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1. PARTO PRETERMINO

1.1.CONCEPTO Y EPIDEMIOLOGIA

El pato pretérmino (PP) se define como aquel que ocurre antes de las 37
semanas de gestacion como consecuencia de contracciones uterinas regulares

gue provocan modificaciones cervicales.

El PP es la principal causa de muerte neonatal (muerte en los primeros
28 dias de vida) y es responsable del 27 % de las muertes neonatales en todo
el mundo en la actualidad, provocando un millén de muertes cada afio*. El
riesgo de muerte neonatal disminuye a medida que se incrementa la edad
gestacional al parto, pero la relacion no es lineal (

Figura 1). Por otro lado, como consecuencia de un PP ocurren
consecuencias graves para el recién nacido pretérmino, como una mayor
morbilidad y una mayor tasa de secuelas a largo plazo, incluyendo déficits del
desarrollo psicomotor (por ejemplo pardlisis cerebral, alteracion en aprendizaje
o alteraciones visuales), asi como un incremento en el riesgo de enfermedad

crénica en la etapa adulta. 2
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Figura 1: Mortalidad neonatal estratificada por edad gestacional, modificado Alexander et al.,
Pediatrics 2003; 111:e61

El porcentaje de recién nacidos de bajo peso al nacer (menos de 1500

gramos) ha disminuido sé6lo de manera minima desde un 1,46% en 2008 al
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1,45% en 20103, Por tanto, el PP continua siendo un determinante mayor en la

morbilidad a corto y a largo plazo en los recién nacidos, lactantes y nifios.

Solo algunos paises disponen de informacion fiable sobre la prevalencia
nacional de PP. La tasa de PP en todo el mundo se estima alrededor de 11%
(oscila en un 5% - en algunos paises europeos — y un 18% - en algunos
paises africanos-), y alrededor de 15 millones de nifios nacen pretérmino cada
afio (con un rango entre 12 y 18 millones).* De estos PP, un 84% ocurre entre
la 32 y 36 semanas, un 10% entre la 28 y 32 semanas y un 5% ocurre por

debajo de la semana 28.

En Estados Unidos en 2010, el 11,99% de los partos fueron pretérmino.?
Los PP se distribuyen de la siguiente manera: 34 a 36 semanas (8.49%), 32 a

33 semanas (1,53%), menos de 32 semanas (1,97%).

En Espafia segun las encuestas realizadas por la Secciéon de Medicina
Perinatal de la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, se ha pasado
de una tasa de prematuridad del 5,5% en 1986 a un 8,08% en el afio 2002
hasta un 9,47% en la Gltima publicacién de la Base de Datos Perinatal Nacional
referente al afio 2004.° La mortalidad perinatal en Espafia durante el afio 2004
ha sido de 9,1% lo que supone que la mortalidad perinatal atribuible a la

prematuridad se sit(ia en torno al 6,3%.°

Si tenemos en cuenta que cada afio se asisten en Espafa alrededor de
400.000 partos, podemos asumir que al menos 35.000 recién nacidos seran
pretérmino. Sin embargo, la distribucion de los recién nacidos pretérmino segun
la edad gestacional permite establecer una clara divisién prondstica entre ellos.
El grupo de mayor frecuencia (77%) esta constituido por los pretérminos entre
la semana 33 y 36. El otro grupo (23%) incluye aquellos pretérminos nacidos
entre las 22 y 32 semanas. Asi pues, alrededor de una cuarta parte de
prematuros nacera con menos de 32 semanas, es decir, con un peso inferior a
1500 grs. Es en éste ultimo grupo donde se concentra la mayor morbi-

mortalidad.’
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1.2.CLASIFICACION

Los subtipos de parto prematuro han sido definidos de manera variable.
La clasificacion en funcion de la edad gestacional se establece de la siguiente
manera: Pretérmino tardio (34 %" a 36 7 semanas), pretérmino moderado (32
o7 a 33 9 semanas), pretérmino severo (28 Y’ a 31 %’ semanas) y
extremadamente pretérmino (menos de 28 semanas). La clasificacion en
funcién del peso del recién nacido al nacer se establece asi: Bajo peso al nacer
(<2500 gramos), muy bajo peso al nacer (<1500 gramos) y extremadamente

bajo peso (<1000 gramos).

Otra clasificacion utilizada establece el tipo de inicio del PP bien
espontaneo o bien inducido por causa médica. Aproximadamente el 70-80% de
los PP ocurren espontaneamente y de éstos, se producen un 40-50% de los
casos como consecuencia de una amenaza de parto pretérmino que finaliza en
parto inevitablemente; un 20-30% de los PP espontaneos ocurren en el
contexto de una ruptura prematura de membranas (RPM). El 20-30% restante
de los casos de PP no espontaneos estan indicados por causa materna o fetal
(por ejemplo preeclampsia, placenta previa, desprendimiento de placenta,
restriccion de crecimiento fetal (RCIU), gestaciéon mdultiple) como muestra la
Tabla 1.

Tabla 1: Proporcion de parto pretérmino en funcién de su etiologia. Adaptado de: Slattery, MM,
Morrison, JJ. Lancet 2002; 360:1489

Etiologia Frecuencia (porcentaje)
Parto pretérmino espontaneo 30 al 50

RPM- P 5 al 40

Gestacion multiple 10 al 30
Preeclampsia/ eclampsia 12

Sangrado anteparto 6al9

RCIU 2al4

Otras 8al9
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Recientemente se ha descrito una nueva clasificacion combinada
utilizando la asociacién de factores. La Alianza Global para la Prevencion del
Parto Prematuro y Muerte Fetal ha propuesto recientemente un sistema de

8

clasificacion alternativo. ©° Mediante este sistema, el PP se clasifica en

categorias en funcion del fenotipo clinico basado en:
- Uno o mas factores de la madre, placenta o feto
- Presencia o ausencia de trabajo de parto

- Via del parto (espontaneo o indicacion médica)

Este sistema no establece ningin PP en un fenotipo predefinido
(espontaneo o indicado) y permite que algunas condiciones maternas, fetales o
de placenta relevantes puedan formar parte del fenotipo. Bajo esta nueva
clasificacion, un PP podria incluir gestantes que hayan parido entre las 37 0/7 y
38 6/7 semanas de gestacion, que podria incrementar la tasa de PP hasta el
28%, que seria mas del doble de lo habitualmente publicado (alrededor del
12% para PP <37 0/7 semanas).

1.3.PATOGENESIS

Aproximadamente un 70% de los PP que ocurren espontaneamente se
producen como resultado de una amenaza de parto prematuro (APP, 45%) o
una ruptura prematura de membranas (RPM, 25%); la intervencion de
problemas maternos o fetales genera el 30% restante (ver Tabla 1). Diversos
factores de riesgos epidemioldgicos y clinicos se han asociado al PP

espontaneo. (Tabla 2).

Determinados factores genéticos se han reconocido como determinantes
en el PP. Sin embargo, la magnitud del efecto y el grado en que los factores
genéticos contribuyen a las diferencias raciales en el riesgo de PP segun la

poblacién continua siendo aun desconocido.’
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Tabla 2: Factores de riesgo de PP espontaneo. Adaptado de: SlLattery, MM, Morrison, 33.

Lancet 2002; 360:1489

Factores de riesgo de Parto Pretérmino

No pareja estable
Bajo nivel socioeconémico
Ansiedad

Depresion

Eventos adversos personales ( divorcio,

separacion, muerte)

Cirugia abdominal durante el embarazo

Problemas ocupacionales

mantenida, uso de maquinas industriales, ejercicio

fisico, estrés mental o ambiental relacionado con el

trabajo o condiciones de trabajo)

Gestacion multiple
Polihidramnios
Anomalia uterina

Leiomioma uterino

Cambios en el utero inducidos por el

dietilestilbestrol

(bipedestacion

Historia de abortos de segundo trimestre

Historia de cirugia cervical
Dilatacion o acortamiento cervical
Infecciones de transmision sexual
Pielonefritis, apendicitis, neumonia

Infeccidn sistémica

Bacteriuria

Enfermedad periodontal

Placenta previa

DPPNI

Sangrado vaginal, especialmente
en mas de un trimestre

Parto pretérmino previo

Nutricién deficiente y bajo indice
de Masa Corporal (IMC)

Tabaco

Edad materna (<18 y > 40)
Raza afroamericana
Consumo de toxicos

Control prenatal inadecuado

Anemia (Hb < 10 g/dI)
Excesiva contractilidad uterina
Fenotipo

Anomalia fetal

RCIU
Factores

ambientales  (calor,

polucién,..)

Existen varios procesos patogénicos primarios que desembocan en una

via final comin que acaba en un PP espontaneo. Los cuatro procesos

primarios son:

- Activacion prematura del eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal (HHA)

materno o fetal
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- Respuesta inflamatoria/infeccion exagerada

- Desprendimiento de placenta (hemorragia decidual)

- Distension uterina patolégica

Estos procesos pueden iniciarse previamente a que la APP o la RPM sean

diagnosticados clinicamente.

A. ACTIVACION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO ADRENAL (HHA)

El estrés es un elemento comin que activa una serie de respuestas

adaptativas en el compartimento materno y fetal. Desde esta perspectiva, la

activacion prematura de eje HHA puede iniciar el PP (Figura 2).

