea, arginina,
rojo fenol como indicador de pH, antibidticos y un antifingico (para inhibir el crecimiento de
flora bacteriana y micética contaminante de la muestra). Una vez resuspendida la muestra
de los pacientes con el liofilizado, se colocd una alicuota de 55 plL en cada uno de los 16
pocillos de la placa de multipocillos estériles; de este modo se puede realizar el aislamiento,

la identificacion y la prueba de susceptibilidad de los gérmenes frente a los antibioticos.

La distribucion de las muestras en los distintos pocillos fue la siguiente:

Pocillo 1: Control de muestra Pocillos 8 y 9: Josamicina (2 y 8 mg/L)
Pocillo 2: Identificacidon de U. urealyticum Pocillos 10 y 11: Ofloxacina (1 y 4 mg/L)
Pocillo 3: Identificacion de M. hominis Pocillos 12 y 13: Eritromicina (1y 4 mg/L)
Pocillo 4: Titulo de U. urealyticum>0=10" UCC Pocillos 14 y 15: Tetraciclina (4 y 8 mg/L)
Pocillo 5: Titulo de M. hominis>0=10" UCC Pocillo 16: Pristinamicina (2 y 8 mg/L)
Pocillos 6 y 7: Doxiciclina (4 y 8 mg/L)

Una vez depositada la muestra en los pocillos, se cubrié cada uno con 2 gotas de aceite
mineral estéril para crear un ambiente de anaerobiosis y evitar la evaporacién del medio. La
incubacion se llevé a cabo a 372 C durante 72 horas para U. urealyticum y 5 dias para M.
hominis y M. fermentans. Al término del periodo de incubacion, la prueba se considerd
positiva para U. urealyticum cuando en el pocillo correspondiente el indicador, que
originalmente es incoloro, virdé a color naranja; en el cultivo positivo para M. hominis, el

indicador vird a rojo cereza, y, por Ultimo, cambid a amarillo intenso en el caso de presencia
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de M. fermentans. El medio de transporte remanente, formado por peptona en solucidn
salina, debid permanecer transparente; contrariamente, la presencia de turbidez fue

indicadora de contaminacion.

3.2.3 Deteccion Molecular del Virus del Papiloma Humano en Muestras de

Exudado Cérvico-Vaginal.

Debido a que el estudio abarcé mas de 10 afos, las técnicas para la deteccién del VPH

aplicadas a los pacientes variaron de acuerdo al método disponible en el momento.

3.2.3.1 Deteccion Molecular del Virus del Papiloma Humano en Muestras de Exudado

Cérvico-Vaginal Mediante PCR- Multiplex

Esta metodologia fue utilizada en 34 pacientes pertenecientes a este estudio. La
deteccion del ADN del Virus del Papiloma Humano se realiza especificamente en una region
variable entre los distintos genotipos mediante la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa utilizando su variante “Multiplex”, que es capaz de detectar un numero variable
de genotipos dependiendo de la cantidad de cebadores especificos para cada uno de estos,
que amplifican una region altamente polimdrfica de la proteina L1 del virus que cambia su
secuencia segun el genotipo viral y mediante el disefio especifico de cada cebador para la

secuencia especifica se logra su genotipificaciéon (Figura 5).

En este estudio se llevd a cabo un ensayo en el cual se determinaban desde 4 a 12
genotipos de alto y bajo riesgo que representan aquellos mas frecuentes y detectados a
nivel global. Una de las ventajas mds importantes de esta técnica es que no se necesitan
muchos ciclos de amplificacién ya que los distintos pares de cebadores estan disefiados
especialmente para que puedan aparearse eficientemente a una misma temperatura de esta
fase del ciclo. De este modo se acorta mucho el tiempo de amplificacién comparado con la

busqueda de cada genotipo por separado.

El analisis de los productos amplificados fue realizado en gel de agarosa al 2% y fue
revelado en una camara de iluminacion ultravioleta, utilizando como marcador de ADN el

bromuro de etidio.
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Para diferenciar los genotipos que se encuentren en la muestra es necesario que los
productos amplificados sean de diferente tamafio (lo suficiente como para poder separarlos)
y compararlos con un marcador de tamafio molecular certificado (el tamafio del marcador
usado fue de 100 pb), esto se logra en base al disefio de los cebadores especificos para cada

genotipo.

Los genotipos que amplifican la prueba, y el tamafio de cada uno de estos son:

Genotipo del VPH Tamaio del Amplicén
6 184 pb
11 233 pb
16 556 pb
18 475 pb
31 340 pb
33 413 pb
52 155 pb
58 295 pb

Si la paciente es portadora de varios genotipos se veran dos o mas bandas de
amplificacién en el gel debido a que cada par de cebadores detecta un genotipo, cuando la

muestra se encuentre negativa, no mostraran banda alguna en la zona de amplificacion.

Para la validacién de los resultados del ensayo, se llevé a cabo la amplificacién de ADN
humano en la regidén del gen de la B-globina para demostrar la buena calidad del ADN
extraido de la muestra. Esto se realiza previamente al ensayo de la deteccién del VPH y la
banda de amplificacion de este gen siempre debe aparecer en las muestras para certificar la

validez del resultado y su tamafio es de 268 pb.

En paralelo a cada muestra analizada se realizé la amplificacién de un control positivo
de ADN que contiene las secuencias especificas de todos los genotipos del Virus del
Papiloma Humano investigados en esta metodologia, esto para certificar el correcto

funcionamiento de los cebadores disefiados, asi como del programa de amplificacién. Por lo
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gue al usar este control, se observardn bandas de amplificacién en cada uno de los distintos

tamarfios de los amplicones que generan los cebadores.

3.2.3.2 Detecciéon Molecular del Virus del Papiloma Humano de los Exudados Cérvico —

Vaginal por PCR — Dual Priming Olinucleotide (DPO)

Esta fue la técnica aplicada en el caso de 36 pacientes de este estudio en la que a las
muestras de exudado cérvico-vaginal se les llevo a cabo una extraccién de ADN y después se
les realizd la determinacién de la presencia del Virus del Papiloma Humano mediante la
amplificacién de su ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando la tecnologia
DPO™ que emplea cebadores de una longitud aproximada de 36 pares de bases, lo que le da
una mayor especificidad. Estos cebadores amplifican la regidén altamente polimérfica de la
proteina L1 viral que cambia su secuencia con respecto al genotipo, por lo que es necesario
disefiar estos cebadores para cada genotipo que se desee estudiar. Como un cebador tan
largo no puede aparearse a una temperatura adecuada para este paso del ciclo (maximo
68°C) se le agrega una secuencia consecutiva de 5 moléculas de inositol en una parte
intermedia del cebador para que la temperatura de alineamiento pueda bajar y asi lograr
este fendmeno. Esta caracteristica hace que el nimero de cebadores utilizados en una
misma reaccién pueda ser mayor, ya que su especificidad también lo serd, por lo tanto, es
posible detectar mas genotipos en una sola corrida, comparandolo contra una PCR —

Multiplex convencional.

Los genotipos investigados bajo esta metodologia van de 14 hasta 19, estos genotipos
son tanto de alto riesgo como de bajo riesgo y los productos amplificados en las muestras
positivas fueron analizados por la técnica de electroforesis capilar por medio del equipo
“Applied Biosystems 3130 series genetic analyzer systems”, esta técnica tiene diversas
ventajas comparada contra los geles normales de electroforesis como lo es la inyeccion
electrocinética de las muestras para cargarlas en el sistema en menos de 30 segundos y que
utiliza mucha menor cantidad de producto amplificado que en un gel aunado a que el
sistema de deteccién es muy sensible que es capaz de discernir la secuencia de un
determinado amplicdn en términos de base por base y es capaz de medir el tamafio de éste,

con esto logra distinguir entre las diversas sefiales generadas en una misma muestra. Todas
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estas ventajas se representan en la eliminacidn de operaciones manuales que resulta en
reacciones consistentes y reproducibles entre una y otras, y sobre todo el ahorro del tiempo

usado en el andlisis electroforético.

Acoplado al sistema de electroforesis capilar, se encuentra el software GeneMapper®,
que es una herramienta que se aplica para analizar los fragmentos amplificados ya que es
posible identificar los distintos genotipos y tamafio de fragmentos asi como los
polimorfismos de un solo nucledtido mediante la comparacién con una base de datos hecha
para establecer la autentificacion de los fragmentos amplificados por las secuencias y la
longitud de dichos fragmentos. Todos los valores de calidad son aplicados a cada fragmento
analizado para la correcta automatizacion y respuesta estable y los fragmentos

cuestionables son facilmente reconocidos.

De manera que si la muestra resulta positiva para alguno de los genotipos investigados
por esta metodologia, el software GeneMapper® lo identificard y lo marcara como presente,
no sin antes haber evaluado la correcta extraccion del ADN detectando el gen de la B-

Globina para la validacion del ensayo.

3.2.3.3 Detecciéon Molecular del Virus del Papiloma Humano Mediante la Técnica de

Hibridacion con Sondas Oligoespecificas

En 34 pacientes se aplicé esta metodologia donde a las muestras de exudado cérvico-
vaginal tomadas se les extrajo ADN para determinar la presencia del Virus del Papiloma
Humano. A continuacidn, se llevé a cabo la deteccion de la region L1 que es un segmento del
genoma del Virus altamente polimdrfico mediante la técnica de PCR, utilizando los
cebadores MY09 y MY11 que crean un amplicon de 450 pares de bases de dicha region, esta

amplificacidn es util para identificar la presencia o ausencia del VPH (Figura 5).

Posteriormente, el producto amplificado de las muestras se tipificé utilizando la
hibridacién reversa de dichos productos empleando sondas oligoespecificas que identifican
desde 20 hasta 28 distintos genotipos del Virus del Papiloma Humano entre los que se
encuentran los genotipos de alto y bajo riesgo mas frecuentes a nivel global. Dicha técnica

utiliza el acoplamiento de una sola cadena de un fragmento del producto amplificado, lo que
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se logra mediante la desnaturalizacion de dicho ADN. Una vez realizado esto, se dispone a
insertar una cantidad determinada en cada pocillo de la tirilla que contenga la secuencia
oligoespecifica para cada genotipo, como estas sondas estan biotiniladas, si alguna de ellas
llegard a hibridar, es decir, acoplarse con la secuencia complementaria proveniente del
producto amplificado de la muestra, la biotina se va a conjugar y sera posible revelarla. Por
tanto, si una muestra resulta positiva para alguno de los genotipos investigados con esta
prueba, quedard evidenciado por la formaciéon de color en la zona donde se encuentra la

sonda especifica de dicho genotipo.

L2

Region
polimdrfica para [ L1
genotipificacion

Figura 5. Esquema del genoma del VPH sefialando la region utilizada para su deteccién y
genotipificacion (Mufioz et al., 2006).

Todos los resultados de las muestras analizadas fueron validados por la amplificacién
del gen de la B-globina al que se realizé de igual manera la hibridacidn reversa en las tirillas

utilizadas como control de la buena extraccion del ADN.

3.2.4 Andlisis Estadistico

Como se ha sefialado anteriormente, se credé una base de datos informatizada
utilizando el programa Excel (Microsoft Office, Versién 2007). Los datos fueron recogidos de
la historia clinica y de las pruebas de laboratorio. Una vez depurada la base de datos se

realizo el analisis estadistico.
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3.2.4.1 Estadistica Descriptiva

Las variables cualitativas se resumieron mediante el calculo de frecuencias absolutas
para cada modalidad y relativas expresadas en porcentajes. En el caso de variables
cuantitativas, se procediod al célculo de medidas de tendencia central media y/o mediana y
de dispersidon desviacién estdndar. Las representaciones graficas utilizadas estuvieron en
funcién del tipo de variable diagrama de barras o sectores en el caso de variables cualitativas

e histograma en el caso de variables cuantitativas.

3.2.4.2 Inferencia Estadistica

Se calcularon los intervalos de confianza al 95% para las variables clinicas que

consideradas como principales por su relacion con el objetivo principal del trabajo.

Para evaluar la hipdtesis principal se aplicara el test Z de Fisher para un nivel de
significacion p<0,05 y una potencia (1-B) del 80%. Para el célculo de los distintos estadisticos

se utilizara el programa SPSS versién 20. (SPSS Inc.)
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4. RESULTADOS
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Los resultados que a continuacidn se presentan, fueron obtenidos cumpliendo el
objetivo primero de éste trabajo, mediante el analisis de la base de datos generada a partir
de las historias clinicas de pacientes problemas en la funcién reproductiva y con infeccidn
genitourinaria, en las que se investigd la presencia del Virus del papiloma Humano (VPH); la

poblacion estudiada se describe en el primer punto de éste capitulo.

En segundo término, se presentaran la frecuencia de los gérmenes presentes en las
muestras analizadas, al momento de hacer la prueba de VPH, desde un aspecto puramente

descriptivo, presentando datos individualizados de las frecuencias de cada uno ellos.

Posteriormente haremos referencia a las caracteristicas clinicas del grupo estudiado y
de la comparacién y la correlaciéon de los datos clinicos de las pacientes, de acuerdo al

resultado de la prueba de VPH.

Continuaremos luego describiendo los genotipos del alto y bajo riesgo de VPH
encontrados; las asociaciones entre diferentes genotipos de VPH presentes; las asociaciones
de los genotipos de VPH encontrados, con otros gérmenes presentes en la muestra de
pacientes seleccionadas. Por ultimo describiremos los genotipos VPH presentes en los
subgrupos de mujeres que han referido haber tenido una o mas pérdidas gestacionales

(aborto) con o sin procedimientos de reproduccion asistida.

4.1. PACIENTES SELECCIONADAS

El universo de éste estudio fue una serie de 690 parejas que se atendieron en la
consulta de infertilidad conyugal, en el periodo comprendido de diciembre del 2003 a
diciembre del 2014. Las pacientes fueron seleccionadas de manera aleatoria, como se refiere
en el capitulo de Material y Métodos. Asi, se constituyd una muestra representativa,
formada por 104 historias clinicas de mujeres que cumplian los criterios de inclusién y que
firmaron el consentimiento informado, para el uso estadistico de los datos clinicos y de

laboratorio.

De las 104 pacientes estudiadas, el 76% presentaba algun trastorno reproductivo; 65
mujeres tenian diagndstico de infertilidad primaria, es decir, no habian logrado procrear

ningun hijo a pesar de los tratamientos recibidos y 13 padecian infertilidad secundaria, ya
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que, al tiempo de llegar a esta consulta tenian al menos un hijo y deseaban lograr otro
embarazo. De estas pacientes subfértiles, 53 habian estado en tratamientos de fertilidad sin
éxito y fueron referidas para estudio y manejo médico del factor masculino, demostrandose,

en el analisis seminal, la presencia de procesos infecciosos.

En el total de pacientes consideradas para éste andlisis, 6 pacientes (5,7%), que
durante su vida reproductiva no habian logrado la procreacion, habian sido
histerectomizadas por infecciones recurrentes y resistentes a tratamiento, que siguieron
padeciendo a pesar de la histerectomia, motivo por el cual acudieron a esta consulta. Tres
mujeres incluidas en este estudio se encontraban en la menopausia (2,88%), otras 3 se
encontraban en edad fértil pero no buscaban embarazo y 5 mads, que eran mujeres jovenes
estudiantes con o sin pareja estable, requirieron atencion médica por infeccidn

genitourinaria recurrente (Tablas 1 y I1).

Como parte de los procedimientos necesarios para la atencién médica solicitada, a las
pacientes se les habia practicado exploracion vaginal y con los datos de las observaciones
hechas respecto al estado de las paredes vaginales, el fondo de saco vaginal, la posicién del
cuello uterino y el aspecto de su superficie externa, el didametro de apertura del orificio
cervical externo, la permeabilidad del conducto cervical y las caracteristicas de las
secreciones encontradas en cada sitio explorado, se elabord un registro electrénico para el

analisis estadistico.

4.2 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

A todas las pacientes se les habia realizado uno o0 mas muestreos de exudado cérvico
vaginal y exfoliado endocervical, por los métodos de hisopado y cepillado. Las muestras
biolégicas se procesaron con los métodos descritos en el capitulo anterior de esta tesis
resultando 90 casos positivos (86,5%) para Chlamydia trachomatis, 49 casos frente a
Ureaplasma urealyticum y 37 para Mycoplasma hominis. Mediante cultivo general fueron
identificados: Enterococcus faecalis (10,6%), Escherichia coli (20,2%), Cdndida albicans
(17,3%), Pseudomona aeuruginosa (2,9%), Citrobacter freundii (1,9%) y Proteus mirabilis
(1%). En la mayoria de las muestras analizadas la microbiota vaginal estaba ausente (52,9%)

o disminuida (24%). Estos resultados microbioldgicos se resumen en la Figura 6.
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Figura 6. Distribucion de microorganismos diagnosticados en el exudado cérvico vaginal.

Las figuras 7 y 8 presentan ejemplos de las pruebas positivas para C. trachomatis y U.
urealyticum. Ya fuera por sospecha clinica o por observaciones citoldgicas sugestivas de
presencia viral, se procedid a la identificacion de VPH mediante técnica de PCR. En 49% de
las mujeres el resultado de esta prueba fue positivo, predominando en frecuencia los tipos
VPH 6 (19,2%), VPH 18 (12,5%), VPH 16 (11,5%), VPH 58 (7,2%). Estos resultados se

ampliaran en el apartado 4.4 de ésta tesis.

Figura 7. Deteccion de C. trachomatis con anticuerpos monoclonales marcados con
isotiocianato de fluoresceina (verde amarillento) contrastados con azul de Evans.
Microscopia de Fluorescencia, 63x.
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Figura 8. Identificacion microbiolégica de Ureaplasma urealyticum en exudado cérvico
vaginal y endocervical, Cultivo positivo para U. urealyticum. Sistema de identificacidon
bioquimica “Mycoplasma IST 2”. Abajo: Identificacion del gen de Ureaplasma urealyticum en
liquido de la cavidad uterina, en una paciente infértil, con VPH 6 y 16 y C. trachomatis en el
exudado cervical.