'

Activation of fetal HPA axis

| -—

Maternal
stress

I
t Cortisol

Placenta,
membranes
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Figura 2: Patogénesis del PP espontaneo; HPA Hypothalamus-pituitary-adrenal; ACTH:
Adrenocorticotropic hormone 16-OH; DHEA: 16-hydroxydehydroepiandrosterone; E1 — ES3:
Estrogen, estradiol, estrone; CRH: Corticotropin releasing hormone; Cox-2: Cyclooxygenase 2;
PG: Prostaglandin; MLCK: Myosin light chain kinase; PROM: Premature ruptura of membranes;
PGDH: Hydroxyprostaglandin dehydrogenase.
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Algunos factores estresantes maternos fisicos o psicoldgicos, incluyendo
la depresién, pueden activar el eje materno HHA y asociarse a una mayor tasa
de PP 10,11

La activacion prematura del eje HHA fetal se podria generar como
consecuencia del estrés de la vasculopatia utero-placentaria y tiene mayor

correlacién con un parto prematuro posterior que con el estrés materno.™

Los mecanismos por los que se produce la activacion del eje HHA para

provocar un PP incluyen:

- Incremento de la produccion placentaria y liberacion de la hormona
CRH (Corticotropin-releasing hormone), que aparece para programar

el “reloj placentario”.*®

- Incremento de la liberacion de la hormona adrenocorticoidea
hipofisaria (ACTH), que estimula la produccién de componentes
estrogénicos placentarios y prostaglandinas que podrian activar el

miometrio e iniciar el trabajo de parto.**

Hormona libre corticotropina (CRH):  La CRH juega un papel tanto en
el parto a término como en el parto pretérmino. La CRH se produce en el
hipotalamo pero durante el embarazo también se expresa por el
trofoblasto corionico y placentario, amniocorion y por las células
deciduales. > Este hecho estimula la secrecién de ACTH desde la
hipdfisis, que promueve la liberacidon de cortisol desde la suprarrenal. En
el eje materno HHA, el cortisol inhibe la CRH hipotalamica y la liberacion
de ACTH hipofisaria, creando un feedback de inhibicidon. En contraste, el
cortisol estimula la liberacion de CRH en el compartimento decidua-
trofoblasto- membrana.’® La CRH, por otro lado, establece la activacién
del eje  HHA materno y fetal, estableciendo una potente reaccion de
estimulacién positiva.

La CRH también incrementa la produccion de prostaglandinas en el
amnios, corion y decidua.'’ Por otro lado las prostaglandinas estimulan
la liberacién de CRH desde la placenta®, creando una segunda reaccion

de estimulacion positiva para la secrecion de CRH.

25



B.

El incremento de prostaglandinas finalmente resulta desencadenando el
parto a través de la elaboracion de proteasas del tracto genital (por
ejemplo, metaloproteasas de matriz (MMPs)) e incrementa la
contractilidad miometrial.*®

Si la secuencia de eventos descritos anteriormente ocurre demasiado

pronto durante la gestacion, aparece la APP y el PP.

Estrogenos : La activacion del eje HHA también genera un PP debido a
una via que afecta a los estrégenos. La secrecion de ACTH desde la
hipofisis fetal estimula la sintesis suprarrenal de sulfato de
dehidroepiandrostediona (DHEA), que se convierte en 16-hidroxi-DHEA-
S en el higado fetal. La CRH placentaria puede también aumentar la
produccién de DHEA directamente. *° La placenta convierte estos
precursores de andrégenos en estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3),
gue en presencia del receptor alfa de estrégenos activa el miometrio por
el incremento de la formacion de uniones de hendidura, receptores de
oxitocina, actividad de prostaglandinas y enzimas responsables de la

contraccién muscular (calmodulina y miosina).?

INFLAMACION

La inflamacién es un proceso altamente coordinado que ocurre para

proteger el organismo.”* Cuando es adecuadamente controlada la inflamacién

es beneficiosa, pero cuando se altera su regulacion puede llegar a ser

dafiina.?? Datos clinicos y de laboratorio muestran una relacién entre el PP

espontaneo y la presencia de patdégenos sistémicos y/o del tracto genitourinario.
23, 24,25

Los estudios sugieren que los trastornos de la inmunidad innata o

adquirida materna, mas que el mero hecho de la presencia de bacterias en el

tracto genital, son las causas primarias de la inflamacion asociada al PP.

Existe una disparidad racial significativa en la inflamacion asociada al PP

con las gestantes afroamericanas desproporcionalmente afectas.?® Este hecho
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podria explicarse ya que multiples polimorfismos genéticos de la via
inflamatoria maternal y fetal relacionados con el PP asociado a la inflamacion
han sido detectados con mayor prevalencia en madres y/o fetos

afroamericanos que en caucasicos. 2" 2

La union de ligandos bacterianos a receptores toll-like (TLRs) en la
decidua, amnion, corion y células cervicales y placentarias induce la
transcripcion del factor NfKappa-B que activa la respuesta materna y/o fetal
inflamatoria en individuos susceptibles que se asocia al PP (Figura 3).La
activacion de los TLRs depende no sélo de la presencia de bacterias sino de
un grupo de sefales intracelulares (por ejemplo MyD88), moléculas co-
receptoras (por ejemplo CD14) y receptores modulares solubles (TLR2 soluble,
receptor TNF-1, receptor de IL-6, gp130 y RAGE).***°

Amnkechorionic
Decidual/ Systemic Inflammation

'

THF/IL-1

| © O ||
CRH
© '
! UtErolonins ! Proteases
(PG, endothelin Apoptosis

Figura 3 Inflamacion corioamniética; CRH: Corticotropin releasing hormone; TNF: tumor
necrosis factor; IL: interleukin; PG: prostaglandins

Esta respuesta mediada por TLR se caracteriza por la presencia de
neutréfilos, macréfagos activados y varios mediadores proinflamatorios (como
la IL-6 y 8; FNT, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor 2
estimulante de colonias y MMPs). ElI mediador inicial de esta respuesta es la
Interleuquina Beta y TNF, que potencian la produccion de prostaglandinas por

la induccién de la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) en el amnios y
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decidua mientras inhibe la enzima que metaboliza las prostaglandinas, la 15-
hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (PGDH) en el corion.®* Mas aun, IL-1
beta y/o el TNF directamente potencian la expresién de varios MMPs en el
amnion, corion, decidua y ceérvix para degradar la matriz extracelular de las

membranas fetal y cérvix.*?

De hecho, la corioamnionitis se asocia con una intensa reaccion
decidual mediada por IL-8 y Estimulante Formador de Colonias de granulocitos
(CSF) -2 gue reclutan neutréfilos capaces de potenciar otros MMPs causantes
de RPM e IL-1 beta y/o TNF provocado por el incremento de IL-8 y CSF-2 en
las células deciduales.®® EI TNF alfa juega un papel adicional, ya que induce
apoptosis (muerte fetal fisiologica). Los niveles elevados de TNF alfa y el
incremento de apoptosis en las células epiteliales del amnios se han asociado
con RPM.% La corioamnionitis también se asocia a un incremento de la
produccion de IL-6 en la decidua y en la membrana® que a su vez, estimula la
produccion de prostaglandinas en las membranas y en la decidua; y la
expresion del G-CSF, que recluta y activa neutréfilos.® La activacion del
complemento también juega un papel. * De hecho, tanto la respuesta
inflamatoria materna como fetal a la infeccion son procesos que pueden
desembocar en un PP o una RPM. Al contrario, la presencia de bacterias, sin
una respuesta materna/fetal, no siempre causa un efecto adverso, como se

comprobara mas adelante.

Los niveles de mediadores pro-inflamatorios elevados se han
demostrado en el liquido amnidtico de mujeres con PP y membranas intactas, y
estos niveles se han correlacionado con resultados positivos del cultivo de
liguido amnidtico y membranas fetales. En una revision que incluy6 17 estudios
con 6270 gestante s asintomaticas, la elevacion de los niveles de IL-6 en
muestras de liquido amniético y cervicovaginales a mitad de gestacion predijo
un PP con una OR de 3.05 (IC 95% 2.00-4.67; numero a tratar=7) y 4.52 (IC
95% 2.67.7.65; nimero a tratar=7), respectivamente.® Aln mas, las pacientes
con inflamacién intraamnidtica que acabardn en una PP parecen tener un
mismo patron protedmico en liquido amniotico, secrecion cervico-vaginal y en

suero materno.* Las pacientes con infeccién intraamniética que finalizaron en
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un PP presentaron defensinas-1 y 2 de neutréfilo y calgranulinas A y C. La
presencia de dos 0 mas de estas proteinas tiene mas del 90% de sensibilidad y
especificidad para la detecciéon de la inflamaciéon intraamnidtica. Aunque la
medicion de estos mediadores proinflamatorios es posible, este tipo de test no
ha sido suficientemente estudiado para aplicarse en la practica clinica en el

momento actual.

Bacterias: Ademas de la induccion a la respuesta inflamatoria, las
bacterias podrian tener un papel directo en la patogénesis de la PP.
Algunos organismos (Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus,
Bacteroides y Enterobacter) son capaces de producir proteasas,
colagenasas y elastasas que pueden degradar las membranas fetales.*
Las bacterias también pueden producir fosfolipasa A2 (que lleva a la
sintesis de prostaglandinas) y endotoxina, sustancias que estimulan las

contracciones uterinas y pueden causar un PP.*

Algunas técnicas metagendmicas, incluyendo la deteccion del gen 16S-
rRNA, han permitido una mejor compresion del espectro de agentes
microbianos cultivados y no cultivados envueltos en la patogénesis del
PP. ** Mediante herramientas metagenémicas, diversos grupos de
investigacion han publicado que, en gestaciones complicadas con un PP
secundario a una infeccion, aproximadamente dos tercios de las
bacterias del liguido amnidtico detectadas por métodos independientes
del cultivo, no han sido detectadas por el cultivo clasico.”*** Esto incluye
las especies no cultivadas o dificiles de cultivar como Fusobacterium
nucleatum, Leptotrichia (Sneathia), Bergeylla, Peptostrptococcus,
Bacteroides y Clostridials.

Mediadores proinflamatorios no relacionados con la infeccion: La
etiologia no infecciosa, como la hipoperfusion placentaria, también
puede incrementar la produccién de mediadores proinflamatorios.*® Este
podria ser otro mecanismo a tener en cuenta para justificar la elevada

tasa de PP espontaneo en los RCIU.*°
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C. HEMORRAGIA DECIDUAL

El sangrado vaginal de la hemorragia decidual se asocia a un alto riesgo
de PP y RPM.*" La hemorragia decidual (desprendimiento de placenta) genera
un dafio en los vasos sanguineos de la decidua y se presenta clinicamente

como un sangrado vaginal o una formacién de un hematoma retroplacentario.*®

El PP esta claramente asociado a la evidencia histologica de dafio y
hemorragia de las arterias espirales maternas.’® En un estudio de cohortes
prospectivo de andlisis de genotipos maternos, los resultados de la gestacion y
la AP placentaria en 560 caucéasicas y 399 afroamericanas, la mutacion en el
factor V de Leiden y del angiotensin6geno-6G>A estuvieron positivamente
predispuestas a PP (OR 4.8; IC 95% 1.6-14.2 y OR 3.8, con IC 1.3-10.5,
respectivamente), pero no con otras causas de PP y sdllo en las gestantes
caucésicas.”® Este hallazgo sugiere que los polimorfismos predisponen a la
vasculopatia decidual, trombosis y desprendimiento de placenta, que también
predispone al PP. Estos hallazgos ayudan a entender la predominancia de PP
asociado a DPPNI en poblaciones europeas.

El DPPNI puede ir acompafiado de un proceso inflamatorio en ausencia
de infeccién.>* Algunos estudios proteémicos han proporcionado evidencia de
gue las proteasas y las cadenas de hemoglobina libre pueden activar la
inmunidad innata y crear un mecanismo que refuerce el proceso inflamatorio,

que acaba en un PP o RPM (Figura 4).

En estudios de laboratorio, pequefias cantidades de trombina producidas
durante la coagulacion pueden incrementar la frecuencia, intensidad y tono de
las contracciones miometriales; efecto que es suprimido por los inhibidores de
trombina que contiene la sangre.>? Este hecho podria ser un mecanismo por el
gue las gestaciones con PP presentan sangrado anteparto. Sin embargo, el
principal efecto de la trombina es mantener la hemostasia en el lugar de la

hemorragia decidual, ademas de estimular las contracciones uterinas.
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Figura 4: Hemorragia decidual. F: Factor; TF: tissue factor; MMP: matrix
metalloproteinases;ECM: extracelular matrix; uPA: urokinase-type plasminogen activator; tPA:
tissue-type plasminogen activator.

D. DISTENSION UTERINA PATOLOGICA

La gestacion mudltiple, polihidramnios y otras causas de excesiva
distension uterina han sido claramente descritos como factores de riesgo de PP.
Un estiramiento exagerado del miometrio induce la formacion de uniones de
hendidura, sobrerregulacion de receptores de oxitocina y produccion de
prostaglandina E2 y F2 asi como la miosin quinasa, que son eventos criticos
que preceden a las contracciones uterinas y a la dilatacién cervical (Figura 5).>
La distension miometrial también incluye el incremento de la expresion de

genes con un importante papel en la colagenosis y en la inflamacién.>
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La distension del compartimento fetal también contribuye a la activacion
miometrial. Las citoquinas, las prostaglandinas y la colagenasa se producen

como consecuencia del excesivo estiramiento de las membranas fetales.>
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Figura 5: Efectos de la distensidn uterina

Cambio cervical patologico : La insuficiencia cervical se refiere a una
dilatacion patologica y a un borramiento del cérvix uterino no relacionado
con el parto y que genera una pérdida gestacional no viable, asi como
un PP. Esto puede ocurrir con o sin distencién coexistente del cuerpo
uterino y el cerclaje puede ser (til en casos seleccionados.”®

La insuficiencia cervical debido a factores cervicales intrinsecos es

probablemente un evento raro.
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1.4. INFECCION Y PARTO PRETERMINO

Hasta en un 31-40% de los casos, segun las series, la causa mas
frecuente de parto pretérmino espontaneo continla siendo la idiopatica.
Probablemente, la infeccion es el factor mas influyente en el parto pretérmino
espontaneo o idiopatico. Uno de cada tres prematuros nacen de madres con
infeccion intraamniotica subclinica,® cuyo diagnostico Unicamente se puede

realizar en el postparto, por lo que muchas veces pasa inadvertido.

Las fuentes de infeccion que se han relacionado con el parto prematuro
incluyen infecciones intraamnioticas (intrauterinas), infecciones del tracto
genital inferior, infecciones maternas sistémicas, bacteriuria asintomatica, y

periodontitis maternas.

Sobre la patogénesis del parto pretérmino de origen infeccioso, existe
evidencia de que las toxinas producidas por los microorganismos activan, a
nivel de las membranas fetales, la decidua y el amnios, la produccion de
citoquinas. Esta respuesta inflamatoria es conocida como inflamacién
intraamnidtica y actualmente se conoce que precede a la infeccién, de manera
que es posible la deteccion de marcadores inflamatorios en el liquido amnidtico
antes que los microorganismos atraviesen la barrera del corion-decidua-amnios
y alcancen el liquido amniético colonizando al feto.®>°

Aunque la literatura es escasa, sugiere que el diagndéstico de inflamacion
intraamniodtica, independientemente del resultado del cultivo de liquido
amniébtico, esta asociado a una mayor tasa de prematuridad, mayor riesgo de
corioamnionitis clinica y mayor morbilidad neonatal.®® Es por ello que la
investigacion actual se centra en la busqueda de marcadores de inflamacion
intraamnidtica, mas precoces que el cultivo, para proporcionar una informacion
diagnéstica rapida en el subgrupo de pacientes con amenaza de parto

pretérmino y rotura prematura de membranas.

No obstante, asumir que el diagnéstico y tratamiento precoces de la
inflamacion intraamniética reduce las tasas de prematuridad y mejora los

resultados perinatales, esta aun por demostrar.
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1.4.1. BACTERIURIA ASINTOMATICA

La infeccion del tracto urinario (ITU), en la forma de bacteriuria asintomatica,
o pielonefritis esta asociada con el parto pretérmino.®* %2 % E| 6% de las
gestantes desarrollara bacteriuria asintomética durante el embarazo, y
aproximadamente un tercio de las no tratadas presentara una pielonefritis. Las
mujeres con bacteriuria asintomatica que no son tratadas tienen un riesgo
aumentado de parto pretérmino y neonatos con bajo peso al nacer.

El tratamiento antibiético de la bacteriuria asintomatica durante la gestacién
es la unica intervencion asociada a una reduccién en el porcentaje de parto

pretérmino.®

1.4.2. INFECCION TRACTO GENITAL INFERIOR

Multiples estudios han mostrado la asociacion entre PP y varias
infecciones del tracto genital ademas de la bacteriuria asintomatica,incluyendo
el Streptococo Grupo B, Clamydia trachomatis, vaginosis bacteriana, Neisseria
gonorrea, sifilis y tricomonas vaginalis. Sin embargo, una relacion causal para
muchos de estas infecciones no ha sido demostrada.®®

La flora normal del tracto genital esta dominada por Lactobacillus spp
gue mantiene el pH vaginal inferior a 4’5, lo cual disminuye la adherencia de las
bacterias al epitelio vaginal, e impide el crecimiento de otros microorganismos
como la Gardnerella vaginalis y gérmenes anaerobios. Ademas los
Lactobacillus producen a pH bajos compuestos toxicos para las bacterias como

lactacin B, acidolin, y peréxido de hidrogeno.®’

Durante el embarazo la concentracion de Lactobacillus aumenta 10
veces, los organismos anaerobios son menos comunes Yy los organismos
aerobios son relativamente constantes. Como resultado, el tracto genital esta
muy colonizado por una flora bacteriana benigna, compuesta principalmente
por organismos de baja virulencia. Estudios recientes de la microbiota vaginal
sugieren que esta es mas inestable en las mujeres gestantes.®® Aunque aun
se desconoce cual es la causa responsable en estos cambios de la microbiota

vaginal parece que las hormonas sexuales podrian estar involucradas, ya que
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los estrégenos inducen la acumulacion de glucégeno en el epitelio vaginal
siendo esto un factor determinante para la adherencia de las bacterias en las
células de tracto genital inferior.®®

Cualquier alteracion de este balance (vaginosis bacteriana, flora vaginal
alterada) podria dar lugar a resultados adversos. La flora vaginal alterada rara
vez viene definida por la presencia o ausencia de algun microorganismo
especifico, sino que es una condicion polimicrobiana. Con el objetivo de
clasificar las alteraciones en la flora vaginal, Lamont propone una clasificacion

de la flora vaginal anormal en el embarazo (Tabla 3).’

Tabla 3. Clasificacion de la flora vaginal anormal en el embarazo. Lamont 2004.

CLASIFICACION SUGERIDA PARA LA FLORA GERMENES
VAGINAL ANORMAL EN EL EMBARAZO
| PATOGENOS (Ej. Neisseria gonorrhoeae,

Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis).
Il STREPTOCOCCUS HEMOLITICO GRUPO B.

Il ORGANISMOS ENTEROFARINGEOS (Ej. Escherichia coli, Streptococcus
faecalis).

IV ORGANISMOS RELACIONADOS CON LA (Ej. Gardnerella vaginalis,

VAGINOSIS BACTERIANA Anaerobios, Mobiluncus spp,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum).

Circunstancias que aumenten la alcalinidad en el ambiente de la vagina,
como la hemorragia (pH sanguineo = 7’4), las relaciones sexuales (pH semen =
8), o las ducha vaginales; pueden dar lugar a que los Lactobacillus pierdan sus
capacidades homeostaticas.®’

No esta clara la prevalencia de la vaginosis bacteriana en la poblacion,

1.”° encuentran

ya que varia en funcion de las areas geograficas. Gratacos et a
una prevalencia del 4'5% en 492 gestantes estudiadas por debajo de la
semana 28 de embarazo. Martinez de Tejada et al.”* eleva este porcentaje

hasta el 7’5% en 301 gestantes estudiadas.