4.3 DATOS CLINICOS
4.3.1 Antecedentes Ginecoldgicos

Entre los antecedentes ginecolégicos, la edad media de la menarca de toda la muestra
fue de 12,1+2,4. La media del grupo global de la edad de inicio de vida sexual activa fue de
22,346.1 afios (minimo 16 y maximo 40 afios); 37 de las mujeres (35,6%), refirieron haber

tenido mas de dos parejas desde el IVSA y 67 (64,4%) dijeron tener solo una pareja sexual

(Tablas 'y I1).
Tabla I. Descripcidon de pacientes.
Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo p
Media * DS Media * DS Media * DS
Edad 32,6 +6,6 319+6,4 33,316,7 0,28
Edad de Menarca 12,1+2,4 11,9+2,6 12,4 +2,2 0,46
Edad de IVSA 22,3+6,1 21,4+6,5 23,1+5,5 0,17

IVSA: Inicio de Vida Sexual Activa.
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El tipo de actividad sexual referida con mayor frecuencia fue el coito vaginal (82,7%);
17 pacientes refirieron relacidén sexual extra vaginal oral (felatio) y ninguna menciond haber
tenido relacion sexual anal. Treintaiséis de las pacientes declararon nunca haber usado
preservativo en la relacién sexual y 65, habian hecho uso del preservativo a menudo pero no
siempre. El consumo de alcohol y/o tabaco no fueron habitos frecuentes en el grupo de
estudio: 13 pacientes ingerian bebidas alcohdlicas ocasionalmente y 12 mujeres consumian

tabaco, sin llegar a ser fumadoras, ni adictas al alcohol. Estos datos aparecen resumidos en

la Tabla Il
Tabla Il. Motivo de consulta y habitos de riesgo para ITS.
Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo
N % N % N % P
Consulta por infertilidad primaria 51 79,0 25 49 26 49,1 0,70
Consulta por infertilidad secundaria 13 12,5 5 9,8 8 15,1 0,70
;::;‘;:fi::;;“fe“ié“ 40 385 | 21 412 | 19 358 | 070
L 7 e ® s | w s oo
Consume tabaco 12 11,8 8 16,3 4 7,5 0,22
Consume alcohol 13 12,6 5 10,0 8 15,1 0,56
Toma desinflamatorios 5 4,8 3 5,9 2 3,8 0,14
Toma antibidticos 2 1,9 2 3,9 0 0,0 0,14
Toma hormonales 8 7,7 6 11,8 2 3,8 0,14
Una sola pareja 67 64,4 28 54,9 39 73,6 0,05
Mas de dos parejas 37 35,6 23 45,1 14 26,4 0,05
Solo coito vaginal 86 82,7 42 82,4 44 83,0 0,88
Rel. sexual extravaginal 17 16,3 9 17,6 8 15,1 0,88
Nunca usa preservativo 36 35,6 21 42,0 15 29,4 0,22
A veces usa preservativo 65 64,4 29 58,0 36 70,6 0,22

ITS: Infeccidon de Transmisidn Sexual.
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El 67,4% de las mujeres seleccionadas para éste estudio se presentaron refiriendo una
infeccion genitourinaria activa, pero solo 4 recibian alguna medicacién en ese momento: 2
toman algun antiinflamatorio, 2 tomaban algun antibidtico y 4 estaban bajo algin
tratamiento hormonal (Tabla Il). Entre los antecedentes clinicos destacaron la presencia de
episodios reincidentes de inflamacidn vaginal en el 71,2% de las pacientes; uretritis en el
58,7%; en menor proporcidon (25,2%), irregularidad de los ciclos menstruales y sangrados
intermenstruales en un 13,5%. La prescripcidén de tratamientos previos para IGU fue referido
solo en 31 pacientes, que, en general, consistieron en la aplicacion tépica intravaginal de
antibidticos, principalmente antimicoticos; 18 habian sido tratadas con criocirugia por
ulceracidon cervical y 6 tenian histerectomia. Como parte de los procedimientos de estudio
de factores causales del fallo reproductivo, en nueve pacientes se practicd laparoscopia
pélvica exploratoria, con el hallazgo de endometriosis en 8 casos (7,7%) y de proceso
adherencial en una paciente. En nueve pacientes (8,7%) se demostré mediante
histerosalpingografia obstruccidn tubarica unilateral y bilateral en una paciente (Figura 9). La
prueba de STORCH no arrojo resultados anormales en las 11 pacientes a las que les fue

practicada (Tabla Ill).

Figura 9. Histerosalpingografias de dos pacientes de este estudio, con obstruccion tubdrica
unilateral en la imagen de la izquierda y bilateral en la de la derecha, en ésta ademas se
aprecian sinequias uterinas (flechas), como secuelas cicatriciales de la infecciéon uterina
cronica asociadas a subfertilidad.
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Tabla lll. Antecedentes ginecoldgicos clinicos y quirurgicos.

Infecciones vaginales
Infecciones urinarias
Infeccién por Chlamydia
Infeccién por Gonococo
Infeccién por VPH

Criocirugia de ulcera cervical
Ciclos irregulares

Sangrado intermenstrual
Obstruccion tubaria unilateral
Obstruccion tubaria bilateral
Endometriosis

Adherencias pélvicas
Histerectomia

STORCH

Pap.inflamacién leve/moderada
Pap.inflamaciéon/metaplasia

Pap. Displasia leve

Pap: Citologia de Papanicolaou.

Toda la Serie

N

74
61
25
1
46
18

%

71,2
58,7
24,0
1,0
44,2
17,6
25,2
13,5
8,7
1,0
7,7
1,0
5,8
10,7
32,0
26,5
7,1

VPH Positivo
N %

37 72,5
29 56,9
11 21,6
1 2,0
33 64,7
8 16,3
11 21,6
8 15,7
4 7,8
1 2,0
2 3,9
1 2,0
2 3,9
3 6,0
21 41,2
16 32,0
4 8,2

N

37
32
14
0
13

0 M O OO U O

12
21
3

VPH Negativo

%

69,8
60,4
26,4
0,0
24,5
18,9
28,8
11,3
9,4
0,0
11,3
0,0
7,5
15,1
23,1
21,2
6,1

0,83
0,84
0,65
0,50
0,0001
0,79
0,39
0,57
0,85
0,85
0,27
0,50
0,43
0,2
0,05
0,26
1,0

En los afios previos a este estudio, a 102 pacientes se les habia practicado citologias

cérvico-vaginales estudiadas por Pap. En 33 casos (32%), se informaron cambios de

inflamacién leve a moderada, en 27 pacientes (26,5%) metaplasia y 7 (6,9%) presentaron

“displasia leve”. El resto de los reportes de las citologias que les fueron practicadas no

reportaron cambios patoldgicos. En la Tabla lll y en la Figura 10 se ilustran cambios

citopaticos en las pacientes en la citologia en fresco y el Papanicolaou.
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Figura 10. A, B y C: Células epiteliales con inclusiones bacterianas, observacion citolégica en
fresco. En A tincidn con eosina Y. En B y C: Coilocitos, tincidon con rojo neutro. En D a G:
imagenes representativas de citologia con tincién de Papanicolaou en base liquida. La
presencia de bacterias intracelulares se indica con flechas.

Cuarentaiséis de las pacientes que se incluyeron en el estudio (44,2%) refirieron en la
entrevista clinica tener citologias practicadas con anterioridad que informaron la presencia
de metaplasia escamosa, y de “coilocitos” en la biopsia de cérvix, realizada ante el
diagndstico sugestivo de infeccion por “VPH” mediante colposcopia (Figura 11). El
antecedente de diagndstico de laboratorio de infecciéon por clamidia fue referido por 25

pacientes, solo una refirid infeccién gonocdcica previa.
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Figura 11. Paciente de 34 afios de edad con antecedente de 5 IlU y 3 FIV/ICSI. Fue referida
para atencion de IGU recurrentes y resistente a tratamientos, un aio después de haber sido
histerectomizada Colposcopia anormal (A), Coilocitos en una lesién CIN | (B), Lesion en
cupula vaginal (C). Los VPH 18, 35, 39, 51, 56, 66 y 74 se detectaron en la secrecién del fondo

de saco vaginal (D).

4.3.2 Antecedentes Reproductivos

En cuanto a tratamientos para la infertilidad, observamos que 53 pacientes habian
recibido algun tipo de procedimiento de reproduccién asistida, incluyendo bajo éste
concepto las inseminaciones intrauterinas y las técnicas fertilizacién in vitro e inyeccién
intracitoplasmica de espermatozoides. En 38 de esas 53 pacientes (71,7%), se realizaron
entre una a cinco inseminaciones intrauterinas (llU); en su mayoria (76,3%) se llevaron a
cabo dos o mas de estos procedimientos. La cifra total de inseminaciones intrauterinas que
se realizaron en el grupo de pacientes estudiadas fue de 81. En el 28,3%, que corresponde a
15 de las 53 pacientes con tratamientos de reproduccidn asistida, se realizaron fertilizacién

in vitro y/o ICSI en una o dos ocasiones. Ninguno de los 97 procedimientos de 1IU y FIV/ICSI
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que se habian llevado a cabo en total en las mujeres incluidas en esta investigacion, fue
exitoso para el logro de un embarazo a término. A pesar de que inicialmente se detectd
embarazo como resultado en 4 de los 97 procedimientos, la gestacién no prosiguié mas alla

de la sexta semana, resultando ser la tasa de éxito de 0% (Tabla IV).

Tabla IV. Tratamientos de reproduccidn asistida y pérdidas gestacionales.

Pacientes Subfértiles VPH Positivo VPH Negativo

N % N % N % P
Total con Tratamiento 53 100 31 58,49 22 41,5 0,48
Total con IIU 38 100 20 52,6 18 47,4 0,48
11U 9 23,7 3 15,0 6 33,3 0,26
221V 29 79,3 17 85,0 12 66,78
Casos con FIV/ICSI 15 100 11 73,3 4 26,7 | 0,002
Total/Pérdida gestacional 31 100 15 48,4 16 51,6 0,42
1 Aborto 12 38,7 6 40,0 6 37,5 0,75
22 Aborto 16 51,6 7 46,6 9 56,2
Con muerte fetal intrauterina 3 9,7 2 13,4 1 6,3

IIU: Inseminacién Intrauterina; FIV: Fertilizacidn In Vitro; ICSI: Inyeccidn Intracitoplasmica de
Espermatozoides.

Entre las complicaciones obstétricas, encontramos que de las pacientes estudiadas, 28
(27,5%) refirieron haber sufrido al menos una pérdida en el primer trimestre de la gestacion
(aborto temprano), como parte del problema de fertilidad. Doce de esas pacientes habian
tenido una sola pérdida gestacional y 16 tenian dos o mas interrupciones espontaneas del
embarazo: 6 mujeres dijeron haber tendido dos abortos previos, 9 refirieron tres abortos
consecutivos y una paciente presentd antes de llegar a nuestra consulta, 4 abortos. Otra
complicacién obstétrica grave encontrada en la muestra de mujeres que se incluyeron en
éste estudio, fueron 7 gestaciones con muerte fetal intrauterina: dos pacientes con 3 y otra

paciente con una (Tabla IV).
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4.3.3 Datos Clinicos y Exploracion Fisica

El 93% de las pacientes estudiadas refirieron la presencia simultanea de parametros
clinicos considerados indicativos de un proceso infeccioso genital y urinario activo. Destacd
la presencia de dolor pélvico, referido a ambas fosas iliacas o al hipogastrio, de intensidad
moderada a severa, que estuvo presente en el 69,9% de las mujeres incluidas en el presente

estudio.

En poco mas de la mitad de estas pacientes, el dolor aparecié en fase menstrual,
perimenstrual o periovulatoria y era constante a lo largo de casi todo el ciclo menstrual en
14,6% de las pacientes, que lo sefialaron como un sintoma predominante en su
padecimiento y lo diferenciaron de lo que identificaban como cdlico menstrual intenso o
muy intenso, que estuvo presente en el 24,6% de los casos. La Figura 12 y la Tabla V
presentan estos datos y algunas otras condiciones patoldgicas que las pacientes asociaron

con la infeccion.

Entre los sintomas de infeccidn urinaria el mas frecuente fue la disuria, presente en 53
de las pacientes (49,1%) que en su mayoria (36,5%).0tros sintomas urinarios como la
poliuria y la hematuria refirieron fueron poco observados. El 21,4% de las mujeres
presentaron poliuria en grado leve. Solo dos pacientes refirieron hematuria como parte del
cuadro clinico. La Figura 12 y la tabla V presentan los datos concentrados de estas

observaciones.
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Figura 12. Sintomas y signos de infeccién genitourinaria.



Resultados 55

Tabla V. Signos y sintomas de infeccidon genitourinaria.

Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo p
N % N % N %

Disuria ocasional 51 49,0 28 54,9 23 43,4 0,32
Disuria leve 38 36,5 21 41,2 17 32,1 0,57
Disuria moderada 12 11,5 6 11,8 36 11,3 0,57
Disuria severa 1 1,0 1 2,0 0 0,0 0,57
Hematuria 2 1,9 2 3,9 0 0,0 0,24
Poliuria 22 21,4 14 27,5 8 15,4 0,5
Vulvovaginitis leve 17 16,3 9 17,6 8 15,1 0,88
Vulvovaginitis moderada 18 17,3 9 17,6 9 17,0 0,88
Vulvovaginitis severa 13 12,5 5 9,8 8 15,1 0,88
Prurito vaginal leve 10 9,6 5 9,8 5 9,4 0,92
Prurito vaginal moderado 21 20,2 10 19,6 11 20,8 0,92
Prurito vaginal severo 12 11,5 7 13,7 5 9,4 0,92
Ardor vaginal leve 11 10,6 4 7,8 7 13,2 0,82
Ardor vaginal moderado 22 21,2 11 21,6 11 20,8 0,82
Ardor vaginal intenso 14 13,5 8 15,7 6 11,6 0,82
Dolor/inflamacién pélvica

- Leve 23 22,3 14 28,0 9 17,0 | 0,16

- Moderada 31 30,1 16 32,0 15 28,3 | 0,16

- Severa 18 17,5 10 20,0 8 15,1 0,16

- Perimenstrual 45 47,3 27 52,9 18 346 0,16

- Periovulatoria 11 10,7 7 13,7 4 7,7 0,09

- Constante 15 14,6 5 9,8 10 19,2 0,09

La presencia de leucorrea, con irritacidon vulvar (46,2%), con ardor vaginal (45,3%) y/o
con prurito vaginal (41,3%) fue un signo referido reiteradamente por todas las pacientes
durante la entrevista clinica, aunque muchas, bajo su percepcion subjetiva y sin un punto de

|II

referencia, lo consideraban “norma

En cuanto a las caracteristicas de la descarga transvaginal espontanea de secrecién

gue comentaron las pacientes, el 83,4%, la describian como un material semiliquido,
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mucoso, viscoso e incluso hiperviscoso, de color blanco (85,7%), amarillento (59,4%) o
cristalino ligeramente amarillento, que en algunos casos fue de apariencia filante (Figura 13);
éste ultimo dato fue referido por las pacientes coincidiendo con el periodo ovulatorio, en la
exploracion cervical, pero se observé también en la fase pre menstrual en 47,2% de los

Casos.

Figura 13. En la fila superior y media, cepillo citolégico con secreciéon tomada del conducto
cervical. En la primera fila se muestra la consistencia hiperviscosa o filante de una secrecién
semitransparente amarillenta y de aspecto hematico obtenida del conducto cervical. Las
imagenes de la fila media e inferior muestran el tipo de secrecion encontrada en la
endocervicitis y endometritis: un moco de color café claro a oscuro presente con mayor
frecuencia en el periodo perimenstrual (92,7%) y periovulatorio (51,9%).
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Mediante un interrogatorio intencionado se investigaron las caracteristicas
particulares del sangrado menstrual, que pudieran asociarse a la infeccion endometrial. De
ese modo, las pacientes reconocieron cambios menstruales que se establecieron

gradualmente a los largo de meses o anos y por ello no los consideraron como anormales.

El cambio mas frecuentemente referido por las pacientes fue respecto al color del
sangrado menstrual. El color original, rojo claro brillante, aiin era observado por 16,3% de las
pacientes, mientras habia cambiado a rojo oscuro, en el 23,9% de la mujeres y a color café

rojizo o marrén en el 20,7% de las pacientes.

Treinta y seis de las mujeres (39,1%) describieron su sangrado menstrual como
anormal, por ser de color café muy oscuro del que se desprende un olor desagradable,

presente en todos los dias del periodo menstrual (Figura 13).

La consistencia del sangrado menstrual seguia siendo fluida o semiliquida en 27
pacientes (22,6%) y densa con contenido de secrecion mucosa en 53 pacientes (54,1%); fue
referida como viscosa con abundante moco cristalino o blanco en el 18,4% de los casos,
llegando a ser en el 21,6% de las mujeres incluidas, de consistencia pastosa e incluso seca o

grumosa (Figura 14).
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Figura 14. Caracteristicas del sangrado menstrual: apariencias cualitativas.
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La presencia de formaciones densas semisdlidas denominadas por las pacientes como
“codgulos” fue una observacion referida por 72 de las pacientes; la presencia de coagulos
grandes en el sangrado menstrual fue mencionada por el 49,5% y en cantidad moderada a
abundante (45,9%). Aproximadamente el 23% de las pacientes, los describieron como
escasos y pequefos. El 37,5%, de las pacientes asociaron la presencia de coagulos grandes
con la presentacién de dolor tipo cdlico severo, para dos de ellas el célico menstrual era
incapacitante. Ademas del célico menstrual, 54 de las pacientes (55,1%), refirieron durante
la menstruacion y desde unos dias antes, distencion abdominal leve (14,3%), moderada
(25,5%) o severa (15,3%). La presencia de molestias vaginales durante el sangrado menstrual
fue parte de la sintomatologia referida por las pacientes en este estudio. El sangrado
menstrual provocaba ardor vaginal en 45 mujeres: de grado leve (10,2%), moderado (21,4%)
o intenso (14,3%); en 42 casos se presenté prurito vaginal leve (10,2%), moderado (20,1%) o
intenso (12,2%). El mismo numero de pacientes referia eritema o irritacion vulvovaginal

durante la menstruacién, en grado leve (17,3%), moderado (16,3%) o severo (12,2%).

Otro cambio de facil observacion fue la apariciéon de una descarga vaginal de color café
claro a oscuro, fluida o mucosa, de unas horas a varios dias de duracién que, a excepciéon de
las pacientes previamente histerectomizadas, era observado por la mayoria de las pacientes
de este estudio. La presentacion de este tipo de secrecidn en los dias previos o posteriores a
la menstruacién estuvo presente en el 63,3% de las pacientes y la descarga café durante la
menstruaciéon fue observada en 24,5% de ellas. Ademas el 47,4% referian una mucosidad
café de densidad variable, presente en el periodo periovulatorio. El 11,2% describieron
sangrado intermenstrual periovulatorio como parte de los sintomas presentes y 26,8%
mencionaron tener ciclos menstruales irregulares. La Figura 15 presenta algunas de éstas

observaciones.

Aunqgue no es uno de los objetivos de esta tesis, se observd en controles sucesivos
como parte del seguimiento del padecimiento, que el aspecto fisico del sangrado menstrual,
cambid en color a rojo claro brillante, consistencia fluida, volumen y duracién; en forma audn
mas notoria y consistente, la descarga transvaginal café clara, marrén o café oscura de
presentacion perimenstrual o periovulatoria, desaparecié por completo como parte de la

manifestacion de la IGU, después del tratamiento antibidtico. Estas observaciones
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confirmaron la asociacidén entre las caracteristicas del sangrado menstrual que las pacientes

describieron a su llegada a la consulta ya fuera por subfertilidad o IGU.

= Leve = Moderado
= Intenso/Severo Muy Intenso

18%

Distension abdominal

Cdlico menstrual

Flujo café periovulatorio

Flujo café menstrual

Flujo café peri-menstrual

O 20 40 60 80 100
(%)

Figura 15. Caracteristicas del sangrado menstrual: sintomas y signos asociados.

En 63 pacientes (68,5%) la superficie externa del cuello uterino era anormal,
presentando eritema leve en 18 casos (19,6%) y moderado a severo en 24 casos (26,1%);
también se observo erosion de la superficie epitelial leve (15 casos), moderada (9 casos) o
severa (un caso); ulceracion en 24 pacientes (26,4%) y en 13 (14,1%) la superficie externa del
cuello uterino presentaba sangrado espontdneo. Otros 13 casos presentaron abscesos
Unicos o multiples con didametro variable y 11 tenian lesiones quisticas, denominadas
habitualmente como Quistes de Naboth. En 9 casos (17,3%) se observaron pequefios
crecimientos granulares o papilares de 1 o 2 mm de didmetro que se consideraron

sugestivos de infeccién por VPH (Tabla VI y Figuras 16 y 19).
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Figura 16. Cervicitis crdnica hipertrofica con erosidn superficial. Se observan papulas, de 2 a
3 mm de didametro multiples eritematosas (*) y Quiste de Naboth (QN). En las paredes
vaginales se observan crecimientos papilares (fechas). La paciente de 34 afos, con
diagnéstico inicial de IGU por C. trachomatis y U. urealyticum en ambos cényuges, resultd
positiva en la prueba de VPH (genotipos 16 y 18). El motivo de su consulta fue infertilidad
primaria con antecedente de 8 IIU fallidas de causa no explicada.

Mediante la exploracién vaginal, se detectd posicidon excéntrica del cuello uterino con
lateralizacidn extrema o retroversoflexion del cuerpo uterino, confirmadas posteriormente
mediante estudio ecografico, en 29 casos de la serie de pacientes estudiadas y se encontro
hipertrofia cervical en 56 casos (63,6%), que se califico como de grado moderado a severo en
47 de ellos (53,4%). El didmetro del orificio del cuello uterino se encontré severamente

disminuido en 26 pacientes (28,3%) y, en cambio, era muy amplio y permanecia
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practicamente abierto en 11 casos (12%). En este sitio se observé con una frecuencia de
44,5%, la presencia de una cantidad moderada a abundante de moco denso viscoso que
permanecia adherido al tejido de revestimiento epitelial del drgano y que al retirarlo dejaba
ver el borde o anillo externo del conducto cervical eritematoso o con tejido de granulacion

creciendo desde el interior del conducto (ectropion).

Tabla VI. Datos de la exploracion del cérvix.

Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo
N % N % N %
Distopia Leve 21 21,9 10 21,3 11 22,4 | 0,89
Distopia moderada 7 7,3 3 6,4 4 8,2 0,89
Distopia severa 1 1,0 1 2,1 0 0,0 0,89
Hipertrofia Leve 9 9,6 5 10,4 4 8,7 0,78
Hipertrofia moderada 24 25,5 13 27,1 11 23,9 0,78
Hipertrofia severa 23 24,5 10 20,8 13 28,3 0,78
Superficie externa:
Anormal 63 64,3 30 61,2 33 67,3 | 0,44
Con eritema leve 18 19,6 8 17,0 10 22,2 0,84
Con eritema moderado 21 22,8 10 23,3 11 24,4 0,84
Con eritema severo 3 3,3 2 4,3 1 2,2 0,84
Con erosion leve 15 16,3 6 12,8 9 20,0 0,33
Con erosion moderada 9 9,8 3 6,4 6 13,3 0,33
Con erosion severa 1 1,1 1 2,1 0 0,0 0,33
Con ulceracion leve 21 23,1 21 23,1 123 26,3 0,2
Con ulceracion moderada 2 2,2 2 2,2 2 4,4 0,2
Con ulceracidon severa 1 1,1 1 1,1 1 2,2 0,2
Con sangrado leve 7 7,6 1 2,1 6 13,3 0,06
Con sangrado moderado 6 6,5 2 4,3 4 8,9 0,06
Con abscesos 5 5,4 2 4,3 5 11,1 0,28
Con quistes 11 11,9 5 10,7 6 15,3 | 0,63

Con mayor frecuencia esta secrecién endocervical era blanca, 39 casos (42,4%) o
amarillenta en 27 casos (21,3%), cristalina y opaca en 24 casos (26,1%), café en 11 casos

(12%) y verde amarillenta en 5 casos (5,4%). El conducto cervical se encontré ocluido en
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todo su trayecto en 15 casos (16,3%) sin permitir el paso del hisopo uretral cuyo didmetro es
de 2 mm. La estenosis y obstruccién parcial del canal cervical, observada en 37 casos (40,2%)
se acompand regularmente de sangrado al realizar el cepillado endocervical para la

exfoliacion epitelial, necesaria para la prueba de Chlamydia trachomatis.

En 73 casos se extrajo mucosidad contenida en el conducto cervical; en el 43,5% se
tratd de una cantidad moderada a abundante de mucosidad, con mayor frecuencia de

consistencia viscosa, (47,8%) o espesa, (26,1%). En menor proporcién, 17,4%, ésta secrecion

era fluida (Tablas VI y VIl y Figuras 17 y 18).

observado en una paciente con infertilidad primaria; tejido de granulacién en el OECU,
erosion de la SECU y sangrado del conducto cervical en las pacientes con IGU crdnica,
pérdidas gestacionales y fracaso en tratamientos de reproduccién asistida.

Figura 18. Leucorrea: secrecién vaginal blanca amarillenta, mucosa abundante referida en el
interrogatorio clinico y presente en la exploracién vaginal en un alto porcentaje de las
pacientes de éste estudio. En la imagen de la izquierda se aprecia la procedencia de la
mucosidad desde el conducto cervical. En la imagen de la derecha la secrecidn es cristalina 'y
la superficie externa del cuello uterino presenta inflamacion.
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Tabla VII. Datos del orificio externo y canal cervical.

Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo
N % N % N %
Orificio externo:
Normal 55 59,8 31 68,9 24 51,1 0,21
Muy abierto 11 12,0 4 8,9 7 14,9 | 0,21
Ocluido 26 28,3 10 22,2 16 340 | 0,21
Con secrecion:
Escasa 28 30,4 16 34,0 12 26,7 | 0,90
Moderada 21 22,8 10 21,3 11 244 | 0,90
Abundante 20 21,7 10 21,3 10 22,2 | 0,90
Cristalina 13 28,9 11 23,4 13 28,9 0,55
Verde amarillenta 5 5,4 3 6,4 2 4,4 0,68
Blanca amarillenta 27 21,3 10 21,3 17 37,8 0,8
Blanca 39 42,4 22 46,8 17 37,8 | 0,38
Café 7 14,9 7 14,9 4 8,9 0,37
Canal cervical:
Normal 40 43,5 21 46,7 19 404 | 0,73
Obstruido parcialmente 37 40,2 18 40,0 19 40,4 0,73
Obstruido por completo 15 16,3 6 13,3 9 19,1 0,73
Con secrecion:
escasa 33 35,9 15 32,6 18 39,1 0,83
Moderada 24 26,1 14 30,4 10 21,7 0,83
Abundante 16 17,4 8 17,4 8 17,4 | 0,83
De consistencia:
Liquida 16 17,4 6 13,0 10 21,7 | 0,41
Espesa 24 26,1 13 28,3 11 23,9 0,41

Viscosa 44 47,8 22 48,9 22 46,8 0,84
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Figura 19. Exploracion vaginal: caracteristicas del cuello uterino.

En lo referente a la cavidad vaginal, la exploracion realizada detecté: eritema en el

44,2%, erosion leve del fondo de saco vaginal en 5 casos, con sangrado ligero en 2 de ellos.

Las paredes vaginales se vieron inflamadas en el 28,8% de las pacientes la tabla VIIlI resume

los datos de estas observaciones.
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Tabla VIII. Datos de la exploracion fisica vaginal.

Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo
N % N % N %
Cupula vaginal:
Con dolor 65 64,4 33 67,3 32 61,5 | 0,76
Con inflamacién 53 52,5 26 53,1 27 51,9 1,0
Con sanrado 17 19,1 9 19,1 8 15,4 0,88
Con secrecion:
Escasa 52 51,5 25 51,0 27 51,9 0,83
Moderada 29 28,7 15 30,6 14 26,9 | 0,83
Abundante 17 16,8 17 16,8 10 19,2 | 0,83
Cristalina 26 25,7 16 32,7 10 19,2 0,12
Blanca 78 85,7 42 85,7 36 69,2 0,05
Amarilla 60 59,4 27 55,1 33 63,7 0,42
Verde 5 5,0 2 4,1 3 5,8 1,0
Café 25 25,0 11 22,9 14 269 | 0,64
Pared vaginal:
Con eritema 45 45,5 22 46,8 23 44,2 0,80
Con erosion 4 4,0 1 2,1 3 5,8 0,62
Con sangrado 5 51 3 6,4 2 3,8 0,66
Con inflamacién 30 30,3 15 31,9 15 28,8 0,91

En 19 casos (26,1%), se encontraron lesiones papilomatosas multiples, que se
muestran en las imagenes de la Figura 20. En una menor proporcion de pacientes se
observaron lesiones papilares o verrugosas Unicas (5,7%). Se identificaron formaciones
papilares en diversa cantidad, forma y tamafio en el introito vaginal de 4 de las pacientes, en
3 casos se observaron en los labios menores de la vulva, 2 pacientes presentaban estas
lesiones en los labios mayores de la vulva, uno de los casos presentaba las lesiones
papilomatosas multiples en la regidn perineal y otro caso mas en los pliegues anales. La
Tabla IX resume los resultados numéricos de las observaciones hechas en las pacientes con

respecto a lesiones presentes que sugerian presencia de VPH.
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Tabla IX. Presencia de lesiones papilomatosas.

Localizacién Toda la Serie VPH Positivo VPH Negativo p
N % N % N %

En paredes vaginales:

Unicas 12 11,9 9 18,8 3 57 | 0,11

Multiples 36 35,6 17 35,4 19 35,8 | 0,78
53;;:‘:‘:::;28 externa del 14 14,0 6 12,5 8 154 | 078
En el introito vaginal 7 6,9 3 6,2 4 7,5 1,0
En labios menores de la vulva 6 5,9 3 6,2 3 5,7 1,0
En labios mayores de la vulva 4 4,0 2 4,2 2 3,8 1,0
En region perineal 4 4,0 3 6,2 1 1,9 0,34
En pliegues anales 1 1,0 0 0,0 1 1,9 1,0

Figura 20. Formaciones papilares multiples observadas en el 35,6% de las pacientes de este
estudio. (A) En la pared vaginal; (B) Cérvix uterino hipertréfico inflamado y (C) sangrado del
conducto cervical; (D) papilomas o verrugas perianales.

4.4 RESULTADOS DEL GENOTIPADO DEL VPH

4.4.1 Distribucion de Diferentes Genotipos de VPH en las Pacientes

Como parte de la atencidn necesaria en este grupo de pacientes se decidid investigar

la presencia del VPH, ya fuera por la observacién de lesiones cervicales, vaginales, vulvares o

perianales, por observacién de coilocitos en los estudios citoldgicos en fresco, realizados
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para el monitoreo del tratamiento de las infecciones, o por persistencia o reincidencia de
sintomas vaginales o urinarios a pesar del tratamiento llevado a cabo y de la disminucién de
la carga bacteriana en las secreciones analizadas. Los resultados de las pruebas realizadas en
la Unidad de Diagndstico Molecular del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn se presentan en la Tabla X. Como de
describid al inicio de este capitulo, la identificacion de ADN del VPH fue detectada por la
prueba de PCR en 51 de las mujeres correspondiente al 49% [IC. 95%; 39,4-58.6] en las que
se realizo este estudio. En el resto de las pacientes (53 casos equivalente al 51%) no se pudo
demostrar la presencia de los genotipos de VPH investigados, mediante las técnicas

epmleadas (Figura 21).
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Figura 21. Pacientes con al menos un genotipo de VPH positivo. Las barras representan los
VPH de riesgo alto.

Los genotipos de mayor prevalencia fueron: el VPH 6 (19,2%), VPH 18, (12,5%), VPH 16
(11,5%), VPH 58 (7,2%), VPH 52 (6,7%), VPH 11 (6,7%), VPH 68 (7,5%). Con la misma
frecuencia de 4,8%, correspondiente a 4 casos, se encontraron los VPH de alto riesgo 31, 33,
y 68. Con menor frecuencia los VPH 51, 66 y 39, también de alto riesgo se identificaron cada
uno en muestras de exudado cérvico vaginal de tres pacientes (2,9%). La frecuencia de
aparicion del VPH 35, 45, 59 y genotipos de riesgo no definido: 71, 55, 61 y 81 fue del 1%.

(Figura 22 y Tabla X). De acuerdo a la disponibilidad de las sondas moleculares, algunos
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genotipos de VPH adicionales (81, 26, 56, 73, 82, 69,74, 70, 43, 44, 40 y 54) se estudiaron en
algunos pacientes. En ninguna de las muestras analizadas se encontraron estas variantes de
VPH. Sin embargo, ademas del VPH las muestras contenian otros gérmenes, como

corresponde al caso ilustrado en la figura 23.
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Figura 22. Distribucion de genotipos de VPH de alto y bajo riesgo.

Figura 23a. Cuerpos elementales fluorescentes en
una célula del ECV de una paciente con ICP; los
cultivos bacterianos fueron negativos.

Figura 23b. Electroforesis en gel de
agarosa para deteccion de C.
Trachomatis. L: Marcador de PM
(100 pb), 1: Control (-), 2: Control (+),
3-11: paciente sin infeccién, 12:
paciente infectada.
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Tabla X. Distribucion de genotipos del Virus del Papiloma Humano.

16
18
58
52
11
31
33
68
66
51
42
39
59
45
35
71
61
55
81

Riesgo

bajo
alto
alto
alto
alto
bajo
alto
alto
alto
alto
alto
bajo
alto
alto
alto
alto
bajo
bajo
bajo

bajo

104
103
104
72
98
104
87
72
67
67
98
66
69
69
73
73
70
69
63

Pacientes
%
100
99,0
100
69,2
94,2
100
83,7
69,2
64,4
64,4
94,2
63,5
66,3
66,3
69,2
69,2
67,3
66,3
60,6
1,0

P R R R R R R W N WwWw N

Positivo

%
19,2
11,6
12,5
11,1
7,1
6,7
5,7
6,9
7,5
4,5
3.1
3,0
4,3
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,6

4.4.2 Asociacion entre Genotipos de VPH de Alto y Bajo Riesgo

De los casos positivos, 40% presentaron solamente una variante genotipica del VPH y

en el 60% las pruebas moleculares identificaron 2 o mas genotipos. En este grupo de estudio

se observaron 67 diferentes combinaciones de las variantes genotipicas de VPH estudiadas.

De ellas 46,3%, (n=31) correspondieron a combinaciones de diversos genotipos de alto

riesgo: 4 pacientes fueron positivas a la vez para el VPH 16 y 18 y otras 4 pacientes los

fueron para el 16 y 58. Dos pacientes eran portadoras del VPH 16 y 33, otras 2 del 16 y 52 y

dos mas para los VPH 18 y 52.
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Otro nimero importante de casos, 44,8%, presentaron en el exudado cérvico vaginal
combinaciones de VPH que incluian al menos un genotipo de alto riesgo como se describe a
continuacion: en 8 casos estaban presentes el VPH 6 y el 18; en 4 casos el 52 y el 6; en 3
casos el 16 y el 6; en tres casos el 58 y el 6; en 2 casos el 39 y el 6; en 2 casos el 16y el 11.
Algunos ejemplos de estas asociaciones entre VPH de riesgo alto se ilustran en la Figuras 24

y 25.
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Figura 24. PCR Multiplex. Positivos para la banda VPH 18: banda de 475 pb y VPH 6: banda
de 184 pb. La combinacién de VPH 6 con VPH de alto riesgo se encontré en 50,9% de las
nuestras positivas para VPH en este trabajo.