Con respecto a la utilidad de realizar un screening en todas las

gestantes para la prevencién de la APP y la RPM Guise et al.”® realizan un
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amplio metaanalisis donde no encuentra beneficio en su aplicacion a todas las
embarazadas; no obstante, si parece tener beneficio en aquellas gestantes en
las que existen antecedentes de APP y RPMP. La SEGO se posiciona de esta
misma manera, recomendando el screening solo en pacientes de alto riesgo de
APP."

Sobre la patogénesis del parto pretérmino de origen infeccioso a nivel
genital, existe evidencia de que la presencia de cambios en la flora microbiana
vagino-cervical normal y las alteraciones de las propiedades bioquimicas del
fluido vaginal, son responsables del sobrecrecimiento de determinados
microorganismos en el tracto genital inferior. Las toxinas producidas por estos
microorganismos activan, a nivel de las membranas fetales, la decidua y el
amnios, la produccion de citoquinas y la liberacion localmente de
prostaglandinas que actdan sobre el miometrio provocando contracciones

uterinas.

Los microorganismos asociados al PP son capaces de producir
directamente prostaglandinas (PG) o fosfolipasa 2, que libera acido
araquidonico no esterificado desde la membrana de fosfolipidos, resultando en
un incremento de produccién de PGs. ™ Las PGs son uteroténicas y

contribuyen al borramiento cervical.

Los microorganismos vaginales también inducen una respuesta
inflamatoria, definida como la presencia de mas de 5 neutréfilos por campo. El
incremento en el numero de neutréfilos se correlaciona con mayores niveles de
citoquinas, IL 1 y 8.” Las citoquinas y eicosanoides parecen interactuar y
acelerar otras cascadas de actividad que resultan en un incremento en la

produccion de PG.

Aungue el tratamiento de estas infecciones para la prevenciéon del PP no
esta recomendado (excepto en bacteriuria asintomatica y en algunos casos de
vaginosis bacteriana), el tratamiento de algunas de estas infecciones esta

indicado en mujeres sintomaticas (por ejemplo vaginosis bacteriana,
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Trichomonas vaginalis,...) y para la prevencion de las complicaciones

producidas por las infecciones de transmision sexual (ITS).

La flora bacteriana vaginal total se ha sugerido como factor en la
patogénesis de la infeccién intraamniética y el PP.’® El recuento total de
bacterias se incrementa en presencia de una vaginosis bacteriana y en la
colonizacion del tracto genital inferior por Ureoplasma. Este concepto se apoya
en el hecho de la deteccion frecuente de organismos asociado a la vaginosis
bacteriana en liquido amniotico obtenido por amniocentesis en una APP. Estos
organismos son dificiles de cultivar’’ y el fallo en su identificacién en los
estudios de liquido amniético podria justificar la clasificacion erronea de

mujeres como no infectadas.

El por qué algunas mujeres desarrollan una infeccién intraamniética
ascendente mientras que otras no, parece relacionarse con la mucosa del
tracto genital inferior y el ecosistema microbiano. La deteccion de la vaginosis
bacteriana en el primer trimestre del embarazo es un factor de riesgo para la
presencia posterior de un trabajo de parto prematuro. Cuanto mas temprano se
detecta la flora genital anormal, existe mayor riesgo de pronéstico adverso.’
Sin embargo el tratamiento de la vaginosis bacteriana asintomatica no ha

disminuido el porcentaje de parto pretérmino. °

Son escasos los estudios que relacionan la infeccion viral y el parto
pretérmino, recientemente un estudio ha demostrado como la infeccién viral
puede alterar la inmunidad de la mucosa del tracto genital inferior y predisponer

a una infeccion bacteriana ascendente.®

1.4.3. ENFERMEDAD PERIODONTAL

El parto prematuro también se ha asociado con la infeccion sistémica
materna (y es en gran parte atribuible a la gravedad de la enfermedad materna)

y, mas recientemente, con la enfermedad periodontal materna.

La enfermedad periodontal es una infeccion bacteriana anaerobica de la

boca que afecta hasta el 50% de la poblacién, incluidas las mujeres
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embarazadas. La enfermedad periodontal materna se ha asociado con varios
resultados adversos del embarazo, incluyendo parto prematuro, preeclampsia,
y la pérdida fetal.?* ® 82 En una revision reciente de 25 estudios, 18 encuentran
una asociacion entre la enfermedad periodontal y los resultados adversos de
embarazo, con odds ratios para el parto prematuro o de bajo peso al nacer de
1,1 a 20.%* Ademas, tres ensayos clinicos de tratamiento periodontal sugieren
una reduccion del 50 por ciento en el riesgo de parto prematuro.

Los mecanismos responsables de parto prematuro en asociacion con la
enfermedad periodontal no se entienden completamente. Estudios con conejos
sugiere que los patégenos orales asociados con periodontitis pueden tener
acceso a la circulacion sistémica y pueden ser identificados en liquido
amniético o su ADN puede ser recuperado de la placenta.®® Un estudio
multicéntrico, también ha demostrado que el tratamiento de la enfermedad
periodontal no reduce el riesgo de parto pretérmino.®

1.4.4. INFECCION INTRAAMNIOTICA

A. CONCEPTO

La infeccion intraamniotica (ll1A) es la infeccion del LA, membranas,
placenta y/o decidua; con riesgo de extension al cordon (funisitis) y al feto. Otra
forma de definir la IlA seria como la presencia de gérmenes en el LA (estéril en
condiciones normales) y que comportara manifestaciones clinico-analiticas

para la madre y/o para el feto.

Se utiliza el término de corioamnionitis clinica para referirse al sindrome
clinico que acomparia a la invasion microbiana de la cavidad amnidtica, y que
se caracteriza por la presencia de fiebre superior a 37’8 °C, taquicardia
materna, taquicardia fetal, sensibilidad uterina y flujo vaginal maloliente.
Hablamos de corioamnionitis subclinica cuando la IlA no se acompafa de
corioamnionitis clinica. Ademas desde el punto de vista histologico, hablamos
de corioamnionitis histolégica cuando se observa la infiltracion de la placenta y

sus membranas por leucocitos polimorfonucleares.?’
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B. IMPACTO DE LA INFECCION INTRAAMNIOTICA

La infeccidn intraamnidtica es la causa mas frecuentemente identificada
de parto prematuro, es la responsable en un 10-12% de los casos del parto
prematuro espontaneo con bolsa integra y hasta en un 30-50% de los casos

secundarios a rotura prematura de membranas.®®

Las infecciones intrauterinas son responsables de hasta el 50% de los
nacimientos prematuros extremos de menos de 28 semanas de gestacion, en

los que las tasas de la mortalidad neonatal y la morbilidad neonatal son altas.®

La prevalencia de la corioamnionitis histolégica estd inversamente
relacionada con la edad gestacional y se produce en un 60- 90% de las

gestaciones que terminan entre la semana 20 y 24 de gestacién.”

Aunque la literatura sugiere que a menor edad gestacional, mayor el
riesgo de inflamacién e infeccién intraamniética®, atn no se ha establecido un
punto de corte de edad gestacional a partir del cuél el riesgo de

inflamacion/infeccion intraamniotica sea bajo.

La mortalidad neonatal relacionada directamente con la infecciéon

intraamniética es superior al 10% en estos prematuros.’?

Por otra parte, las infecciones, en una alta proporcion de las mujeres con
APP vy evidencia de invasion microbiana del liquido amniético, son refractarias

al tratamiento tocolitico estandar.

C. ETIOPATOGENIA DE LA INFECCION INTRAAMNIOTICA
>VIAS DE INFECCION

Se pueden diferenciar 4 vias a través de la cuales se puede desarrollar una
”A.87,93

* Via ascendente (desde la vagina): es la via mas frecuente.

* Via hematdgena: en madres con bacteriemia.
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 Via retrégrada: desde la cavidad peritoneal a través de las trompas de

Falopio.

« Via directa: inoculacion directa de gérmenes en pruebas invasivas.

Infeccion Infeccion *¢id Infeccion
ascendente hematogena iatrogénica

Liberacion de endotoxinas
bacterianas

Citoquinas
proinflamatorias

Citoquinas
proinflamatorias

IL-6-8-1; MMp 8-9; TNF

Cambios estructurales en
cervix y membranas

Dano sustancia

' blanca y pulmén
ED RPM I
J A3 oy
Parto PC, displasia
prematuro BPM

Figura 6: Desarrollo de la infeccion intraamnidtica.

Sin lugar a dudas es la via ascendente la que juega un papel primordial,

siendo los otros tres mecanismos mucho mas infrecuentes.

La llA producida por inoculacion directa tras la realizacién de una prueba
invasiva (amniocentesis, biopsia corial, cordocentesis) es anecdética. La tasa
de infeccién tras la realizacion de una amniocentesis es inferior al 1%, con
resultados similares para la cordocentesis. La biopsia corial realizada por via

transcervical presenta una tasa de infeccién ligeramente superior.*

La IlIA por via hematégena acontece cuando patdgenos presentes en la

sangre materna llegan a la circulacion Gtero-placentaria y al espacio
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intervelloso, pudiendo alcanzar al feto a través de las vellosidades capilares. La
corioamnionitis aislada es caracteristica de la infeccidbn ascendente, mientras
qgue en la via hematégena aparece una mayor inflamacién de las vellosidades
(villitis) y en el espacio intervelloso (intervellositis). El mecanismo exacto de
paso de los gérmenes no se conoce. El agente infeccioso puede atravesar la
barrera placentaria por endocitosis o0 a través de la superficie lesionada de una
de las vellosidades. Los patégenos virales son los que mas comunmente
producen infeccidbn hematdgena de la placenta, aunque bacterias, espiroquetas,
hongos y protozoos también pueden causar infeccion por esta via. Casi
cualquier infeccién viral que ocurre durante el embarazo puede infectar la
placenta. Casos caracteristicos de IIA por via hematdégena son la IIA por
Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, virus de la rubeola, virus de la
varicela, y citomegalovirus. Listeria monocytdogenes presenta también esta via
como principal caracteristica, adquiriéndose la infeccién por via digestiva al
ingerir alimentos contaminados (principalmente lacteos no pasteurizados, y
frutas / verduras contaminados), dando lugar a una bacteriemia, que es la
responsable de la 11A.*> Se ha demostrado que una infeccién periodontal por
Fusobacterium nucleatum puede también dar lugar a un cuadro de IlIA y

corioamnionitis clinica.®

La via retrograda es una via excepcional que podria acontecer en el
contexto de una infeccion en la cavidad abdominal (ej. pancreatitis aguda,
colecistitis aguda, etc.). Otra causa posible seria la infeccién procedente de un

absceso anexial generado en etapas tempranas de la gestacion.

La via mas comun de IlA es la via ascendente . Existen 4 evidencias que

apoyan esta afirmacion:*®

1. La corioamnionitis histolégica es mas comdn y grave en la zona de la
rotura de las membranas que en otros lugares, como la placa coridnica

placentaria o el cordon umbilical.

2. En casi todos los casos de neumonia congénita, la inflamacién de las

membranas corioamniéticas esta presente.
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3. Las bacterias identificadas en los casos de infecciones congénitas son

similares a las que se encuentran en el tracto genital inferior.

4. En embarazos gemelares la corioamnionitis histolégica es mas frecuente
en el primer gemelo, el cual tiene sus membranas en contacto con el cérvix

uterino.

El proceso mediante el cual una IlA tiene su origen en la via ascendente, se
83 93

explica a través de 4 etapas:

» Etapa | (alteracion de la flora vaginal): se produce un cambio en la flora
microbiana vaginal / cervical con la proliferacion excesiva de
microorganismos, produciendo una flora vaginal alterada (vaginosis
bacteriana).

» Etapa Il (disolucion del tapdn mucoso y acceso a la cavidad): en funcion de
las caracteristicas de estos gérmenes (virulencia, tamafo del inéculo, etc.),
se producen enzimas proteoliticas que disuelven el tapdén mucoso,
invadiendo las bacterias el espacio coriodecidual y provocando una
reaccion inflamatoria local.

» Etapa lll (infeccién de las membranas fetales): los microorganismos pueden
invadir los vasos fetales causando una coriovasculitis, o bien pueden invadir
el amnios y causar una IlA. La ruptura de las membranas no es un requisito
previo para la llA, ya que los microorganismos son capaces de atravesar las
membranas intactas.

» Etapa IV (infeccion fetal): la infeccion del feto se puede producir a través de
la deglucion del LA contaminado (neumonia congénita), o por contacto
directo (conjuntivitis, otitis y onfalitis). La siembra de cualquiera de estos
sitios a la circulacién fetal puede resultar en bacteriemia y sepsis fetal.

>PATOGENIA. INFLAMACION INTRAAMNIOTICA

Los mecanismos por los cuales la infeccién intraamnidtica provoca un
parto prematuro se relacionan con la activacién del sistema inmune innato.

Esta inmunidad carece de especificidad, es constante en el tiempo porgue no
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tiene memoria y es la primera linea de defensa. Estd conformada por las
barreras frente a la infeccién; fisicas, quimicas, celulares (macréfagos,
neutrofilos, células Natural Killer) y mediadores (sistema del complemento,

citosinas y reactantes de fase aguda).

Inicialmente, se genera un sobrecrecimiento de determinados
microorganismos en el tracto genital inferior ya sea por alteraciones en la flora
microbiana normal vagino-cervical y/o por modificaciones en las propiedades
bioquimicas del fluido vaginal. Como alteraciones bioquimicas se describen la
elevacion en el pH vaginal y el incremento en la concentracién de diamidas,
poliaminas y diversas enzimas tipo mucinasas, proteasas y fosfolipasas. ¥’
Estos cambios microbiologicos y bioquimicos generan un sobrecrecimiento

microbiano, responsable de la invasion bacteriana posterior.

En una fase inicial, las toxinas producidas por estos microorganismos
alcanzan via ascendente la decidua y activan, a nivel de ésta y las membranas
fetales, una respuesta inflamatoria local a través del reclutamiento de
leucocitos, que se traduce en la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL1,
IL2, IL6, 1L18, IL8, IFN-y, TNFa) y mediadores inflamatorios, metaloproteinasa-
8 (MMP-8), factores de activacion plaquetar, prostaglandinas, leucotrienos,

oxido nitrico, etc.

Estos factores inflamatorios estimulan la produccién de prostaglandinas
en el amnios, corion y decidua, y acumulo de polimorfonucleares y otros
granulocitos en el miometrio que permiten la contractibilidad uterina, la
dilatacion cervical y la exposicion de las membranas a la entrada de microbios

en la cavidad uterina.

En los espacios extrauterinos, las prostaglandinas regulan la liberacién
de citoquinas inflamatorias que actian de forma sinérgica con la IL-8 en
aumentar la quimiotaxis de los neutrofilos y estimular la liberacion de
metaloproteinasas (MMP). Las MMP estan implicadas en los procesos de
borramiento cervical y en la degradacion de las membranas fetales. Degradan
el tejido conectivo permitiendo la ruptura de las membranas e induciendo el

parto pretérmino. Los microorganismos, al atravesar las membranas amnioéticas
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integras, estimulan la produccion de mediadores inflamatorios por parte de
macréfagos y otras células de la defensa, procedentes del corionamnios-liquido
amnidtico, que en Ultima instancia pueden entrar a la circulacion fetal y
desarrollar una respuesta inflamatoria en el feto conocida como sindrome de

respuesta inflamatoria fetal. *®

Gomez Lopez et al.*®

proponen la siguiente secuencia que podria iniciar
el parto. En primer lugar la activacién de las células de la inmunidad innata y
adaptativa incrementaria su capacidad de migracion. En los tejidos de la
interfaz materno-fetal las células son activadas y reclutadas a través de
quimiocinas como CXCL10, CXCL8, CCL2 y CCL5. El infiltrado leucocitario
amplificaria el ambiente proinflamatorio en la interfaz materno fetal que llevaria
a la estimulacion del parto. Un estimulo puede causar la activacion prematura
de esta via promoviendo un cambio desde el estado antiinflamatorio al

proinflamatorio.

En el parto pretérmino, la bioactividad y concentracion de la IL-6 estan
elevadas, asi como en la infeccion uterina, rotura prematura de membranas y el
inicio del trabajo de parto, en liquido amniético y en el plasma fetal. Es
detectable en liquido amnidtico durante los dos ultimos trimestres de la
gestacion, pero sus niveles son bajos en embarazadas que no estan en trabajo
de parto, medios en aquellas que si lo estan y elevados en aquellas mujeres
con infeccién intraamniética.'® Su determinacion identifica fetos en alto riesgo
de morbilidad neonatal,*** ya que ha sido identificado como un marcador de
sepsis neonatal precoz®*y concentraciones elevadas en la sangre del cordén
umbilical, son consideradas mediador de dafio y marcador de riesgo de la

leucomalacia en los prematuros.

El INF gamma es una citoquina tipica de la respuesta celular,
protagonizada por los linfocitos Thl. Se produce solo al final del embarazo,
pero a niveles muy bajos. Sus niveles en la embaraza a término son menores

que los de la no gestante.



El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) se produce por los macrofagos
en el inicio de cualquier infeccibn y como respuesta al stress. Durante el
embarazo, hay leucocitos productores de TNFa en la placenta. Su efecto es
fundamentalmente proinflamatorio. EI aumento en los niveles de TNFa en el
ambiente fetal, posiblemente a partir de células necroticas placentarias, se ha
relacionado con pérdida del embrién,®® hemorragias masivas y necrosis en
placentas infectadas por diversos patégenos (Chlamydia, Neisseria, Tricomona)
bajo condiciones en las que el dafio fetal directo no ha podido comprobarse.
Las acciones proinflamatorias del TNFa son fundamentalmente la quimiotaxis
de macroéfagos, con la subsiguiente lesion tisular y desarrollo de una respuesta
Thl. Este no es detectable en liquido amnidtico durante el segundo y tercer

trimestre de la gestacioén en ausencia de infeccién.*®*

Se ha visto que conforme la edad gestacional va progresando, la
celularidad en la decidua se va acercando a la de la mujer no embarazada,
disminuyen los niveles de interleuquinas Th2 y aumentan las de Thl. En
experimentacion con ratas se ha visto que se puede frenar la amenaza de

parto pretérmino con la administracion de IL-10.

D. MICROBIOLOGIA

Aunque la interfase materno-fetal se ha considerado tradicionalmente
estéril, se han identificado bacterias y virus en la decidua de gestaciones de
primer y segundo trimestre. Ademas, se ha descrito una microbiota placentaria
usando técnicas de secuenciacion, siendo diferentes entre pacientes nacidos a

término y pretérmino.'®

En el 50% de los pacientes, la infeccion es polimicrobiana, provocada
por una combinacién de microorganismos aerobios y anaerobios.*®® 17 108 g|
microorganismo mas frecuentemente implicado en la infeccion intraamniética
es el Mycoplasma genital y en particular el Ureaplasma urealyticum, presente
en el tracto genital inferior en mas del 80% de las mujeres embarazadas.'®
Son gérmenes de baja virulencia que debutan con poca clinica sistémica
materna. Existen estudios que indican que Ureaplasma contribuye al desarrollo

del parto pretérmino y produce dafio cerebral y pulmonar en el feto.**° Otros

45



microorganismos frecuentes se aislan comiunmente en cuadros de vaginosis

bacteriana.