Considerando la presentacién aislada de VPH de bajo riesgo observada en 6 pacientes
(20,5%) se estimo que el 79,5% del grupo con VPH tenia al momento de este estudio un
riesgo potencial para cancer cérvico uterino por VPH, por presentar al menos un genotipo de

VPH de alto riesgo.
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Figura 25. NUmero de casos con al menos dos genotipos de VPH encontrados en las
muestras de exudado cérvico vaginal de las pacientes incluidas en este estudio.

4.4.3 Coinfeccion por VPH y Bacterias en la IGU

La presencia de VPH se dio en asociacion con Chlamydia trachomatis aunque no de
forma significativa. Del total de 90 muestras que fueron positivas a la reaccion de
inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales contra C. trachomatis, en 46
casos se encontrd VPH (51,1%). Esos mismos 46 casos representaron el 90,2% dentro del

grupo VPH positivo (n=49). En el resto de los 44 exudados cérvico vaginales (51,1%), la
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prueba de PCR para VPH arroj6 un resultado negativo. Esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,39).

En 29 del total de 49 cultivos de ECV a partir de los que se logré aislar e identificar
Ureaplasma urealyticum se aisldo también ADN del VPH. Esa cifra dentro del grupo VPH
positivo representéd el 56,9% mientras que los 20 casos restantes con Ureaplasma
urealyticum formaron parte del grupo VPH negativo (37,7%). Es asi que la presencia de U.

urealyticum, se correlacioné con el VPH de forma estadisticamente significativa (p=0,05).

En los 37 casos con Mycoplasma hominis el 43,2% la prueba de VPH resultd positiva.
Dieciséis de ellos constituyeron el 31,4% del grupo VPH positivo y el resto correspondio al

37,7% del grupo VPH negativo, siendo esa diferencia no significativa (p=0,38).

De los casos en que mediante el cultivo general se aislé E. coli (21 de la serie
completa), 13 (25,5%) pertenecieron al grupo VPH positivo y 8 (15,1%) al grupo VPH
negativo (p=0,22). Para los 18 casos en que se encontrd C. albicans (17,3% del grupo
completo de pacientes) la proporcion dentro del grupo VPH positivo y VPH negativo fue la
misma. De igual forma no hubo diferencia estadisticamente significativa al comparar el
porcentaje de presencia de E. faecalis (11 casos), P. aeuruginosa (3 pacientes), Citrobacter
freundii (dos pacientes) y P. Mirabilis (una paciente) en los grupos VPH positivo y VPH

negativo.

En cambio la comparacion entre el grupo de pacientes positivos para VPH y negativos
definid el estado de la microbiota vaginal en relacidon negativa con la presencia del VPH. En
casi el 80% de las 104 pacientes estudiadas, la microbiota vaginal era nula o estaba
disminuida: en el 47,1% del grupo VPH positivo estaba ausente y en el 33,3% estaba
disminuida. Para esta diferencia, estadisticamente significativa, el valor de P fue de 0,03.

(Tabla XI).
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Tabla XI. Presencia de otros gérmenes y asociacion al VPH en pacientes infértiles.

Chlamydia trachomatis
Ureaplasma urealyticum
Mycoplasma hominis
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Candida albicans
Pseudomona aeruginosa
Proteus mirabilis
Citrobacter freundii
Microbiota

Nula

Escasa

Moderada

Abundante

4.4.4 Infeccion por VPH y Datos Clinicos Asociados

Toda la Serie

N
90
49
37
11
21
18

3

1

2

55
25
11
13

%
86,5
47,1
35,6
10,6
20,2
17,3

2,9
1,0
1,9

52,9
24,0
10,6
12,5

VPH Positivo
N %
46 90,2
29 56,9
16 31,4
8 15,7
13 25,5
9 17,6
1 2,0
0 0,0
2 3,9
24 47,1
17 33,3
7 13,7
3 5,9

N

10

VPH Negativo

%
83,0
37,7
31,6

5,7
15,1
17,0
3,8
1,9
0,0

58,5
15,1
7,5
18,9

0,39
0,05
0,38
0,09
0,22
1,0
1,0
1,0
0,24

0,03
0,03
0,03
0,03

Para cada uno de los parametros clinicos recabados del expediente clinico vy

antecedentes descritos en la primera parte de este capitulo se hizo un analisis comparativo

de sus frecuencias, entre el grupo con diagndstico positivo de VPH y el grupo de pacientes

para el que el resultado de la prueba de VPH resultd negativo.

Los resultados de la comparacién de las variables consideradas para este estudio,

contra el resultado positivo o negativo para la prueba de VPH (Tablas | a XI). Como se puede

observar, para la mayoria de las variables clinicas analizadas, ya fuera de signos, sintomas o

datos provenientes de la exploracién fisica, no hubo una diferencia estadistica en la

frecuencia de presentacion, entre los grupos VPH positivo y VPH negativo. Las diferencias

observadas entre grupos VPH positivo y VPH negativo fueron estadisticamente significativas

(p<0,05) para la presencia de signos y sintomas de infeccién genitourinaria activa en el

momento de realizar el muestreo de las secreciones cérvico-vaginales analizadas (p=0,01),
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Tabla Il; para el antecedente de dos o mas parejas sexuales previas (p=0,05), Tabla IlI; para el
antecedente de diagndstico de infeccidon por VPH, (p=0,0001) (Tabla IIl); para el diagndstico
de una o mas citologias que describia la presencia de proceso inflamatorio leve o moderado
de tipo inespecifico (p=0,05), Tabla Ill y para la presencia de secrecién mucoide densa de

color blanco en el fondo de saco vaginal (p=0,05). (Tabla VIII).
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Figura 26. Ejemplos de los resultados de pacientes de este estudio con infecciones
multimicrobianas.
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4.4.5 Asociacion entre la IGU, el VPH y la Pérdida Gestacional

Aunque el analisis estadistico de las variables estudiadas, no establece una asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia del VPH, de las 28 pacientes que refirieron
el antecedente de aborto, el 50% de ellas fueron positivas para el VPH 11; el 17,8% para el

VPH 68; el 14,2% para el VPH 52 y el mismo porcentaje, 10,7%, para los VPH 31, 16 y 18.

Dos pacientes con antecedente de aborto fueron positivas para 3 diferentes genotipos
de VPH. En una de ellas se traté de los VPH 61, 81 y 66 y en la otra paciente se encontraron

los VPH 6,11, y 58.

De las 10 pacientes con mayor numero de pérdidas gestacionales (3 o 4 abortos
consecutivos), 6 fueron positivas para VPH. En ese grupo de pacientes se aislaron los VPH 6,
61, y 71 de bajo riesgo y 51, 52, 66, 16, 18, 68 de alto riesgo. De los 4 casos negativos para
VPH de éste grupo de pacientes en dos se aplico la PCR Multiplex que detecta solo 7 u 8
virus; en una de ellas, el conyuge se realizd la prueba de PCR y resultdé portador de los VPH 6

y 18.

Pacientes con dos abortos tenian los VPH 6, 18 y pacientes con un solo aborto fueron
positivas para los VPH 6 y 11 de bajo riesgo y para los VPH 16, 18, 58, 68 51 de alto riesgo y

para el VPH 71 del que aun no se reconoce su riesgo carcinogénico.

En este mismo grupo se identificaron 4 casos de exudado cérvico vaginal sin evidencia
molecular de VPH, pero las parejas de esas mujeres eran portadores de los VPH 6 11, 16, 18,

31,35y 52.

Diez de las 28 pacientes con pérdida gestacional temprana, en la que no se pudo
demostrar la presencia de VPH en el exudado cérvico vaginal y en las que no se contd con
prueba de VPH en el cényuge, tenian pruebas microbioldgicas de exudados cérvico
vaginales, que demostraban la presencia de C. trachomatis, U. urealyticum, M. hominis, E.

coliy/o C. albicans.
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Tabla XIl. Asociacién entre el VPH y el aborto.

Ne N2 Genotipos Genotipo Presente Genotipos en el
de Caso Abortos Estudiados en la Paciente Cdnyuge

1 4 20 6,52

2 3 20 61, 66, 81

3 3 20 16 18

4 3 6 6 45

5 3 8 6

6 3 18 18, 68

7 3 7 Negativo 6, 18

8 3 20 Negativo

9 3 8 Negativo

10 3 20 Negativo

11 2 8 6, 18 6

12 2 8 Negativo 6

13 2 6 Negativo

14 2 20 Negativo

15 2 17 Negativo

16 2 20 Negativo

17 1 20 6,11, 18

18 1 20 16, 58

19 1 20 68,71

20 1 20 51

21 1 6 Negativo 18,51

22 1 8 Negativo

23 1 20 Negativo

24 1 20 Negativo

25 1 20 Negativo

26 1 20 Negativo

4.4.6 Asociacion entre la IGU, el VPH y Tratamientos de Reproduccion Asistida

Se pudo observar, que de las 53 pacientes tratadas por diversas técnicas de
reproduccion asistida el 58,49% fueron positivas en la prueba de PCR para VPH. Los

genotipos detectados fueron el 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 51, 52, 55, 58, 59, 66, 68 y 71;
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siendo los genotipos mas diagnosticados el VPH 6 (21,87%) y con las misma frecuencia, los

VPH 11y 18 (12,5%). La prevalencia fue de 6,25% para los VPH 16, 31, 52 y 58.

La tasa de éxito, definida como embarazo a término, de todos los procedimientos de
reproduccidn asistida fue del 0%. Sélo en tres casos la prueba de embarazo posterior al
procedimiento fue positiva, pero en ninguno de ellos el embarazo prosiguié mas alla de la

cuarta semana.

Como se menciond antes, considerando globalmente a la inseminacidn intrauterina y
la fertilizacion in vitro en combinacidn con la inyeccién intracitoplasmica de
espermatozoides, en este estudio no se logré establecer una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia del VPH y el resultado de los procedimientos de reproduccién
asistida (p=0,48). Sin embargo como puede apreciarse en los datos presentados en la Tabla
IV, el andlisis estadistico de los 15 casos con FIV/ICSI determind una mayor frecuencia de
estos procedimientos referidos como antecedente por las pacientes en los casos donde la

prueba de VPH fue positiva (p=0,002).

Ninguna de las ocho pacientes (22,22% del grupo con tratamientos previos de FIV),
lograron un embarazo; entre ellas, 87,5% fueron positivas para VPH: 26,6% para el VPH 6; el
20% para el VPH 11; el 13,3% para el VPH 18 y el mismo porcentaje de 6,6% para los
genotipos 16, 31, 35, 52, 58 y 66. Una de estas pacientes recibid 2 veces el tratamiento sin
obtener éxito, resultando ulteriormente positiva para VPH 6 y 11, que a su vez fueron los

genotipos mas prevalentes en este grupo de estudio.

El 19,44% (7 casos) de las pacientes habian sido tratadas con técnicas de reproduccién
asistida; de éstas 4 (57,14%) eran positivas para VPH: el 30% para el VPH 6; el 20% para el

VPH 18; y el mismo porcentaje, de 10%, para los genotipos 11, 31, 35, 52 y 58.

Dentro del subgrupo de estudio, con tratamiento previo de reproduccion asistida, la
prueba de embarazo fue positiva después del procedimiento en una sola paciente, aunque
sobrevino un aborto antes de la octava semana, destacando en ese caso que tanto en la
paciente como en su conyuge la determinacién de VPH por PCR fue positiva (genotipos 52 y

58).
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Todas las pacientes que habian sido tratadas con FIV/ICSI habian sido tratadas con
inseminacion artificial entre 1 y 5 ocasiones. Solo se habia conseguido el embarazo en uno
de esos procedimientos que correspondia a una paciente con resultado negativo para la
presencia del VPH; sin embargo el cdnyuge era positivo para los serotipos 18 y 51. Dentro de
este grupo de estudio, el 47,22% fueron positivas para los genotipos de VPH 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 51, 52, 55, 58, 59, 66, 68 y 71 En la Figura 27 se presentan ejemplos de los
resultados de la investigaciéon del VPH en algunos casos de este estudio. Como antes se
menciond el analisis estadistico hecho con el total de las 15 pacientes con antecedente de
tratamientos de FIV e ICSI que regularmente son procedimientos combinados, asocid

positivamente su falta de éxito a la presencia del VPH.

Tabla XIII. Asociacién entre VPH y el resultado de la reproduccion asistida.

Pacientes Tratadas = Mujeres Conyuge @ VPH(+)en | %de | VPH de Mayor

TRA N % VPH(+) % | VPH(+) % Ambos % Exito | Prevalencia %
6 21,87
nu 38 100 47,22 5,55 16,66 2,7 11 12,5
18 12,5
6 26,6
FIV 8 22,22 87,50 25,0 0 11 20,0
18 13,3
6 30,0
ICSI 7 19,44 57,19 28,57 14,28 18 20,0

TRA: Tratamiento de Reproduccién Asistida; IIU: Inseminacién Intrauterina; FIV: Fertilizacién In Vitro;
ICSI: Inyeccion Intracitoplasmica de Espermatozoides.

Solamente en 47 de las pacientes pudo ser evaluada la pareja para investigar la
presencia de VPH en secreciones genitales, liquido seminal y exfoliado uretral. En 17 casos
(41,46%) se detectd ADN del VPH y en 7 de ellos se identificaron de 3 a 6 variantes

genotipicas del virus.
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e [,

1. Ladder 50pb.

2. Mujer 42 afios ICP y aborto
recurrente: VPH +

3. Mujer 35 afos AR: VPH +

4. Mujer 40afios ICP: VPH -

5. Mujer 40 afios con ICS y aborto
temprano recurrente: VPH +

6. Conyuge del caso en carril 5:
VPH +

7. Mujer 34afios histerectomiza-
da, con ICP y FIV fallido: VPH +

8. Mujer 38afios con ICP: VPH +

9. Control Negativo

10. Control Positivo

A W N P

. Ladder 50pb
. Conyuge del caso en carril 3: VPH +
. Mujer 38 afios ICS: VPH +

. Mujer 38 afios ICP e IlU fallidas:
VPH+

. Mujer 32 afios ICP e 1IU fallidas:
VPH+

. Mujer 28 aiios con IGU post
tratamiento

. Control Negativo
. Control Positivo

1. Ladder 50pb

N

a b~ W

. Conyuge del caso en carril 4:
VPH+

. Mujer, 30 afios con IGU: VPH -

. Mujer 38 afios IGU/ ICS: VPH +
. Control Negativo

. Control Positivo

Figura 27. Identificacidon del ADN de VPH por PCR en muestras del exudado cérvico vaginal
de algunas de las pacientes de este estudio. Se indica el control de peso molecular de R-

globina (R).
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5. DISCUSION
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El diagnodstico y tratamiento de las infecciones genitourinarias es esencial en la
evaluacion y manejo inicial de parejas que sufren de infertilidad. Sin embargo, una gran
proporcion de los hombres con infecciones genitourinarias no presentan sintomatologia, no
aparecen alteraciones mayores en el seminograma, pero el liquido seminal y los
espermatozoides son portadores de gérmenes que se asientan posteriormente en el Utero
de la pareja. Las infecciones uterinas alteran el microambiente dptimo para la fecundacion e
implantacion embrionaria y con el tiempo ocasionan lesiones que inhabilitan al érgano para
cumplir su funcién reproductora. En relacién con las infecciones que se asocian a la
infertilidad, el aborto, el embarazo ectépico, la ruptura prematura de membranas, se

encuentran gérmenes que se transmiten por contagio sexual.

En la actualidad se reconoce que las enfermedades de transmision sexual (ETS)
representan un problema de salud importante a nivel mundial. Tratdndose de un grupo de
padecimientos de origen infeccioso y vinculado al estilo de vida, |la prevencién es una tarea
fundamental, sobre todo cuando se sabe que algunas de ellas tienen una asociacién causal

con enfermedades graves, como puede ser el desarrollo de neoplasias malignas.

Entre las ETS, las causadas por el Virus del Papiloma Humano han recibido mayor
atencién desde que hace décadas se comprobo la relacion causal directa entre la infeccidn
por el VPH y la aparicion del cancer cérvico uterino, son las de mayor prevalencia y su efecto
en la etiologia del cancer estd bien documentado. Hoy en dia se acepta que el cancer cervical
es una enfermedad de transmisidon sexual. Estos hechos tienen evidente repercusién en la
practica clinica y obligan a replantear el paradigma por el que se rige la prevencion del

cancer cervical (Gillison et al., 2014; Ghittoni et al., 2015).

La mayoria de las infecciones por VPH son asintomaticas y en su evolucion natural un
numero importante de mujeres jovenes se infecta en las edades de mayor actividad sexual;
por fortuna, la mayor parte de estas infecciones (del 90 al 95% de los casos) se resuelve de
forma espontanea y sin consecuencias. Sin embargo, se conoce que el VPH persiste después
de los 35 0 40 afios, en el 5% de las mujeres que se infectaron en la juventud, lo que implica
un riesgo mayor para el desarrollo del cancer cervical (Dunne & Park, 2013; Gillison et al.,

2014; Souho et al., 2015).
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A este grupo de edad pertenecen un elevado porcentaje de mujeres que buscan
atencién médica por infertilidad o subfertilidad y antecedentes de pérdida gestacional,
recurrente y tratamientos de reproduccion asistida que no han tenido éxito. Por lo que
consideramos importante conocer la presencia de VPH en pacientes que no tienen cancer

cervical, pero si el riesgo de padecer la infeccion viral.