El por qué algunas mujeres desarrollan una infeccién intraamniética
ascendente mientras que otras no, parece relacionarse con la mucosa del
tracto genital inferior y el ecosistema microbiano. La deteccidén de la vaginosis
bacteriana en el primer trimestre del embarazo es un factor de riesgo para la
presencia posterior de un trabajo de parto prematuro. Cuanto mas temprano se
detecta la flora genital anormal, existe mayor riesgo de pronéstico adverso.'**
Sin embargo el tratamiento de la vaginosis bacteriana asintomética no ha

disminuido el porcentaje de parto pretérmino.

Algunos estudios también demuestran la asociacion entre la deteccion
del genoma del adenovirus en la placenta y la corioamnionitis y el parto
pretérmino. En él se concluye que la corioamnionitis esta presente mas
frecuentemente en la placentas de partos pretérmino que son positivas a
adenovirus en comparacioén con aguellas que en las mismas condiciones son
adenovirus negativas (75% vs. 36%; P = 0.026). Este estudio demuestra que
la infeccion placentaria por adenovirus esta fuertemente asociada con la

corioamnionitis histolégica y el parto pretérmino.**?

En septiembre de 2008, Rombaldi RL y colbs.'*? publicaron en Virol
Journal un estudio en el que tras analizar muestras biolégicas tomadas en
placenta, sangre de corddn y neonato se evidenciaba infeccion placentaria por
virus del papiloma humano en un 23,3% de los casos y transmision
transplacentaria del virus en el 12,2%. El mismo afo, otro grupo encabezado

por Gomez LM et colbs.***

publicé en Human Reproduction un estudio en el
que se relacionaba la presencia del virus del papiloma humano en el trofoblasto

y en la sangre de corddn con el parto prematuro.

Algunos estudios recientes que usan técnicas moleculares y cultivos
sugieren que la inflamacion intraamniotica se asocia con el parto pretérmino en
ausencia demostrable de microorganismos, sugiriendo que puede existir un

papel para la “inflamacién intraamniética estéril.**°
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2. INFECCION POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH )

2.1. INTRODUCCION HISTORICA

La clinica de las verrugas genitales fue descrita por vez primera por
Celso en el afio 25 d.C., y posteriormente meédicos griegos y romanos
establecieron su asociacion con la transmision sexual. En 1907 Ciuffo postuld
su origen infeccioso por autoinoculacién, y a mediados de siglo Barret
evidencio epidemiologicamente la transmision sexual de la condilomatosis. En
1959, Ayre sugirié el origen virico de las alteraciones citolégicas presentes en

las lesiones precancerosas.'®

2.2. IMPACTO CLINICO DE LA INFECCION POR EL VPH

Diversos estudios han propuesto que la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) es una de las infecciones de transmision sexual mas
frecuentes y actualmente se considera a ese virus agente causal necesario

para el cancer cervical.**’

El cancer cervical representa el 11% de todos los canceres
diagnosticados en mujeres en todo el mundo, convirtiéndose en la segunda
neoplasia mas frecuente a nivel mundial.'*®* Anualmente se estima que se
presentan aproximadamente 500,000 casos nuevos en el mundo, de los cuales
el 80% ocurre en paises en vias de desarrollo, lo que la convierte en la
neoplasia mas comun en estos paises, donde su incidencia llega a ser hasta
de 40 por 100,000 mujeres.***1%°

Se estima que 630 millones de personas estan infectadas con el VPH en
todo el mundo.* Mas del 50% de las mujeres y los hombres sexualmente

activos son infectados por VPH en algiin momento de sus vidas.'*” 118 122

La infeccion por el VPH es mas comudn en los jovenes con edades entre
los 18 y 28 afios y disminuye en los grupos de mediana edad (Figura 7).*** Seis

de cada diez mujeres seran positivas para el VPH a los dos afios de su debut
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sexual. Entre los 20-25 afos la prevalencia en los paises en vias de desarrollo

es alrededor del 20%.%%*
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Figura 7: Tasas de prevalencia de la infeccion por el VPH (%) en funcién de la edad.

En Espafia la prevalencia del VPH en la poblacion general se estima
oscila entre el 3-6%, siendo una de las mas bajas de Europa.

A partir de los 50-55 afios se observa en Europa y América un nuevo
aumento de la prevalencia, menor al aparecido al inicio de las relaciones
sexuales, que se ha correlacionado o bien con la presencia de nuevos
contactos sexuales o con el envejecimiento del sistema inmune que permite la

expresion de infecciones latentes hasta entonces indetectables.*?

Las verrugas genitales, el espectro benigno de la infeccion por VPH,
representan un 33% de todos los diagnosticos en centros especializados en
ITS. Mas del 75% de los adolescentes y adultos de entre 15 y 49 afios de edad
se infectan por al menos un tipo de VPH a lo largo de su vida. Entre un 5y un
30% de las personas infectadas por el VPH estan infectadas por varios tipos de
VPH. La mayoria de las infecciones son subclinicas, detectables solo por

medio de una citologia o mediante determinaciones de ADN virico.*?°

Algunos predictores importantes de infeccion por VPH en mujeres son:
edad, raza no blanca, alto consumo de bebidas alcohélicas y tabaco, uso de
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anticonceptivos orales, inicio temprano de relaciones sexuales, trauma cervical

durante el parto, factores genéticos, y ciertos factores hormonales endégenos

asociados con el embarazo.'?® 1?7

2.3. CARACTERIZACION DEL VPH

El VPH pertenece a la familia de los Papillomaviridae, es un virus de

ADN de doble cadena y de pequefio tamafio (aproximadamente 8000 pares de

bases).

Gracias al uso de la secuenciacion del ADN, hasta la fecha se han

identificado, aproximadamente, 200 tipos de virus del papiloma humano (VPH).
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Figura 8: Genoma del VPH

Estos virus constan de varios genes u open reading frames (ORF) de
dos tipos diferentes: hasta ocho genes de expresion temprana o early (E1-E8),
cuya expresion se traduce en proteinas implicadas en la regulacion y
replicacion viral, y dos genes de expresion tardia o late (L1-L2), cuya expresion
genera las proteinas para el ensamblaje de la cubierta viral, la cipside. Una
region de control, denominada long control region (LCR), sera la encargada de

controlar la expresion de los genes tempranos E6 y E 7. Mientras que los
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genes de expresion temprana difieren notablemente en su secuencia entre los
diferentes tipos de VPH, los genes de expresion tardia presentan notables
similitudes entre ellos. Esta peculiaridad convertra a estos genes
especialmente a L1, en la diana principal de la deteccion de ADNs virales por
meétodos “consenso”, al contrario de la deteccidn “tipo especifica”, que utilizara

genes con alta variabilidad intertipo como E6 y E7.%®

2.4. CLASIFICACION DE LOS VPH Y SU RELACION CON LA
PATOLOGIA

Existen mas de 200 tipos de VPH. Estos difieren en cuanto a los tipos de
epitelio que infectan. Algunos infectan sitios cutaneos, mientras otros
superficies mucosas. Aproximadamente 40 de estos virus del papiloma infectan
el epitelio del tracto genital. Los tipos anogenitales de VPH, virus de
transmision sexual, se han dividido en dos clases mediante estudios
epidemiologicos dependiendo de su asociacién con el cancer de cuello de
Gtero™®®:

- Tipos de bajo riesgo oncogénico(BR): 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
y 89.

- Tipos de alto riesgo oncogénico (AR): 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82.

Como es logico, los estudios epidemioldgicos atribuyen variaciones
poblacionales importantes en la prevalencia y relacion causa-efecto de los
diferentes tipos virales, sin embargo, es indudable la gran prevalencia o
implicacién en las patologias de alto grado y carcinomas que tienen los tipos 16,
18 y 56 y la que los tipos 6 y 11 tienen en las patologias de tipo

condilomatoso.**

2.5. VIAS DE TRANSMISION DEL VPH

El VPH se transmite basicamente por via sexual, siendo el coito la via
primaria de infeccion genital. Hay que destacar que se incluye en la definicion
de coito tanto el vaginal como el anal. El sexo anal receptivo ha mostrado estar
estrechamente asociado a la deteccion del VPH en el canal anal en varones

homosexuales. Otros tipos de contacto genital en ausencia de penetracion
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(contacto oral-genital, manual-genital y genital- genital) pueden causar una
infeccion por el VPH, pero esas vias de transmision son mucho menos

comunes. 3!

El comportamiento sexual es el factor predictivo mas constante en la
adquisiciébn de una infecciébn. Mas importante aun, el numero de parejas
sexuales se relaciona proporcionalmente con el riesgo de tener una infeccién
por VPH.'®! Mantener relaciones sexuales con una pareja nueva puede ser un
factor de riesgo mas fuerte para la adquisicion inicial del VPH que mantener

relaciones sexuales con una pareja estable. '*? 1%

No hay todavia datos empiricos acerca del grado de transmisibilidad via
sexual del VPH. Se ha estimado que la probabilidad de transmision del VPH 16,
por cada compafiero sexual nuevo, es de alrededor del 60%'**y que 2/3 de las
personas con relaciones sexuales con una pareja con condilomas desarrollara
también verrugas genitales. El tiempo exacto de incubacion es desconocido,
pero para los condilomas se sitla alrededor de los tres meses. La utilizacion

del preservativo disminuye el riesgo de contagio en un 70% aproximadamente.

Aungque se cree que las infecciones por VPH se transmiten casi
exclusivamente por contacto sexual, los datos epidemioldgicos que investigan
la relacién entre el comportamiento sexual, las infecciones orofaringeas vy el
cancer (como la edad de la primera relacién sexual, y el nUmero de parejas con
sexo oral) son inconsistentes. Por ejemplo, un nimero considerable de estos
pacientes refieren sélo unas pocas parejas durante su vida sexual y sin
antecedentes de sexo oral. Por lo que estos datos sugieren que existen otras

rutas de transmision.

Otros tipos de vias de contagio posibles serian fomites, instrumental y la

transmision vertical, aunque son infrecuentes.

La transmisién vertical del VPH de la madre al feto existe, de hecho,

hasta el 80% de los neonatos nacidos de mujeres con VPH genital tiene ADN
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detectable en su aspirado nasofaringeo o en su mucosa oral, y esto puede

persistir durante meses o afos.

2.6. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VPH

Las infecciones genitales por VPH, en la mayoria de los casos son
asintomaticas y transitorias. Cerca del 70% de las mujeres con infecciones por
el VPH se tornan negativas por el ADN del VPH en un afio y el 91% en dos
afos. Por tanto el curso habitual de la infeccién es a la curacién espontanea, y
la duracién media oscila, en diferentes series, entre 6-12 meses y 2 afos. La
duracion en los VPH de AR es mayor que para los de bajo riesgo. Las
infecciones por el VPH 16 tienden a persistir mas tiempo que las infecciones

por otros tipos de VPH, pero en su mayoria son indetectables en 2 afios.**

Se cree que el desarrollo gradual de una respuesta inmune eficaz es el
mecanismo mas probable para el aclaramiento del ADN del VPH. Sin embargo,
también es posible que el virus permanezca en un estado latente indetectable y

luego se reactive muchos afios después.

No hay acuerdo sobre el tiempo necesario para considerar una infeccion
como persistente. En la préactica se define como la deteccion de un mismo tipo
viral en un minimo de dos ocasiones en un periodo de tiempo superior a 18-24

meses.

Unicamente alrededor de un 10% de las mujeres infectadas por el VPH
padeceran de infecciones persistentes por VPH.'?313¢ Aquellas mujeres con
una infeccion persistente por VPH de alto riesgo tienen mayor probabilidad de

desarrollar lesiones premalignas y cancer cervical.

La evolucién desde una infeccién por VPH, pasando por una lesiéon
cervical de alto grado hasta la aparicién de un cancer cervical tiene una media
de 15-20 afos. La edad media de diagndstico de las displasias cervicales es de

32 afios, y la de cancer invasor, de 47 afios. (Figura 9)
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Figura 9: Historia natural de la infeccién por VPH

2.7. PATOGENIA DE LA INFECCION POR VPH

Los VPH, al igual que otros virus, aprovechan la maquinaria celular para
replicarse. Utilizan las células basales del epitelio, que se encuentran en
continua proliferacion. Asi pues, para que se inicie un proceso infeccioso, el
virus debe alcanzar las células de la capa basal epidérmica. Es durante la
actividad sexual cuando se producen microtraumatismos en el epitelio genital,
en particular en la zona de transformacion cervical, que exponen las células

basales al VPH y permiten su infeccion.

Una vez el VPH ha infectado estas células se inicia la replicacion viral. El
ensamblaje de los viriones se lleva a cabo en los estratos superiores.
Finalmente en las capas mas superficiales se produce la expulsion de los

viriones y asi se reinicia un nuevo ciclo de infeccion (Figura 10).

Todo el proceso de replicacién viral se realiza en el estrato epidérmico,

sin que se produzca en ningln momento viremia.
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Figura 10: Representacion de la replicacion viral en epitelio escamoso

2.8. FACTORES DE RIESGO PARA PERSISTENCIA Y PROGRE SION DE
INFECCION POR VPH

Se han identificado varios factores de riesgo que parecen asociarse con
la persistencia de la infeccion por VPH, asi como con la progresion hacia

cancer cervical (CC).

Se conoce que la inmunodepresion, por cualquier causa, incluida la
infeccion por el VIH, aumenta la persistencia del VPH y se asocia con un mayor

riesgo de contraer cancer cervical invasivo.**’

El tabaquismo ha sido asociado con la persistencia del VPH vy el riesgo
de contraer CC. Mdltiples estudios de casos y controles muestran una
asociacion moderada y estadisticamente significativa entre el tabaquismo y el

CC, aun después de ajustarse teniendo en cuenta los efectos del VPH.**®



Otros factores epidemiologicos asociados con el riesgo de contraerlo,
incluyen el uso a largo plazo de los anticonceptivos orales, las coinfecciones

como clamidia, el nimero de partos y ciertos factores nutricionales.**

2.9. PRESENTACION CLINICA DE LA INFECCION POR VPH

La mayoria de las infecciones por VPH son asintomaticas y transitorias.
El virus puede transmitirse aun cuando no hay presentes sintomas (como las
verrugas u otros signos visibles)*??. No obstante, algunas infecciones producen
cambios epiteliales o cancer. Se establece un periodo de incubacion de 6
semanas a 2 afos para que se manifiesten las lesiones clinicas o subclinicas

de la infeccion.*#°

A. CONDILOMAS

La expresion clinica mas conocida de la infeccion viral la constituyen los
condilomas acuminados o verrugas genitales que afectan al 1% de la poblacién
adulta sexualmente activa. Aproximadamente en el 90% de los casos estas
verrugas anogenitales estan producidas por los VPH-BR 6 y 11, y pueden tener

morfologia, localizacién y nimero muy variable.***

La lesion clinica inicial es una micropapila de escasos milimetros que
puede ser unica, pero que generalmente con el tiempo desarrolla varias
formaciones exofiticas que se agrupan en racimos, de 1-10 mm de diametro,
gue tienden a conflur y a extenderse (sobre todo en pacientes
inmunodeprimidas o diabéticas).

El tumor de Buschke-Loewenstein o condiloma gigante es una variedad
muy rara, caracterizada por un crecimiento agresivo secundario a la presencia

de areas de atipia o carcinoma.

La morfologia de los condilomas también es muy variable. Si se sitian
en las areas genitales queratinizadas son de color blanco grisaceo e
hiperqueratosicos (condiloma acuminado), mientras que los localizados en las

mucosas tienen coloracion rojiza o palida, pueden ser proyecciones digitales
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con asa capilar visible (papilares). Los denominados maculares aparecen
también en mucosas, son tipicos del cérvix, pueden ser de color blanco-
grisaceo o rosado y a veces solo son visibles tras la aplicacion de &cido acético.

En los casos en que aparecen en vulva pueden estar hiperpigmentados.

Suelen afectar a las zonas traumatizadas durante el coito: horquilla
vulvar, labios menores y mayores, clitoris, meato uretral, periné, region perianal,
introito, himen, vagina e incluso cérvix. Casi el 50% de las pacientes presentara
lesiones en varias areas. ** El 25% de las mujeres con condilomas
vulvovaginales también presentara condilomas perianales.*** Los condilomas
intra-anales se observan fundamentalmente en los pacientes receptores de
sexo anal y hay que diferenciarlos de los perianales que no requieren la

existencia de esta practica sexual.

A pesar de que la mayoria de las lesiones condilomatosas son
asintomaticas, no es infrecuente que cursen con prurito, hidrorrea abundante e
incluso dispareunia. Las pacientes con condilomas pueden tener una infeccion

simultanea con VPH-AR, que pueden dar lugar a lesiones subclinicas.

El diagnéstico diferencial de los condilomas incluye papilomatosis

microglandular, restos himeneales, molluscum contagiosum, nevus y displasias.

B. LESIONES INTRAEPITELIALES

La mayoria de los casos la infeccion viral cursa de forma subclinica,

dando lugar a lesiones solo detectables da través de la citologia o colposcopia.

Este tipo de lesiones se localiza preferentemente en el cérvix, son
lesiones cervicales conocidas como lesiones intraepiteliales escamosas (SIL=
squamous intraepitelial lesiones), también denominadas CIN neoplasia
intraepitelial cervical. Cuando las alteraciones son escasas y so6lo afectan a 1/3
del estrato epidérmico, se denominan lesiones intraepiteliales escamosas de
bajo grado (SIL-BG), corresponden a las CIN I. La mayoria de estas

alteraciones regresaran espontdneamente. Sin embargo, algunas de ellas
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progresaran y evolucionardn a las denominadas lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado (SIL-AG: CIN Il y CIN Ill), que abarcan los 2/3 y el
total de la capa epidérmica respectivamente y que pueden acabar siendo las

precursoras de un cancer de cervix.

Tabla 4: Clasificaciones de lesiones cervicales intraepiteliales

DISPLASIALIS FHFVY DISPLAS|A DISPLAS|A DISPLAS]A CIs
Afios 49-63 LEWVE TMODERADA GRAVE
CIN-MIC HF" CMN-MIC 4 CIN-MNIC 2 CIN-MIC 3
{Richart) (1576)
Anos 69-80
SIL-LIP SIL-LIF BAJD GRADO SIL-LIP ALTO GRADO
(Bethesda) (L-3ILY (H-3IL)
Desde 1989

Cuando las alteraciones se producen en la vagina las lesiones se
denominan VAIN (neoplasia vagina intraepitelial), y en el caso de localizarse en

vulva se habla de VIN (neoplasia vulvar intraepitelial).

C. LATENTE

Las nuevas técnicas de deteccion viral han puesto de manifiesto que a
pesar de que no haya presencia de lesiones, un 2-20% de la poblacién mundial
es portadora “oculta” del VPH. Se trata de infecciones virales completamente

asintomaticas, que solo se detectan al determinar la presencia de ADN viral.