En la muestra de pacientes que hemos estudiado en este trabajo, la edad promedio
correspondid a 32,616,6 afios, sin que se demostrara una relacién entre ese pardmetro y la
positividad a la prueba de VPH. Igualmente, en éste grupo de edad las infecciones en el
tracto genitourinario ocasionadas por Chlamydia trachomatis siguen siendo padecimientos
gue representan serios problemas de salud publica, a pesar de los grandes avances en las
tecnologias diagndsticas y en tratamientos médicos. Se requiere de mayores evidencias de
su impacto en la salud humana, sobre todo cuando C. trachomatis coexiste con otros

gérmenes dafiinos.

Del grupo de mujeres que estudiamos el 71,5% correspondia a parejas con infertilidad,
por factor infeccioso (59% primaria y 12,5% secundaria) mientras que el 28% acudieron
solicitando atencién por infeccién genital o urinaria aun teniendo antecedentes de

trastornos reproductivos.

En diferentes estudios que ha realizado nuestro grupo en parejas del norte de México
con infertilidad, aborto y fracaso en tratamientos de reproduccién asistida hemos detectado
constantemente la presencia de Chlamydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum asociados
al problema. Hemos descrito en pacientes de la consulta androldgica alteraciones seminales
como la bacteriospermia sin leucocitospermia, la fagocitospermia y el dafio estructural y
molecular asociado de los espermatozoides con niveles elevados de fragmentacion de la
cromatina espermatica, en las parejas de mujeres con aborto recurrente, fracaso de

inseminaciones y procedimientos de fertilizacion in vitro (Gallegos et al., 2008).

Después de haber confirmado que un porcentaje muy elevado de parejas del norte de
México con incapacidad de procrear presentan infecciones por Chlamydia trachomatis y
Ureaplasma urealyticum en los conductos y drganos de la via seminal en el hombre y del

endometrio en las mujeres (Gallegos et al., 2008; Gallegos-Avila et al., 2009; Chavez-Briones
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et al., 2013; Gallegos-Avila et al., 2013), nos hemos enfocado a la investigacién de los
aspectos clinicos y de patogenicidad asi como del manejo terapéutico integral de las
infecciones genitales internas integrando las patologias reproductivas del hombre y de Ila
mujer, en lo que hemos llamado “binomio gineco-androlégico del factor infeccioso de la
infertilidad (Gallegos-Avila et al., 2013). Sin embargo éste es el primer trabajo que llevamos

a cabo para analizar la importancia de la presencia de VPH en esta poblacién.

Un grupo de patologias que conducen a infertilidad de |la pareja esta relacionado con la
coexistencia de infecciones por Chlamydia trachomatis y otros gérmenes, entre ellos el Virus
del Papiloma Humano y, aunque recientemente algunos autores no han logrado comprobar
el efecto cooperador entre estos dos tipos de microorganismos en el desarrollo del
carcinoma de cuello uterino, se sigue indagando sobre ésta posible accién (Luostarinen et
al., 2004, Dunne & Park, 2013). Las re-infecciones por Chlamydia trachomatis son comunes y
pueden aumentar el riesgo de secuelas ginecoldgicas, obstétricas y reproductivas (Evans et
al., 2009; Bachir & Jarvi, 2014), pero ignoramos si bajo esta condicién el VPH sea también
persistente y en qué grado participe en los danos tisulares que subyacen en el fallo

reproductivo, el aborto espontdneo y la ruptura prematura de membranas fetales.

Los resultados de este estudio, realizado en 104 mujeres que se presentaron para
atencién médica de problemas reproductivos o infecciones genitourinarias recurrentes y
resistentes a tratamientos, y a quienes se les practicod estudios diagndsticos para deteccion
de VPH a partir del exudado cervicovaginal y de paredes vaginales, sefialan la presencia del
virus en 51 (49%) de las muestras, una de las cifras de mayor prevalencia reportadas en la
literatura, comparable con las reportadas en grupos con aborto espontaneo (Hermomat et
al., 1997; Gémez et al., 2008; Bennani et al., 2012). Sin embargo el diagndstico del VPH y de
gérmenes inespecificos, como Chlamydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum, puede
fallar si las muestras analizadas no son representativas de la region infectada del tracto

genital y de acuerdo al método diagndstico utilizado.

Una limitacion de nuestro estudio fue el nimero de sondas especificas para los
distintos VPH que se utilizaron a los largo de los 10 afios en que se estudiaron las pacientes,

en funcion de los cambios en la tecnologia que se fueron dando; sin embargo, esto ha
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sucedido en la mayoria de las publicaciones que encontramos en la bibliografia, de ahi que la
prevalencia de la infeccion dependa no solo del grupo de estudio, sino del tipo de muestra
analizada y de los virus que se hayan podido rastrear. De acuerdo a los datos que obtuvimos
en esta poblacion del norte de México, los genotipos mas frecuentes fueron el VPH 6
(19,2%), el VPH 16 (11,5%), el VPH 18 (12,5%), el VPH 52 (7,2%) y con el mismo porcentaje
(6,7%) los VPH 58 y 11.

Para la interpretacion de los resultados de esta tesis debera tenerse también en
cuenta, que se parte de diagndsticos hechos a lo largo de la atencidn recibida por las
pacientes y que para esto se incluyd el uso de antibidticos para los gérmenes diagnosticados
a la llegada de las pacientes a la consulta. Los mas frecuentes correspondian a Chlamydia
trachomatis, 86,5%, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis, sumando entre éstas
dos bacterias, el 82,7%. Los tratamientos previos a la aplicacion de pruebas diagndsticas
para VPH pudieron modificar los resultados de la asociacion entre el virus en cuestion y el

resto de gérmenes en estas pacientes que al final padecian infecciones multimicrobianas.

Puesto que las lesiones que afectan a la capacidad reproductiva en la mujer suceden
como consecuencia de procesos inflamatorios por infeccion cronica de los drganos genitales
internos, tendriamos que considerar a priori que la probabilidad de que fueran causadas por
un solo germen deberia ser minima. Tal y como observamos en las pacientes seleccionadas
para este trabajo, diferentes autores también han demostrado la existencia de infecciones
multimicrobianas, en patologias asociadas a la infertilidad, en relacién con alteraciones de la
microbiota vaginal (Cohen et al., 2002; Sweet & Gibbs, 2002; Simms et al., 2003; Hebb et al.,
2004; Sharma et al., 2014).

Bajo condiciones fisioldgicas, la llegada de gérmenes patdgenos al Utero y cavidad
pélvica se ve impedida por la fuerte barrera que representa la presencia de lactobacilos en
armonia con el epitelio vaginal (Verstraelen et al., 2010; Shipitsyna et al., 2013), aunque este
equilibrio puede verse afectado por la llegada de moléculas de inflamacién vy

microorganismos del semen en la relacidn sexual (Borovkova et al., 2011).

Diversos estudios han relacionado los desequilibrios de la microbiota vaginal y la

disminucion de la concentracion de lactobacilos, caracteristica de la vaginosis bacteriana,
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con el mayor riesgo de contraer gérmenes de transmision sexual y de padecer inflamacién
pélvica y complicaciones obstétricas y reproductivas (Wiesenfeld et al., 2003; Ness et al.,
2005; Spear et al., 2007; Cherpes et al. 2008; Hillier et al., 2008). Nuestros resultados
concuerdan con los de estos autores, al haber encontrado cambios de la microbiota vaginal
en relacioén inversa con la presencia de VPH (p = 0,03) y pudiéramos considerar que en algun
momento de la enfermedad permitieron la llegada de los gérmenes presentes en el exudado

cervicovaginal a la cavidad uterina, al oviducto y a la cavidad pélvica.

Chlamydia trachomatis fue el germen encontrado con mayor frecuencia en las mujeres
de este estudio (86,5%), presentandose por igual en los casos VPH positivos y VPH negativos.
Habra que considerar en este punto que siendo éste un estudio observacional y descriptivo,
la aplicacion de una prueba molecular para la deteccion de ADN del VPH se hizo Unicamente
cuando se observaron lesiones en el cérvix uterino o en las paredes vaginales, y la
observacion de coilocitos en un estudio citoldgico en fresco (no en el Papanicolaou),
compatibles con la infeccién por el VPH. Otro motivo para la realizacion del estudio de
deteccidon del VPH fue la reaparicion de algunos sintomas de vaginitis que ya no tenian una
explicacion clara ante la disminucidon de la carga bacteriana consecuente al tratamiento

seguido de acuerdo al diagndstico microbioldgico inicial.

En cambio la presencia de Ureaplasma urealyticum, en 29 de las 51 muestras de
exudado cervicovaginal, se encontré asociada con la presencia de VPH, mientras que los 22
casos restantes de muestras con Ureaplasma urealyticum fueron negativos en la prueba de
PCR para ADN del VPH. Esta asociacion fue estadisticamente significativa (p=0,05).
Consideramos que esta observacidn es de suma importancia ya que algunos autores han
reportado la asociacion de VPH con especies de mycoplasmas y ureaplasmas en mujeres con
citologia cervical anormal y lesiones intraepiteliales de alto grado (Lukic et al., 2006; Biernat-
Sudolska et al., 2011). En estudios que hemos realizado previamente, observamos una
asociacidon constante entre Ureaplasma urealyticum y Chlamydia trachomatis en infecciones
genitales internas de parejas con dificultad para la procreacion, observando la existencia de
la infeccion desde varios afios atrds y su persistencia por 6 o mas meses de tratamiento

(Gallegos-Avila et al., 2009; Gallegos Avila et al., 2011b; Chavez-Briones et al., 2013).
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En nuestra experiencia clinica en el estudio de mujeres con infeccidon genital interna
cronica con participaciéon de Ureaplasma urealyticum, es frecuente que en las primeras
muestras de exudado cervicovaginal la bacteria no forme parte de los gérmenes detectados
en los cultivos con medios especificos para su aislamiento e identificacién. El germen que
encontramos con mas frecuencia, al inicio de la evaluacidn de las parejas que acuden por
infertilidad ha sido Chlamydia trachomatis tanto en exfoliado de la uretra masculina como
en el del cérvix uterino; en cambio en el andlisis del liquido seminal de las parejas, junto a la
Chlamydia trachomatis, encontramos Ureaplasma urealyticum un porcentaje muy elevado

de los casos (95%), y en un porcentaje menor, el Mycoplasma hominis (datos no publicados).

Diversos autores han referido que los espermatozoides son vehiculo de transporte de
bacterias seminales, como Ureaplasma urealyticum y la Chlamydia trachomatis, que se
internalizan en los érganos genitales de la mujer al momento de la relacion sexual (Keane et
al., 2000; Gdoura et al., 2008). Lo mismo pudiera suceder con el VPH, ya que se ha
confirmado que se adhiere a la cabeza espermatozoide (Perez-Andino et al., 2009; Foresta et

al., 2010).

Como consecuencia a la infeccidn intrauterina se producen secreciones infectadas que
se mantienen todo el tiempo en contacto con el anillo cervical interno y el conducto cervical.
La inflamacion crénica, producida a ese nivel ocasiona una fibrosis y estrechamiento gradual
que llega a ser severo (Gongalves et al., 2002). Varios de los signos y sintomas de infeccidn
genital interna dependen de estas lesiones. Un ejemplo es el dolor menstrual intenso, que se
despierta para vencer el obstaculo que representa el cierre del anillo cervical interno y la
minima expulsion de las secreciones acumuladas en la luz de la cavidad uterina, procedentes
de las glandulas endometriales infectadas, que se incrementan sobre todo en la fase

secretoria. Es asi que las pacientes presentan mayor leucorrea en el periodo premenstrual.

En la exploracidn de las pacientes que estudiamos para esta tesis, 56,5% presentaban
estenosis del conducto cervical y 55,4% referian dolor menstrual moderado a muy intenso;
44,5% presentaron secrecion moderada a abundante, saliendo por el orificio cervical,

mientras que 30,4% tenian, al momento de la exploracién vaginal, solo escasa secrecion, lo
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que coincide en forma aproximada con el 28,3% que tenian ocluido el orificio cervical

externo.

A pesar de que entre las causas de infertilidad en la mujer se reconoce clasicamente un
“factor uterino”, el examen histopatoldgico de la biopsia endometrial no esta contemplado
dentro de los protocolos para estudio de la infertilidad, ni para la seleccidon de pacientes para
tratamientos de reproduccion asistida, pero si se realiza cuando hay irregularidades en la
menstruacién en cuanto a la frecuencia y cantidad del sangrado (menorragia, metrorragia,
polimenorrea y polimenorragia); en esos casos la biopsia de endometrio demuestra
alteraciones tisulares, como hiperplasia endometrial, endometritis cronica no especifica,
pdlipos endometriales, endometrio con disociacién de la maduracién, endometrio atréfico,
metaplasia escamosa vy, en algunos casos, neoplasias (Muzaffar et al., 2005; Khare et al.,

2012).

El propdsito de este trabajo no incluyd analizar los cambios evolutivos de las lesiones
ni los tratamientos implementados. Sin embargo, consideramos importante aclarar que los
cultivos en medios selectivos para Ureaplasma urealyticum fueron positivos una vez que un
programa tratamiento médico disefiado ex profeso, con agentes multienzimaticos y
mucoliticos y exfoliantes epiteliales, ademds de los antibidticos especificos, logré
permeabilizar, aunque no fuera en su totalidad, el conducto cervical (Gallegos-Avila et al.,
2013). La constante expulsion de ureaplasmas, a lo largo de 6 o0 mas meses de tratamiento
se asocia a la persistencia del germen en el estroma endometrial (Chavez-Briones et al.,
2013). Descartando nuevos contagios y considerando que el tropismo del VPH no es
exclusivo de los epitelios estratificados mucosos o queratinizados sino que también infecta
epitelio glandulares (Anciaux et al., 1997; Ault, 2006) es posible que este tiempo sea
necesario para que el VPH aparezca en las secreciones cervicales o de las paredes vaginales y
ocasione nuevas molestias en las pacientes ademads de lesiones sospechosas de la infeccidn

viral.

Esta pudiera ser la explicacion de que en este estudio encontremos una asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia del VPH y el Ureaplasma urealyticum,

(p=0,05). La asociacion del VPH con Chlamydia trachomatis podria haber estado influida por



Discusion 88

esta misma circunstancia. En un estudio clinico controlado pudiera programarse un rastreo
uniformizando de algunas variables para estos gérmenes, los signos y sintomas asociados y

la evolucion bajo tratamiento.

Independientemente de que el VPH estuviera presente desde el inicio de la infeccion
por Ureaplasma urealyticum y Chlamydia trachomatis, o que se agregara en el curso de la
atencién de la paciente, esta combinacion de gérmenes puede ser de suma importancia
como factor de riesgo para el desarrollo de cdncer genital, tomando en cuenta las multiples
publicaciones en las que se describe la asociacién VPH/Chlamydia trachomatis como
condicidon que incrementa el riesgo de cancer del cuello uterino (Mufoz et al., 2006; de

Lucena Oliveira et al., 2008; Paba et al., 2008).

Se ha afirmado que la oncogénesis mediada por Mycoplasma, tiene un largo tiempo de
latencia y requiere una cronicidad de la infeccién. Dos décadas atrds, Tsai et al, refirieron el
potencial oncogénico de la especie Mycoplasma, en la que entonces estaba incluido el
Ureaplasma urealyticum, cuando la infeccion era persistente y originaba transformacion
celular maligna (Tsai et al., 1995). En épocas mas recientes, estudios experimentales han
confirmado la induccién de alteraciones en la expresién génica en células prostaticas y

cervicales que llevan a transformacion maligna (Zhang et al., 2000; Zhang et al., 2006).

Estudios epidemioldgicos han sefialado como factores de riesgo para padecer una ETS
ser una persona soltera sexualmente activa, tener multiples compaferos sexuales, usar
anticonceptivos orales o dispositivos intrauterinos, tener historia previa de ETS y padecer
sintomas como flujo y dolor abdominal vago (Cates, 1991; Faro, 1991; Kihlstrom &

Danielsson, 1994).

Como planteamos en la introduccién de éste trabajo los factores de riesgo para
adquisicion y transmision del VPH son en su mayoria comunes a las de otras infecciones de
transmisidn sexual, por lo que habrd una amplia posibilidad de que varios de estos gérmenes
coexistan, por tiempo prolongado, en los érganos afectados. Dependiendo del tipo de
gérmenes implicados podra haber o no una coincidencia de mayor importancia para la salud

reproductiva y el riesgo de cancer.
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En la tabla XIV se resume la influencia de los factores de riesgo para VPH, en poblacién
mexicana, entre los cuales incluyd la presencia de otra ITS concomitante (Carreras-Collado

et al., 2007).

Tabla XIV. Factores de riesgo para adquisicion y transmisién del VPH.

Modula la probabilidad de Modula la probabilidad de
exposicion del VPH transmision del VPH

Infectividad/ Susceptibilidad

duracion

Iniciacién sexual temprana

Mayor numero de parejas

*
*
Similitud o diferencia entre
individuosy sus parejas '/"
Nueva pareja ...
*
*
*

Parejas concurrentes/ parejas
distintasa la habitual

Intervalo de tiempo breve entre
parejas

Infeccion concomitante con
otra ITS

Carreras RC. Virus del Papiloma y Cancer. Ed. Panamericana, 2008.

De acuerdo a nuestros resultados, la presencia de VPH en el exudado cervicovaginal
fue mas frecuente en funcién del numero de parejas sexuales (p=0,05). Ya fuera que las
pacientes estudiadas hubieran acudido por infertilidad o por infeccién genitourinaria activa,
C. trachomatis fue la bacteria mas frecuente (86,5%), bacteria considerada como la mas
frecuente entre la de transmision sexual. Aunque su presencia se observd por igual en los
casos en que se pudo comprobar positividad a la PCR para VPH el efecto cooperador entre

estos dos gérmenes ha sido referido reiteradamente por diversos autores.

En el grupo de pacientes estudiadas, 67 refirieron como antecedente de su atencién
ginecolégica en afos anteriores, la realizacién de citologias por el método de PAP
interpretadas por los citopatélogos como con “proceso inflamatorio inespecifico” 33 casos,
con “cambios de metaplasia” en 27 casos y “con displasia” en 7 pacientes. El antecedente de

“cambios inflamatorios inespecificos” también referidos en algunos de los informes de los
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patélogos como “Papanicolaou clase II”, fueron mas frecuentes en el grupo VPH. Ninguno de

estos datos tuvo una asociacién con el diagndstico de VPH.

En las mujeres que refirieron el antecedente de haber padecido infeccién por VPH
tiempo atras, se detectd el ADN del VPH con mayor frecuencia que en aquéllas que no
refirieron ese antecedente (p=0,0001). No se observo lo mismo con respecto al antecedente
de haber padecido previamente a su atencidén por infertilidad, infeccion por Chlamydia
trachomatis, ya que solamente 25 pacientes confirmaron este dato, 21,6% de las mujeres
con VPH positivo y 26,4% de las negativas en la prueba de PCR para VPH. Este dato debe
interpretarse con reserva ya que la asociacion de VPH y Chlamydia trachomatis, ha sido

reportada por diversos autores (Samoff et al., 2005; Silins et al., 2005).

Sin que hubiera una asociacion con la presencia de VPH, los resultados de este estudio
indican que Escherichia coli y Cdndida albicans estuvieron presentes en las secreciones
cérvico-vaginales de la muestra de pacientes estudiadas, tal como se ha informado en otros
trabajos (Liu et al., 2003; Borovkova et al., 2011). Sin embargo, el porcentaje de casos en los
gue fue detectada Cdndida albicans (17,3%) fue mucho menor que el 40% que se ha referido
en poblacién de mujeres que acuden a centros de primer nivel de atencidon con candidiasis
vulvovaginal. Esta entidad es considerada una de las enfermedades infecciosas de mayor
prevalencia a nivel de la vagina; se estima que el 75% de la mujeres tendran al menos un
episodio de candidiasis vulvovaginal en su vida, principalmente entre los 20 y 40 afios de
edad y el 5% de las mujeres tienen candidiasis vulvovaginal recurrente, con 4 o mas

episodios al afio (Eckert & Lentz, 2007; Ilkit & Guzel, 2011; Bradford et al., 2013).

En congruencia con la baja prevalencia con la que se aislé C. albicans, los signos y
sintomas caracteristicos de la candidiasis vulvovaginal, prurito y ardor vaginal severo, se
presentaron con poca frecuencia (11,5% y 13,5% respectivamente) en las mujeres que
estudiamos, que como antes aclaramos habian avanzado ya, en el tratamientos de las
infeccion genitourinaria. En cambio la presencia de infeccion vaginal inespecifica y de
uretritis reincidentes fue referido como antecedente al inicio de la atencidn solicitada, por
un alto porcentaje de las mujeres (71,2% y 58,7% respectivamente), aunque éste dato no

tuvo asociacion con la presencia de VPH en el exudado cervicovaginal.
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Es frecuente que en la consulta de infertilidad se presente un alto porcentaje de
mujeres que presentan antecedentes de episodios agudos de EPI, de infecciones

endometriales crénicas, subclinicas y de cérvico-vaginitis recurrente.

AuUn sin un diagndstico microbioldgico, la mayoria de estas pacientes refirieron como
antecedente haber sido tratadas con antimicdticos tdpicos cuando llegaron a presentar
signos y sintomas de vaginitis. En 18 casos con antecedente de ulceracion del exocérvix
fueron tratadas mediante criocirugia y en 6 pacientes con antecedente de infecciones
recurrentes y resistentes a los tratamientos médicos previos fallidos se llegd a la
histerectomia por lesiones asociadas a infeccidn persistente. En los casos de las mujeres
seleccionadas para este estudio, el sintoma predominante fue el dolor pélvico, presente en
el 69,9% de ellas y referido como de grado moderado a severo por el 47,6%. La distencién
abdominal acompafiante, su presentacion mayormente perimenstrual y la disminucidn
importante o desaparicion total del dolor después de tratamiento antibacteriano y agentes
multienzimaticos como tratamientos de apoyo (Gallegos-Avila et al., 2013) permiten
interpretarlo como parte de la infeccidn pélvica que padecian las pacientes. Sin embargo al
analizar si la EPI era mas frecuente en el grupo con VPH que en el grupo en el que no se

encontré ADN para VPH, no encontramos diferencias significativas.

La Enfermedad Pélvica Inflamatoria puede comprender lesiones agudas o crénicas del
utero, trompas de Falopio y estructuras pélvicas adyacentes. Se ha comprobado que existe
una alta incidencia de infertilidad ocasionada por factor tubdarico en mujeres que no han
cursado con sintomatologia de inflamacién pélvica (Sweet & Gibbs, 2002; Hebb et al., 2004);
en el presente estudio 9,8% de las pacientes tenian obstruccion tubarica unilateral o
bilateral y en un porcentaje igual se diagnosticd la presencia de adherencias pélvicas y
endometriosis mediante laparoscopia exploratoria. Si bien la presencia de estas patologias
presentes comunmente en la EPI no tuvieron ninguna asociacién con la ausencia o presencia

de VPH en este estudio, pudieron ser consecutivas a la infeccion por Chlamydia trachomatis.

Varios estudios cientificos han demostrado una fuerte asociacion entre la infertilidad
ocasionada por factor tubdrico y las infecciones previas por bacterias de comportamiento

bioldgico atipico, como Chlamydia trachomatis, sin que se haya presentado sintomatologia
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clinica aparente que indique inflamacion pélvica y a pesar de que sean administrados
algunos agentes terapéuticos (Wiesenfeld et al., 2002; Kodaman et al., 2004; Svenstrup et
al., 2008; Wiesenfeld et al., 2012). Aunque sutil y vago, el cuadro clinico observado en esas

pacientes corresponde al descrito clasicamente para la infeccidn genitourinaria.

En la presente Tesis las pacientes presentaron signos y sintomas en asociacién
sindromica: uretritis (51%), vulvovaginitis (48%), cervicitis crénica hipertrofica (56%), con

lesiones de la superficie externa del cuello uterino (63%) y de tipo mucopurulenta (75%).

La leucorrea, manifestaciéon regularmente asociada a la vulvovaginitis, fue referida
como evidente en poco mas del 40% de las mujeres que estudiamos, aunque
frecuentemente era considerada por ellas como “normal”. Sin embargo en la exploracién
vaginal cerca del 75% presentaban secrecion densa, mucosa, de color blanco o blanco
amarillento (63,7%) o de color café claro a café obscuro (14,9%) que las pacientes no

reconocian haber visto salir en forma espontanea.

En un estudio previo a esta tesis, sobre la histopatologia de biopsias de mujeres con
infertilidad o abortos tempranos, se describe la presencia de Chlamydia trachomatis y
bacterias con pleomorfismo y dimensiones caracteristicas del Ureaplasma urealyticum en
asociacidon con datos clinicos caracteristicos de la endometritis cronica o subaguda (Chavez-
Briones et al., 2013), que también encontramos en las pacientes que se seleccionaron para
este estudio. Cuando tratamos de analizar si esta sintomatologia diferia en algo,
comparando casos con y sin VPH en el exudado cervicovaginal, no se encontraron
diferencias entre ambos grupos, a excepcién de la presencia de secrecion mucoide blanca
presente en el fondo de saco vaginal, que de acuerdo al analisis estadistico realizado, resulté

estar asociada a la presencia de VPH con un valor de p=0,05.

Pocos estudios han descrito cambios menstruales asociados a la infeccion por VPH,
pero recientemente, en una investigacidon de pacientes con citologias anormales y positivas
para VPH 16 y/o 18, que acudian a la revision ginecoldgica de rutina, con multiparidad,
infecciones vaginales cronicas, sangrado postcoital, ademdas de sangrado transvaginal en
mujeres post menopdusicas, se encontrd una asociacion entre la positividad al VPH con

irregularidades de los ciclos menstruales, una menor duracion del sangrado menstrual, la
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presencia de infeccion vaginal y la observacién de un cérvix anormal datos clinicos

ginecoldgicos (Elkharashy et al., 2013).

En éste estudio la disminucién de la cantidad y duracién del sangrado menstrual,
definida como oligomenorrea, se considerd evidencia clinica de endometritis crénica al igual
que los cambios de color y densidad o viscosidad del fluido menstrual, siendo Ia
menstruaciéon mas anormal, de color café marrén, café muy oscura o casi negra (39,1%),
muy densa, con moco viscoso (18,4%), y en ocasiones casi solida, grumosa o pastosa (21,6%)
y de olor fétido. Conociendo que la sangre menstrual no coagula por no contener todos los
factores de la coagulacién, la presencia de coagulos que fue referida por el 73,9% de las
pacientes, se consideréd anormal y pudiera asociarse con hipersecrecién mucosa de las
glandulas endometriales infectadas. La expulsion de “codgulos” grandes, referida por 48,9%
de la mujeres, se acompaiié en aproximadamente la mitad de las pacientes de distensién

pélvica y en 37,5% de dolor pélvico severo e incapacitante.

El sangrado normal, del color rojo claro brillante estaba presente solo en el 16,3% de
las pacientes y la consistencia fluida, sin moco notable, solo era observada en el 22,6% de las
mujeres de este estudio. Resulta sorprendente que aspectos basicos de las caracteristicas
normales de un fluido corporal como es la descarga transvaginal de sangre procedente del
despeno endometrial no se haya caracterizado fisicamente y que las mujeres no tengan
informacién de los cambios que pueden observarse cuando existe una infeccion intrauterina.
Solo muy recientemente podemos encontrar estudios que se dirigen a analizar el sangrado
menstrual. Algunos de ellos se han centrado en el contenido de leucocitos, células
inmunocompetentes y su caracterizacion comparandolo con el fenotipo linfocitario de la
sangre periférica (Salamonsen & Lathbury, 2000; Sabbaj et al., 2011; Van der Molen et al.,
2014) pero no hemos encontrado informacidn que caracterice los cambios en aspectos

cualitativos del sangrado menstrual en la endometritis crdnica.

Sin que observaramos una asociacién con el VPH, los datos que en este trabajo se
refieren a este aspecto son muy consistentes en la descripcion del sangrado menstrual en su
densidad y color, no solo en la cantidad, como podria ser considerado de acuerdo al término

oligomenorrea, usualmente en asociacion a la endometritis.
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Nos parece importante sefialar, tomando como referencia nuestros resultados, que la
presentacion previa o posterior al sangrado menstrual de una descarga de material de color
café claro, rojizo u oscuro, cuya consistencia varia de mucoide a pastosa o grumosa, es un

indicador de la endometritis severa y crénica.

Mientras que los signos y sintomas de la infeccidn genital interna por VPH son poco
especificos y en el grupo que estudiamos pudieran resultar de la suma de acciones lesivas de
los multiples gérmenes presentes, las lesiones cutdneas o de la mucosa vaginal son de
percepcion mas facil y caracteristica. Concordando con las descripciones de Dunne (Dunne &
Park, 2013) en 22 de las pacientes de este estudio, la presencia de verrugas anogenitales se
manifestd en forma de pequenas papulas lisas y aplanadas o pedunculadas. En 52 mujeres
de nuestro estudio aparecieron lesiones de superficie rugosa, de color rosa o blanco, y

consistencia blanda, principalmente en la mucosa de las paredes vaginales.

En la mayoria de los estudios revisados en este trabajo, en los que se intentd
relacionar la presencia de VPH en parejas que presentan problemas en su funcién
reproductiva, fracaso de la fertilizacidn in vitro y abortos espontaneos, no se hace referencia
a la coexistencia del VPH con otros gérmenes, como causantes de las alteraciones
citoldgicas, lesiones cervicales o deciduitis (McLaren et al., 1999; Goldenberg et al., 2000;
Hernandez-Girdén et al., 2005; Van Hamont et al., 2006; Wang et al., 2008; Perino et al.,
2011; Skoczynski et al., 2011; Cho et al., 2013).

En este estudio, 53 de las 78 pacientes que acudieron por infertilidad con factor causal
infeccioso, habian recibido tratamientos previos de reproduccién asistida, incluyendo 38 que
habian sido tratadas con inseminaciones intrauterinas y 15 con FIV/ICSI. Unicamente 4
mujeres lograron un embarazo por alguno de estos procedimientos, y en ninguna de ellas el
embarazo prosiguid mas alld de la cuarta semana. De las pacientes que tenian como
antecedente tratamientos de reproduccion asistida con resultado desfavorable, 31
formaban parte del grupo VPH positivo (58,49%) y 41 del grupo VPH negativo (41,5%); sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa con un valor de p de 0,48.

Entre una y 4 pérdidas gestacionales tempranas fueron referidas como antecedente o
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motivo de consulta por 28 mujeres, que se distribuyeron practicamente sin diferencia entre

los dos grupos, con y sin VPH.

Al igual que varios estudios previos, estos datos no logran establecer una asociacién
entre la presencia de VPH en el exudado cervicovaginal y el resultado de la reproduccién
asistida ni el antecedente de aborto espontdneo (Mclaren et al., 1999; Goldenberg et al.,
2000; Hernandez-Girdn et al., 2005; Van Hamont et al., 2006; Perino et al. 2011; Skoczynski
etal., 2011; Cho et al., 2013).

Sin embargo, en un estudio de 106 mujeres con test negativos para HIV, chlamydia,
gonorrea, y sifilis, sin alteraciones citolégicas en el PAP y sin datos clinicos de VPH, se
detectd VPH en el 16% de los casos. Un porcentaje menor de las pacientes con VPH
resultaron con prueba de embarazo positiva después de la fertilizacién in vitro en
comparacion con las pacientes sin VPH (23,5% vs. 57%); aunque esa diferencia no resulté ser
estadisticamente significativa (p=0,2), se ha considerado que esta tendencia pudiera ser
aclarada al incluir un mayor nimero de pacientes en nuevos estudios (Spandorfer et al.,

2006).

Por razones éticas, no llevamos a cabo estudios que consideramos de riesgo para la
expansion del proceso infeccioso genital interno, como es la biopsia endometrial o el
muestreo de secreciones de la cavidad uterina, estando el proceso infeccioso “intacto” y aun
indefinido al inicio de los tratamientos. La presencia de lesiones cervicales severas, como la
estenosis del conducto cervical antes descrita, la cervicitis hipertréfica mucopurulenta, que
presentaban mas del 50% de las pacientes de este trabajo de investigacion, fueron algunos
de los indicadores clinicos que consideramos limitantes para indicar de primera intencion la
introduccion de una canula para extraccion de fluidos de la cavidad uterina o realizar una

biopsia endometrial.

Aln con estas limitantes y realizando el muestreo solo de las secreciones
cervicovaginales, este trabajo permitié reconocer la presencia de VPH en el 49% de la
poblacién estudiada; los genotipos de alto riesgo mas frecuentes en el grupo de mujeres que

estudiamos fueron el VPH 16 (23,1%), VPH 18 (25%), VPH 52 (13,5%) y con la misma
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frecuencia, los VPH 31 y VPH 60 (9,6%) ademas de los VPH 6/11, catalogados como de riesgo

bajo para cancer.

Algunos otros estudios en poblacién mexicana han investigado la presencia de VPH y
su asociacion a trastornos reproductivos. Conde-Ferrdez et al, en 2013, investigaron los
genotipos 16, 18, 58, 11 y 6, en exudados cervicales de 143 mujeres que estaban siendo
atendidas por aborto espontaneo y 281 mujeres con embarazo a término, en hospitales del
Instituto Mexicano de la Seguridad Social, en Mérida, Yucatdn. Sus resultados indican una
prevalencia global de 19,8%, 24,4% en las mujeres con aborto, que se incrementé a 27,3%
cuando hubo antecedente de una pérdida gestacional previa, y 15,2% en las mujeres con
embarazo a término. Los tipos de VPH encontrados con mayor frecuencia fueron el 16 y el
58. Estos autores refieren en su estudio la concurrencia de mas de un genotipo de VPH en 8

de 55 (14,54%) de las muestras positivas (Conde-Ferrdez et al., 2013).

Comparativamente en nuestro trabajo, llevado a cabo tanto en pacientes con aborto
como en pacientes subfértiles, con fertilizacién in vitro e inseminaciones multiples fallidas,
hemos encontrado un porcentaje mayor, 60%, de los casos positivos, con presencia de mas
de un VPH y observamos asociaciones entre VPH de alto riesgo (46,3%), asociaciones de VPH
de alto y de bajo riesgo (44,8%) y asociaciones de VPH de bajo riesgo (20,5%). Una
estimacion derivada de estos datos indica que el 79% de los casos con VPH tendria un riesgo

potencialmente alto para padecer cancer cérvico uterino al momento de este estudio.

Nuestro estudio se ha centrado en poblacion que intenta o ha intentado lograr
embarazo sin conseguirlo, a pesar de tratamientos que incluyen las inseminaciones
intrauterinas y la reproduccion asistida. Al haber encontrado VPH en la mitad de ellas como
parte de los gérmenes que constituyen el factor infeccioso que se asocié al fallo
reproductivo, cabe preguntarnos cual sera el comportamiento del virus en caso de que un
embarazo sucediera ante la infeccion por VPH. En ese caso el estado inmunoldgico de la
mujer gestante puede representar un riesgo de expansion para la infeccién del VPH vy su

transmisién al producto de la gestacion.

Hace ya mds de dos décadas, las primeras investigaciones obtenian una prevalencia de

VPH en mujeres embarazadas que iba del 5 al 80%, un riesgo de infeccion por VPH mayor en
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mujeres embarazadas que en no embarazadas y con un mayor numero de embarazos.
(Smith et al., 1995; Chang-Claude et al., 1996). Los estudios sobre la prevalencia del VPH en
el embarazo difieren de forma importante en las diversas investigaciones llevadas a cabo a lo

largo de mas de dos décadas en diferentes partes del mundo.

En un estudio realizado en Pensilvania, EUA, (Gémez et al., 2008) se detectdé VPH mas
frecuentemente en placentas de partos pre término por ruptura prematura de membranas o
trabajo de parto pretermito de causa no conocida, que en los controles: placentas de parto
pre término por preclamsia; la diferencia encontrada fue estadisticamente significativa (p=
0,03). En otro trabajo de investigacion, se encontré ADN de VPH en el 17,7% de productos de
aborto y 24,4% en placentas de productos nacidos a término (Skoczynski et al., 2011). Un par
de afios después, investigadores de un hospital de Seul (Corea) presentaron datos que
confirmaban una asociacidén entre la ruptura prematura de membranas y el parto pre
término con la presencia de VPH, estudiando exudados cervicales de 311 mujeres a las 6
semanas postparto, incluyendo en el rastreo los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59,
y 68. La prevalencia del VPH en el grupo con ruptura prematura de membranas fue de
27,3%, con una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control siendo

el valor de p=0,02 (Cho et al., 2013).

Estudios hechos en México dieron como resultado una prevalencia de 37,2% en 272
mujeres embarazadas en una regién del centro de del pais (Hernandez-Girén et al., 2005),
mientras que, en estudios posteriores, se informd de la presencia de ADN de VPH con una
frecuencia de 75%, en placentas y exudados cervicales de mujeres embarazadas

pertenecientes a poblacidn de la costa del pacifico (Urribarren-Berrueta et al., 2012).

El tipo de VPH presente también ha variado de en las publicaciones que hacen
referencia a distintas poblaciones: en los Estados Unidos se determind una prevalencia de
29% de VPH en mujeres embarazadas, siendo los genotipos mas frecuentes el VPH 16 (21%),
el VPH 31 (12,7%), el VPH 18 (9%), el VPH 51 (9%), y los VPH 6 y 11 con una prevalencia del
6% (Smith et al., 2004). En Espafia se ha encontrado una prevalencia del 6,5% con
predominio de los genotipos VPH 16 y del 6/11 (Castellsagué et al., 2009, de Vuyst et al.,

2009). Estos autores han indicado el riesgo de transmisién del VPH de la madre al hijo y la
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probabilidad de que se asocie a la aparicién de lesiones papilomatosas en orofaringe y

laringe de hijos nacidos de madres con VPH.

Esto ultimo, ademas del riesgo potencial de desarrollo de lesiones malignas por el VPH,
sobre todo si se asocia a otros gérmenes de reconocida influencia oncogénica, como son
Chlamydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum en mujeres en tratamientos para
fertilidad, tendra que tomarse muy en cuenta en los protocolos diagndsticos y de

tratamiento de este grupo de pacientes.

En este estudio no hemos tenido acceso a tejido placentario o membranas fetales ni
hemos estudiado aun tejido endometrial o secreciones intrauterinas para detectar ADN de
VPH. Sin embargo, la hipdtesis de expansion ascendente del VPH y otros gérmenes,
actualmente aceptada, permitiria inferir que el VPH se localizaria no solo en el cérvix
uterino, sino que la infeccién latente existiria también dentro del Utero, en el grupo de

pacientes estudiadas.

El tener como limitante que la muestra analizada incluyd solo el 27,5% con
antecedente de pérdida gestacional temprana, no permite hacer un analisis estadistico
retrospectivo que fuera valido para determinar la asociacion de VPH con el antecedente de
esa complicacion obstétrica. La misma limitacidn se tiene en el caso de los procedimientos
de reproduccion asistida infructuosos y su asociacién con VPH, ya que el grupo de mujeres
seleccionadas para este andlisis incluyd solo 53, con antecedente de tratamientos

reproduccion asistida, incluyendo las inseminaciones intrauterinas.

El presente trabajo, llevado a cabo en un grupo del norte de México, investigd la
prevalencia y genotipificaciéon del VPH, centrandose en un grupo de mujeres con problemas
de fertilidad y aborto, en el que el factor infeccioso causal incluye gérmenes con potencial
oncogénico, como lo son ademdas de los genotipos de VPH de alto riesgo, bacterias
intracelulares como Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis
(Lukic et al., 2006; Biernat-Sudolska et al., 2011). Los resultados que se obtuvieron nos
permiten advertir que éste es un grupo de riesgo para desarrollo de patologias oncoldgicas
uterinas sobre el que deberian implementarse programas de vigilancia especial con fines

preventivos.
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Tomando en cuenta la facilidad de transmisién de estos gérmenes al producto de la
concepcion, en caso de que tras los tratamientos de los procesos infecciosos y sus secuelas
cicatriciales se consiguiera el embarazo, tendria que considerarse en primer término la
vigilancia cercana del embarazo, el tratamiento antibidtico oportuno de recaidas de la
infeccion durante el embarazo, para la prevencion de pérdida gestacional y la necesidad de

seguimiento clinico de los hijos nacidos de madres con éste tipo de infecciones.

Como hemos mencionado, el VPH se encontrd con una frecuencia del 49% y aunque la
cifra parece alta, hay que tomar en cuenta que el niumero de virus detectable por las
técnicas que se fueron aplicando a lo largo de la integracion de los casos para esta
investigacion, fue variando. Por ejemplo, para el 32,5% de las muestras, se aplic6 PCR —
Multiplex, que detecta solo de 6 a 8 genotipos y con ella se detecté VPH en 15 de los 34
casos estudiados; ésta circunstancia pudiera dar resultados falsos negativos en algunos
casos; asi la falta de asociacion esperada, entre algunas lesiones citolédgicas o clinicas con el

VPH pudiera tener una explicacion.

Es indiscutible que el estudio de la citologia cérvico vaginal sigue siendo un método de
rastreo muy valioso en la prevencidn del cancer cervical, e indispensable en la categorizacion
de las lesiones premalignas y malignas. De acuerdo a las guias internacionales
(Comprhensive Cancer Network, -NCCN-), la investigacion de la presencia del VPH por PCR
especialmente para las variantes 16 y 18, complementando a la citologia de Papanicolaou y
al examen ginecoldgico, resulta conveniente para el manejo clinico de las pacientes con
citologias anormales. (NCCN.org. Updated NCCN guidelines for cervical cancer screening

highlight, 2015. Disponible en: http//www.nccn.org).

En diversos estudios el diagndstico de una citologia por Papanicolaou normal o con
proceso inflamatorio, no ha descartado la presencia de VPH (Bulk et al., 2007; Safaeian et al.,

2007; Bandyopadhyay et al., 2008; Safaei, et al., 2010; Elkharashy et al., 2013).

Dentro de nuestra linea de trabajo, hemos aplicado un método de estudio citoldgico
en fresco, en capa fina y base liquida, con tinciones supra vitales, que imprimen un alto
contraste al contenido de la muestra, pero no permite detectar el grado de madurez de las

células del epitelio cervical. Estas preparaciones citoldgicas examinadas a 400 y 1000
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aumentos, se aplican al rastreo de gérmenes de dimensiones cercanas al limite resolutivo
del microscopio de luz (200 nm), como son cuerpos elementales y reticulares de clamidia,
micoplasmas y ureaplasmas. El analisis es semicuantitativo y los resultados se obtienen en
10 al5 minutos. La observacidn de coilocitos con esta técnica, fue uno de los criterios
aplicados para realizar la investigacion del VPH, contando o no con citologia por
Papanicolaou. En un reporte parcial de un estudio comparativo entre el resultado de la
prueba de PCR para VPH contra la observacion de coilocitos en la citologia en fresco, de 75
exudados cervicovaginales analizados para la presencia y genotipificacion de VPH, 41,3% de
los casos resultaron positivos, pero la concordancia con la observacién de coilocitos en el
preparado citolégico en fresco fue de 41,93%. No obstante, en todos los casos positivos para
el genotipo 51 y para la combinacién de los genotipos 6 con 35 y 16 con 58 se observaron

coilocitos en el examen citolégico en fresco (Salas-Trevifio et al., 2015).

El tipo de gérmenes diagnosticados en este estudio, incluyd otros gérmenes de
transmisién sexual en un elevado porcentaje: Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum y Mycoplasma hominis. La asociacién en este estudio de la presencia de VPH
con el antecedente declarado por las mujeres seleccionadas para esta investigacidon de haber
tenido multiples companeros sexuales, fue estadisticamente significativa, con lo que
coincidimos al resto de los autores, que en consenso asumen este comportamiento como

factor de riesgo para el contagio (Hernandez-Girén et al., 2005; Denks et al., 2007).

Aun cuando el contagio hubiera sucedido muchos afios atras y la eliminacion del virus
fuera el evento mas factible, la coincidencia con gérmenes que cambian las caracteristicas
fisico-quimicas de las secreciones glandulares y las vuelve hiperviscosas, pudiera influir en la
evolucién natural de la infeccion por VPH. La hiperviscosidad de la secrecion del
revestimiento epitelial puede llegar a ser un mecanismo de encubrimiento del VPH que evite
la eliminacion natural del germen, que se dice sucede en el 90 a 95% de los pacientes que se
contagian de VPH. La hiperviscosidad del moco de revestimiento epitelial pudiera retardar o
anular la exfoliacién, como mecanismo normal de eliminacidn del germen. Hacen falta
estudios que analicen la composicion quimica e inmunoldgica de estas secreciones
patoldgicas y las comparen con las normales. En esta area de conocimiento recientemente

surgen los primeros datos, indicando entre otras caracteristicas que la mayor parte de los
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componentes del moco cervical tienen actividad de hidrolasas (Franco et al., 1999; Grande et

al., 2015).

La administracién a las pacientes de este estudio de un protocolo de tratamiento que
incluye agentes mucoliticos, cuyo eficacia en la disminucion de la viscosidad de las
secreciones glandulares y la densidad del sangrado menstrual hemos comprobado (Gallegos-
Avila et al., 2013), asi como de palmitato de vitamina A como agente exfoliante, pudo haber
interferido en los resultados de ésta prueba al favorecer la eliminacion del virus y dar una
prueba falsa negativa cuando el diagndstico del VPH fue posterior a la aclaracion del virus.
Pero también podria haber permitido la deteccion del VPH, al exponer virus ocultos o

localizados en estratos epiteliales profundos.

Un dato que resulta interesante es la edad promedio del total de las participantes en
este estudio que fue de 32,616,6 afios, pero es necesario resaltar que un 64,4% de las
pacientes tenian una edad igual o mayor a 30 afios y que el 40% tenian 40 afios o mas. En
otras poblaciones mexicanas estudiadas, se ha encontrado una edad promedio de 41,4 aios
en grupos de mujeres con VPH de alto riesgo y de 33,4 en grupos con VPH de riego bajo. En
este trabajo la edad media del grupo estudiado fue mucho menor, de 31,616,4 en el grupo

de alto riesgo y de 36,2+6,9 afios en el grupo de bajo riesgo.

Los cambios en los estilos de vida que han sucedido en los ultimos afios incluyen
situaciones que pueden considerarse de riesgo para el potencial de fertilidad en el género
humano. Ademas del que haya varias parejas sexuales, si no simultaneas, en los afios previos
a la edad en la que se instaura la relacién estable con una sola pareja, la busqueda del
embarazo se ha ido retrasando mas alld de los 30 afios. En el transcurso de esos afios,
permaneciendo las infecciones ocultas o “enmascaradas” por otros gérmenes mads daiinos,
gue ocasionan sintomas llamativos, irian generdandose ambientes inapropiados para la

fecundacion, la implantacién embrionaria y ulterior embarazo.

Un porcentaje de pacientes, 44,2%, refirieron durante la elaboracion de la historia
clinica, el antecedente de “VPH” en citologias practicadas en afios anteriores y/o “lesiones
colposcopicas compatibles con VPH”. Las pacientes no dieron informacién respecto a

biopsias de cérvix que se les hubieran practicado en consecuencia de esos hallazgos
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citoldgicos o colposcopicos. La mayoria de las citologias cérvico-vaginales practicadas con
anterioridad a las pacientes habian sido diagnosticadas “con presencia de procesos
inflamatorios inespecificos de leves a moderados”, que algunos patdlogos refirieron en su
reporte como “Papanicolaou clase II”. En el analisis estadistico practicado en éste estudio,
no se establecid ninguna asociacidn entre ese antecedente, con el resultado de la prueba de

PCR para el VPH practicada.

Independientemente de la resolucion del problema reproductivo, las pacientes
pudieran seguir expuestas al contagio sexual por VPH por tener una pareja portadora
asintomatica, con la posibilidad de tener una infeccién latente o poco manifiesta. Esto
justifica plenamente la evaluacién periddica de pacientes que hayan padecido infertilidad

por factor infeccioso, considerando el ulterior riesgo de desarrollar cancer cérvico uterino.

Tampoco debera perderse de vista la importancia de dar seguimiento clinico a las
mujeres que logren el embarazo durante la gestaciéon y al término de ésta, incluir al recién
nacido, una vez que se ha demostrado que existe la transmisién in dtero, madre a hijo

(Rintala et al., 2005; Castellsagué et al., 2009; Freitas et al., 2013; Koskimaa et al., 2014).

Los estudios acerca de una posible asociacién entre la presencia de infeccion por VPH
con la disminucién de la fertilidad en el hombre se han enfatizado recientemente (Gizzo et
al., 2014; Souho et al., 2015), sin embargo las primeras evidencias surgieron de estudios
realizados en la década de los 90. Chan P.J. y su grupo de colaboradores demostraron en
1994, la presencia de secuencias de ADN correspondientes al VPH en espermatozoides
“lavados” durante el proceso de capacitacién; éste mismo grupo de investigadores
aportaron evidencias de la transferencia del VPH del espermatozoide a la cavidad uterina y
al embrién (Chan et al., 1994; Chan et al., 1996), mientras que Lai y cols., describieron la
presencia de ADN en el plasma seminal y espermatozoides y su efecto sobre la motilidad del
espermatica (Lai et al., 1996; Lai et al., 1997). Unos afos después se comprobd a nivel
experimental dafio cromosdmico en espermatozoides infectados con VPH, dependiente del
genotipo: los VPH 16 y 31 (Connely et al., 2001; Lee et al., 2002). Estudios epidemioldgicos
han referido que el VPH es mads frecuente en hombres infértiles con leucocitospermia que en

hombres fértiles sanos y estudios de casos y controles han demostrado que la viabilidad, la
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movilidad, la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide y su
morfologia se ven afectadas en la infeccidon seminal por VPH (Foresta et al., 2010; Garolla et

al., 20013; Yang et al., 2013).

En la mujer, el dafo que la infeccién por VPH produce en el cérvix, se asocia a la falta
de fertilidad, asi se deduce del estudio de van Hamont et al. en 2006 en mujeres a las que se
les indico fertilizacién in vitro, presentaban lesiones cervicales de mayor grado en un
porcentaje dos veces superior que en la poblacién general. Por otra parte, una asociacién
significativa se ha encontrado entre la presencia de infecciones cervicales por VPH de alto
riesgo vy la ruptura prematura de membranas (Cho et al., 2013). Algunas otras evidencias de
que la infeccidn placentaria por VPH esta presente en la ruptura de membranas fetales de
abortos espontaneos y productos nacidos antes de término han sido descritas por otros
autores, pero falta evidencia que aclare si la asociacidn es dependiente del genotipo (Gémez
et al., 2008; Skoczynski et al., 2011). Aunque el objetivo principal del presente trabajo no
estd enfocado a investigar la relacidn entre aborto e infeccién por VPH, en nuestro estudio
28 mujeres refirieron el antecedente de aborto espontaneo, el 50% tenian VPH 6, el 21,4%
fueron positivas para VPH 11, el 17,8% para el VPH 68, el 14,2% para el VPH 62 y el 10,7%
fueron positivas por igual para los genotipos 31,16 y 18. De las 28 pacientes con antecedente
de aborto, 10 refirieron 3 o 4 pérdidas gestacionales consecutivas y 6 de ellas tenian
infeccion por VPH, siendo el genotipo 6 de bajo riesgo para cancer el mas frecuente, pero
predominando en general diferentes genotipos de alto riesgo: 16, 18, 51, 52, 66, 68 vy

variantes de rara frecuencia: 61,71 y 81.

Siendo la fertilizacion in vitro un recurso que intenta resolver entre otras
circunstancias adversas, los danos cervicales en la infeccién por VPH, y conociendo que el
VPH se adhiere al segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide (Perez-Andino et al.,
2009), algunas investigaciones han estimado el efecto de la infeccién por VPH en el éxito de
la reproduccién asistida, encontrando un 40% de fracaso de la fertilizacién in vitro en
mujeres con infeccién por VPH contra 13,5% en mujeres sin infeccidén, diferencia
estadisticamente significativa (Perino et al., 2011); Por igual otros autores describieron un

porcentaje mayor de fracaso en reproduccion asistida en mujeres con VPH: 76,5% vs.57% en
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mujeres sin la infeccion estimando para ésta diferencia un valor de p=0,02 (Spandorfer et al.,

2006).

Hasta el momento no hay evidencias de que el genotipo de VPH determine o no su
efecto nocivo en la fertilizacidn in vitro. En este estudio los genotipos, 6, 11 y 18 fueron los
de mayor prevalencia en el 47% de las 38 mujeres que fueron tratadas por inseminaciones,
fertilizacion asistida e ICSI. La tasa de éxito por inseminacién intrauterina fue de 2,7% vy de
11,6% en los procedimientos de FIV/ICSI, pero en ninguno de los casos los embarazos

llegaron mas alla de la cuarta semana de gestacion.

En los ultimos estudios se han aportado mas evidencias que sefialan la importancia
nociva de la infeccion por VPH sobre el embarazo y en la generacién de sus complicaciones,

pero el efecto de esta infeccidn viral sobre la fertilidad no se ha establecido auin con claridad.

La presencia de VPH en mas de la mitad de las mujeres con infertilidad, aborto y/o
fracaso de tratamientos de reproduccién asistida estudiadas en esta tesis, pudiera deberse a
que la infeccion viral coincidié con otras infecciones de los drganos del aparato reproductor
causadas por gérmenes de trasmision sexual; en investigaciones previas, hemos encontrado
en la poblacién que se atiende en clinicas de reproduccidon del noreste mexicano una alta
frecuencia de infecciones por Chlamydia trachomatis y el Ureaplasma urealyticum, pero
hasta ahora hemos podido obtener datos de la presencia de VPH vy la distribucion de los
genotipos en estos pacientes. Serd necesario realizar estudios de grupos mas numerosos y
controlados, en lo posible, a fin de obtener resultados mas concluyentes en cuanto a la
importancia del VPH en el fallo reproductivo y el impacto que tuviera su asociacion con otros

gérmenes comunmente asociados a infecciones genitales.

En trabajos que realizamos con anterioridad en grupos de pacientes infértiles,
comprobamos que los procesos inflamatorios que cursan con produccion de radicales libres
y oxigeno reactivo que, entre otros dafios celulares, ocasionan mutaciones y fragmentacion
de la cromatina nuclear del espermatozoide (Gallegos et al., 2008; Gallegos Avila et al.,
2011a; Gallegos Avila et al., 2011b); seguramente estas alteraciones serdn mds acentuadas
en las infecciones multimicrobianas, sobre todo las que incluyan microorganismos

intracelulares como clamidias y micoplasmas. Si, ademas, consideramos el potencial
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carcinogénico del VPH per se, podria sugerirse el empleo de pruebas de deteccién y
genotipificacion de VPH ante la presencia de trastornos reproductivos relacionados con
factor infeccioso con presencia de gérmenes de transmisién sexual, por el potencial

carcinogénico que suponen estas asociaciones microbianas.

Aunque otros estudios han demostrado que existe una asociacion entre la infeccidn
por Chlamydia trachomatis y la persistencia de VPH de alto riesgo (Samoff et al., 2005; Silins
et al., 2005), en ésta investigacion no se logré establecer una asociacién entre esos
gérmenes, pero si se encontrd una elevada prevalencia (51,1%) de VPH en las mujeres con
infeccion persistente por Chlamydia trachomatis. Este dato coincide con las observaciones
de Seraceni et al, del 2014, hechas a partir de un estudio en mujeres jovenes con riesgo para
clamidia pero sin lesiones intraepiteliales ni cancer, en quienes encontrd 60,4% de infeccidon
por VPH en los casos de infeccion persistente por C. trachomatis, asi como multiples
genotipos de VPH en el 62,5% de los casos positivos para el virus (Seraceni et al., 2014). En el
grupo de muestras cérvico vaginales incluidas en esta investigacion, el 68% de los casos con
Chlamydia trachomatis y VPH positivo, contenian varios genotipos de VPH oncogénicos. Con
ésta base pudiéramos sugerir que el tratamiento oportuno y exhaustivo de la infeccién
genital por esta Chlamydia trachomatis tendria posibles implicaciones en la prevencion del

cancer cervical.

Por otra parte, podemos insistir en resaltar que éste es el primer trabajo en el que se
refiere la asociacion de Ureaplasma urealyticum con el VPH en pacientes con fallo
reproductivo, en grado estadisticamente significativo (p=0,05). Esta observacion resulta
relevante ante el efecto cooperador entre Ureaplasma urealyticum y VPH en su importancia

carcinogénica, que ha sido ya mencionado (Lukic et al., 2006; Biernat-Sudolska et al., 2011).

De acuerdo al analisis estadistico de los datos obtenidos en este tipo de pacientes el
79,5% de los casos positivos para VPH, presentaban uno o mas genotipos de VPH de alto
riesgo para cancer cervical. Si se toma en cuenta la combinacion frecuente de C
trachomatis y U. urealyticum con VPH, tres microorganismos con potencial carcinogénico,

podemos insistir en que éstos pacientes deberian considerarse como un grupo que necesita



Discusion 106

vigilancia periddica y darle un valor preventivo para el cancer, al tratamiento de las

infecciones.

De acuerdo a los resultados de esta tesis, entre los grupos de riesgo para ETS debera
considerarse al grupo de parejas con problemas de fertilidad. A pesar de que deba seguir
estudiandose su significado clinico y mecanismos de patogenicidad, en la medida de lo
posible, mediante estudios controlados, en este grupo poblacional la triada
VPH/Ureaplasma/Chlamydia (VPH/Uu/Cht) podria considerarse como una condicidn

potencialmente causante del cancer de cérvix uterino.

Organismos internacionales recomiendan que cuando existen condiciones que
establezcan que el riesgo de desarrollar cancer es elevado, la citologia se realice cada afo
durante toda la vida, y que en esos casos la prueba de VPH puede reemplazar a la citologia.
Se considera que existe un riesgo alto para cdncer cervical, en el caso de mujeres con
infeccion por HIV, mujeres que han recibido un érgano trasplantado (Kaplan et al., 2009). El

grupo de pacientes con otras ETS no se han incluido en esta recomendacion.

Algunos investigadores fundamentados en un estudio prospectivo de 5 a 7 afios en
Costa Rica, demostraron un aumento del riesgo de reinfeccidon y una tendencia a la
persistencia de VPH en mujeres de mediana edad, justificando que la realizacién de la
citologia cérvico vaginal y la investigacion de VPH se extienda a poblacion de esa edad
(Castle et al., 2005). A éste grupo de edad pertenecieron las pacientes de éste estudio con

fallo reproductivo e infeccion multimicrobiana que incluye VPH.

Actualmente, la guias internacionales no consideran dentro del grupo de riesgo para
realizacion de citologia cérvico vaginal ni investigacién de VPH a las mujeres con infeccion
genital por Chlamydia trachomatis, a pesar de su conocido efecto favorecedor de
carcinogénesis y de la persistencia de la infeccién por VPH (Samoff et al., 2005; Silins et al.,
2005). Este hecho pudiera cuestionarse ya que tratandose de un germen de transmision
sexual, su presencia pudiera sugerir la coinfeccion o la presencia de infecciones
multimicrobianas, entre las que el VPH puede encontrarse, sobre todo teniendo en cuenta

que se trata de los gérmenes de transmision sexual de mayor prevalencia a nivel mundial.
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En el caso del Ureaplasma urealyticum, se ha asociado mayormente a infertilidad,
dafio, espermatico y en la practica médica no especializada, es poco comun que se
investigue y para muchos clinicos es un germen de poca importancia. Quizd esto se vea
influenciado por que se ha considerado parte de la flora normal de la uretra y porque los
medios de cultivo selectivos no forman parte de las pruebas disponibles en laboratorios

comerciales.

En esta situacion del ejercicio de la medicina y ante la falta de recursos suficientes, la
busqueda se dirige solo a detectar el ADN del VPH o la genotipificacion exclusiva de VPH de
riesgo alto para cancer con omisién de genotipos de bajo riesgo. Nuestros resultados nos
permiten sugerir que en los pacientes con fallo reproductivo, la deteccion de VPH de riesgo
bajo no debiera omitirse. Al menos por su frecuencia de presentacién, la genotipificacion de
los tipos 6 y 11 deberia de reconsiderarse. Ademas de que aun no esta establecido si
representan un factor en contra de la fecundacion o implantacién embrionaria, por el riesgo
de trasmision a la descendencia, demostrada por autores referidos ya en parrafos anteriores

y el potencial de carcinogénesis en la orofaringe del infante.

Con la informacion generada por éste estudio, debemos incidir en la importancia de la

educacion sexual, sobre todo en jovenes.

La vacunacion contra el VPH, la circuncisién, el uso del preservativo, la practica de una
correcta higiene genital son normas bdsicas de salud que se muestran eficaces en la
prevencion de enfermedades de transmision sexual y del cancer de cérvix. Asi mismo,
ayudarian a la disminucion de la incidencia de problemas de salud reproductiva,

complicaciones obstétricas y perinatales.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. En la serie estudiada de 104 mujeres subfértiles con infeccidn genitourinaria, la

prevalencia de Virus del Papiloma Humano fue del 49%.

SEGUNDA. En asociacion con la PCR positiva para VPH se encontraron los antecedentes de
proceso inflamatorio inespecifico en el PAP, de fallo en tratamientos de reproduccién
asistida y de infeccidn previa por VPH. Signos y sintomas de infeccion genitourinaria activa, y
secrecién blanca mucoide densa en el fondo de saco vaginal también se observaron en

asociacion a la deteccion del VPH.

TERCERA. El 84,6% de las pacientes, tenian una infeccidon genital multimicrobiana. Chlamydia
trachomatis, fue la bacteria encontrada con mayor frecuencia, pero su identificacidn en este
estudio, no se asocid con la presencia de infeccion por VPH. En cultivos positivos para
Ureaplasma urealyticum se aislé también el VPH, esta asociacion fue estadisticamente
significativa, al igual que el estado de la microbiota vaginal que presentd una relacién inversa

con la presencia del VPH.

CUARTA. En este grupo de mujeres los genotipos de VPH mas frecuentes fueron: el 6, el 18,
el 16, el 58, el 52, el 11y el 68. En el 60% de los casos positivos para VPH, se identificaron 2 o
mas genotipos. Las combinaciones mas frecuentes formadas por genotipos de VPH de alto
riesgo fueron 16 y 18; 16 y 58; 16 y 33; 16 y 52 y la del 18 con el 58. Considerando los casos
de presentacion aislada y combinada de VPH de alto riesgo, el 79,5% del grupo con VPH,
tendrian un riesgo potencial de padecer un cancer cérvico uterino. Basados en éstos datos
pudiera considerarse a las mujeres con fallo reproductivo e infeccidon genital, como grupo de

riesgo para cancer cervical.
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Ante la escasa informacidn existente en la bibliografia revisada sobre la importancia
del VPH asociada con otros gérmenes, en parejas con infertilidad, llevamos a cabo un
estudio en 104 mujeres seleccionadas de forma aleatoria, que se atendieron por fallo
reproductivo e infecciones genitales internas. Cada paciente, autorizé por escrito el uso de la
informacién de su expediente clinico con fines estadisticos, se obtuvieron datos de
parametros clinicos y microbioldgicos seleccionados incluyendo los resultados de PCR para
ADN del VPH, IFD para C. trachomatis, cultivo en medios selectivos para U. urealyticum, M.
hominis y cultivo general. A partir de la base de datos generada se realizd un anilisis
estadistico para determinar la posible asociacién entre el los diferentes genotipos
investigados VPH investigados frente a parametros clinicos de infeccién genital,
antecedentes de tratamientos de reproduccidon asistida y sus resultados ademdas de

antecedentes de pérdida gestacional.

La prueba de PCR fue positiva en 51 mujeres (49%) incluidas en éste estudio. Se
identificaron 90 casos (86,5%) con Chlamydia trachomatis, 49 con Ureaplasma urealyticum
(47,11%) y 37 con Mycoplasma hominis (35,57%). Por cultivo general se aislaron en orden de
frecuencia: Escherichia coli (20,2%), Candida albicans (17,3%) y Enterococcus faecalis (10,6%)
ademas se observd que en la mayoria de las muestras la microbiota vaginal estaba ausente
(52,9%) o disminuida (24%). El 84,6% de las pacientes, tenian una infeccion genital
multimicrobiana y en el 15,4% se identifico solo un germen: C. albicans en 15 pacientes y en
una de las muestras se aisld VPH como unico. El analisis estadistico mostré que la positividad
de la prueba de VPH se asocié con la presencia de Ureaplasma urealyticum (p=0,05) y el
deterioro de la microbiota vaginal (p=0,001). La distribucién de C. trachomatis fue similar en

los dos grupos VPH positivo y VPH negativo.

De los datos clinicos analizados en el momento del estudio, se asociaron con VPH
positivo: la presencia de infeccién genitourinaria activa (p=0,01), el antecedente de mas de
dos parejas sexuales (p=0,05), el antecedente de haber tenido infeccién por VPH (p<0,0001);
el antecedente de tratamientos de reproduccién asistida que no resolvieron el problema de
fertilidad y la presencia de secrecion mucoide densa de color blanco en el fondo de saco de

la vagina procedente del conducto cervical, al momento de la exploracién (p=0,05).
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En esta investigacidon se encontraron como genotipos de VPH de mayor prevalencia, el
6 (19,2%), 18, (12,5%), 16 (11,5%), 58 (7,2%), 52 (6,7%), 11 (6,7%) y el 68 (7,5%). En el 40% se
identificd solo una variante genotipica del VPH y en el 60% 2 o mdas combinaciones de las
cuales 46,3%, fueron entre genotipos de alto riesgo: 16y 18, 18 y 58, 16 y 33, 16 y 52y 18 y
52. En el 44,8%, se presentaron combinaciones de VPH de bajo y alto riesgo: el VPH 6 se
presentd en casos que fueron positivos para los VPH 18, 52, 16 y 39, mientras que el VPH 11
se asocid con el 16. El 23,5% del grupo VPH positivas, presentaban de tres a 5 genotipos

diferentes.

En suma, 79,5% de las pacientes positivas para VPH, presentaban uno o mas genotipos
de VPH de alto riesgo para cancer cervical. Este dato, aunado a la asociacién observada entre
la positividad para el VPH y el antecedente de haber tenido tiempo atrds infeccién por
mismo microorganismo, implica la persistencia o la reinfeccion por VPH y sustenta la
recomendacion de que las mujeres con fallo reproductivo sean incluidas como grupo de

riesgo para cancer cervical.

En el caso de las 28 mujeres que habian tenido de 1 a 4 pérdidas gestacionales al
estudiar la posible asociacién con la presencia del VPH en este estudio no se pudo confirmar
dicha relacién. Para futuros estudios en los que se incluyan mayor nimero de casos,
creemos importante mencionar que dos de los tres genotipos mas prevalentes encontrados
en éstos grupos de pacientes, fueron el 6 y el 11 considerados de bajo riesgo para cancer
cervical, pero cuya relevancia en el resultado de las inseminaciones, fertilizacién in vitro y

pérdida gestacional estd aun por definirse.
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There are not enough evidences over the significance of VPH genital infection on
reproductive failure. Some authors recently considered that beside the oncogenic capacity,
VPH could have an etiological roll on interrupted pregnancy, but more evidence is necessary

to confirm this affirmation.

This is a study carried out by aleatory selection of 104 infertile women attended by
reproductive failure and genital infection; the main objective was to stablish the relationship
of VPH presence, with other microorganism and the genotype of VPH detected in this group
of infertile women. All patients authorized the use of clinic and laboratory analysis data from

her cervical and vaginal samples, to realize statistical analysis and sign an informed consent.

The clinical parameters considered were: signs and symptoms of infection disease,
results of previous assisted reproduction treatments, and the presence of previous
abortions. These data were compared to genotype VPH present, and the diagnosis of others
germs by laboratory test included direct investigation with immunofluorescence monoclonal
antibodies to Chlamydia trachomatis, and bacterial cultures, included selective media to U.

urealyticum, M. hominis.

The microorganism identified on the group studied are: C. trachomatis (86.5%), VPH
(49%), U. urealyticum (47.11%), M. Hominis (35.57%), E. coli (20.2%), C. Albicans (17.3%) and
S. faecalis (10.6%). In a high proportion of the vaginal samples microbiota vaginal was
reduced or absent in a (76.9%) and 86% have more than one pathogen germs. C albicans was
present like solitary microorganism in 17.3% as well VPH was the only identified germ in one
patient. Statistical analysis stablished positive correlation between VPH and U. urealyticum
(p=0.05), and decreased microbiota (p=0.001). The distribution of C. trachomatis was similar

in the positive and negative to VPH group.

In this study, more than one sexual partner (p=0.05), genitourinary infection symptoms
(p=0.01), white mucous vaginal secretion fluxing from the uterine duct (p=0.05), failure in
assisted reproduction before carry out, and previously VPH infection diagnosed by suspicious

lesion or cytological exam (p<0.0001) were in association to VPH.
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Prevalent genotypes of VPH detected in the infertile patients studied group were; VPH
6 (19.2%), VPH 18 (12.5%), VPH 16 (11.5%), VPH 58 (7.2%), VPH 52 (6.7%), VPH 11 (6.7%) and
VPH 68 (7.5%). Combinations of more than one VPH genotypes were detected in 60% on the
studied samples. From them 46.3% were the following associations between high risk for
cancer VPH: 16/18, 18/58, 16/33, 16/52 and 18/52. In a similar percentage (44.8%) of
women, low risk for cancer, principally VPH 6, was detected in combination with high risk
VPH: 18, 52, 16 and 39. As well we observed that three to five different VPH genotypes were

present in 23.5% of the positive group infertile patients.

According to the results of this study, a total of 79.5% of positive VPH group of
patients, presented one or more high risk genotypes, and considering the statistical
association between the positivity to VPH and the clinical history of previous VPH infections,
this condition may be represent a persistent infection or a reinfection. Consequently, we
consider convenient a recommendation to take in account women with reproductive failure,

like a group of risk of cervical cancer.

With the results obtained from this study, was not possible to stablish an association
between the abortions presented on 28 of the studied women, and the positivity to VPH.
Nevertheless for future studies that include a high number of patients, is may be important
to observe that low risk to cancer genotypes 6 and 11, were present in a high prevalence in
this investigation, and their importance on the results of inseminations, in vitro fertilization

and gestational loss, is not defined now a days.
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