D. PAPILOMATOSIS RECURRENTE JUVENIL

Se trata del tumor de laringe mas frecuente en nifios, que se manifiesta
con progresiva aparicion de afonia, estridor y tos. Una complicacion rara, con
una incidencia anual estimada de entre dos y cuatro por cada 100.000 recién
nacidos'**, pero de pronéstico recidivante y tratamiento dificil. Los tipos de VPH
mas frecuentemente encontrados en estos tumores son, al igual que en los
condilomas, los VPH 11 y 6. Se ha observado un aumento del riesgo de
transmision vertical del VPH y aparicién de papilomatosis recurrente juvenil con
la presencia de grandes lesiones condilomatosas que obstruyan el canal del

parto.'*®
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2.10. EL VPH EN LA ETIOLOGIA DEL CANCER

La infeccidn persistente por los tipos de VPH de alto riesgo se asocia
con casi todos los canceres de cérvix y muchos canceres de vulva, vagina,
regiones anales y los canceres de cabeza y cuello. Sin embargo, el riesgo de

padecer canceres de ano, vulva y vagina se considera menor al del CC.**° 1%

Tabla 5: Estimacion del nimero de tumores asociados a las infecciones por el VPH en la
poblacion mundial

s Fraccion : Proporcion
Localizacién Nimero de atribuible al N“mefo c.ie sobre todos los

casos VPH (%) casos atribuibles r—
Cuello uterino 492.800 100 493.243 4,5%
Pene 26.300 40 10.520 0,1%
Vulva vaginal 40.000 40 16.000 0,2%
Ano 30.400 90 27.360 0,2%
Cavidad oral 274.289 3 8.229 0,1%
Orofaringe 52.100 12 6.252 0,1%
Todas las
localizaciones 10.843.600 561.155 5,2%

Parkin DM, 2006"

El papel causal del VPH en todos los canceres de ceérvix (escamosos 0
glandulares) ha sido firmemente establecido tanto desde el punto de vista
biolégico como epidemiolégico. Los VPH 16 y 18 causan el 70 % de todos los

tipos de cancer cervical.**

Se asume que la infeccién virus del papiloma humano es condicion
necesaria para el desarrollo de cancer de cérvix uterino. Aunque no es una
causa suficiente; la mayoria de la poblacion que se infecta por el virus del
papiloma no desarrolla un cancer cervical. Existen una serie de cofactores que
hacen que la infeccién cervical por VPH progrese a cancer. El principal factor
es el tipo de virus: son los VPH —AR los que pueden progresar a cancer, y

entre ellos principalmente los tipos 16 y 18.14’
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Otros cofactores, ya comentados anteriormente, serian la coinfeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el consumo de tabaco, el

uso a largo plazo de anticonceptivos orales y la alta paridad.

Entre otros cofactores probables pero todavia no establecidos con
claridad se halla la coinfeccién por Clamidya Trachomatis y el virus del herpes
simple tipo 2, asi como factores genéticos e inmunoldgicos del huésped.

El cancer de cérvix es el segundo cancer mas frecuente entre las
mujeres de todo el mundo. Cerca del 83% de los casos se producen en paises
en vias de desarrollo, donde el cancer cervical representa el 15% de los
canceres femeninos. En los paises desarrollados la introduccién del cribado
sistematico con la citologia cérvico-vaginal (o test de Papanicolau) ha reducido
significativamente la incidencia de cancer de cérvix, que solo representa el

3,6% de los nuevos casos de cancer.

En Espafa la incidencia media de cancer de cérvix es del 8 por 100.000
mujeres/ano, y los registros que informan de las tasas de CIN 3 muestran cifras
del orden de 30 por 100.000 mujeres/afio.**®

El cancer de vulva corresponde al 4% de todos los canceres
ginecologicos. El tipo histolégico mas frecuente corresponde al carcinoma
escamoso. Al igual que el carcinoma escamoso de cérvix, su aparicion se
precede de lesiones intraepiteliales precursoras denominadas neoplasias
vulvares intraepiteliales (VIN), que también se gradua en funcion del grado de
severidad en VIN 1, 2 y 3, segun la Sociedad Internacional para el Estudio de
la Patologia Vulvar (ISSVD). Estas displasias vulvares pueden ser de tipo
simple (o diferenciado) o asociadas al VPH (tipo basaloide o verrucoso). Varios
estudios han corroborado la relacion entre la infeccion del VPH y el desarrollo
de VIN Il y cancer de vulva, sobre todo con los tipos virales de alto riesgo 16 y
18. Se considera que el 40% de los canceres de vulva son debidos al VPH. Y
gue la presencia de VPH-16 aumenta el riesgo de padecer VIN Ill de 3.6 a 13.4

veces.
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Se dispone de un numero limitado de estudios sobre el papel del VPH
en otros canceres genitales, pero éstos indican que los canceres de vagina y
ano se asemejan al cancer de cérvix en lo que se refiere al papel del VPH: en
ambos tipos de cancer se detecta ADN del VPH en la mayoria de los tumores y
lesiones precursoras (en el 82-100% de las neoplasias intraepiteliales
vaginales de alto grado se detecta ADN de VPH, y en el 88-94% de los

canceres anales).**® 1*!

Alrededor del 40 % de los canceres de pene se han asociado también a

la infeccién por VPH.2

En los ultimos afios se ha ido acumulando suficiente evidencia para
establecer al VPH como un importante agente carcindgenico en un subgrupo

de canceres de cavidad oral, faringe y laringe.***

Diversos estudios han demostrado la asociacion de la infeccion por VPH,
tanto de bajo riesgo como del alto riesgo con el retinoblastoma en los nifios,

aunque el mecanismo sobre la forma de infeccion sigue sin estar claro.*®

La evaluacion del afio 2005 de la Inernacional Agenzy for Research on
Cancer, sobre carcinogenicidad del VPH en humanos concluyé que también
existe evidencia suficiente a favor de la carcinogenicidad de los VPH asociados
a la epidermodisplasia verruciforme (EV) en el cancer de piel de células

escamosas.

2.10.1 MECANISMO DE CARCINOGENESIS

Las células basales epidérmicas cuentan con unos mecanismos de
defensa celular que revisan la secuencia de ADN antes de dividirse. Cuando la
célula localiza ADN viral pone en marcha un mecanismo de apoptosis celular
dirigido por las proteinas Rb y p53. Sin embargo, los VPH-AR en determinadas
circunstancias fisiologicas de “permisividad inmunologica” y tras un periodo de
persistencia de la infeccion, generalmente largo, sufren un proceso de

integracion dentro del genoma celular, a través de las particulas de ADN viral

60



gue se encuentran en forma episomal, y, con ello una serie de acontecimientos
gue conducen a un bloqueo de proteinas con funciones importantes en el ciclo
celular (p53 y Rb) mediante la produccién de unas proteinas, E6y E7.

Como consecuencia de este bloqueo, la célula se ve incapaz no sélo de
eliminar el ADN viral, sino también de arreglar errores intrinsecos al ADN que
se va produciendo, con lo que se acumulan alteraciones en el crecimiento
normal y diferenciacion del epitelio, seguidas de una acumulacién de errores

genéticos (clastogénesis), base de la transformacion tumoral.*>* *°°
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HSIL: Lesiones intraepiteliales escamosas de alto riesgo
LSIL: Lesiones intraepiteliales escamosas de bajo riesgo

Figura 11: Mecanismos teéricos de la carcinogénesis cervical por VPH

2.11. OTROS POSIBLES RESULTADOS DE LA INFECCION POR
VPH

Considerando que la asociacion entre VPH de alto riesgo (AR) y la
displasia cervical y el cancer ha sido bien establecida, parece que el VPH-AR
desempefia un papel en los resultados reproductivos adversos que
desarrollaremos méas adelante, en el apartado de infeccion por el VPH y

embarazo.
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El VPH también se ha asociado con enfermedad cardiovascular
ateroesclerdtica. Un analisis encontré que la presencia de VPH- AR se asocia
con un aumento del riesgo cardiovascular de 2,86 veces.'’ Las oncoproteinas
E6 y E7 del VPH, son conocidas por interactuar y desactivar proteinas
supresoras de tumores, incluyendo la p53 y la del retinoblastoma (RB),
afectando por tanto a la apoptosis y a la reparacion celular.**® La disfuncién de
p53 se ha demostrado que acelera la ateroesclerosis in vivo, e incrementa la
proliferacion celular, encontrando que era el mecanismo subyacente
independiente del proceso apoptético. Modelos animales muestran un
incremento de las tasas de lesiones ateroescleréticas y de lesiones mas
avanzadas y vulnerables por el aumento de la necrosis asociada con la

deficiencia del RB y p53 en los macréfagos. *°° %

2.12. DIAGNOSTICO DE INFECCION GENITAL POR VPH

Nos referimos principalmente al diagndstico de infeccion por VPH a nivel
cervical, el cual se puede extrapolar a la infeccién en otras localizaciones con

epitelio escamoso.

En los casos en que la infeccion del VPH curse con la presencia de
condilomas vulvares, vaginales o cervicales, éstos se podran observar durante

la exploracion del area genital

En los casos que la infeccion viral cursa de forma subclinica, las lesiones
cervicales son sélo detectables a través de la citologia o colposcopia:

La exploracion colposcépica  permite identificar los minimos cambios
que se producen en el epitelio patolégico, que muchas veces no son visibles a
simple vista y que requieren de la aplicacion de acido acético al 3% o de lugol
(test de Schiller) para ponerse de manifiesto. La deteccién de lesiones en la
zona de transformacion cervical que indican la presencia de infeccién
subclinica por el VPH permite dirigir la biopsia y controlar la evolucién de las

lesiones.
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La citologia es la técnica diagnostica tradicional en la prevencion
secundaria del cancer de cérvix. Permite detectar la coilocitosis, que es el
elemento caracteristico de la infeccidbn por el VPH: nulcleos engrosados,
hipercromaticos y halo o vacuolizacidon perinuclear. El 64% de las citologias de
las pacientes con diagnéstico de VPH muestran coilocitosis.*®*

En otras ocasiones identifican las anormalidades causadas por el VPH®?,
éstas pueden ser, anormalidades citoldgicas leves que representan el efecto
citopatico causado por una infeccidbn y pueden presentar una regresion
espontanea (células escamosas atipicas de significancia indeterminada ASC-
US o lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado L-SIL), o
anormalidades citolégicas graves (lesiones intraepiteliales escamosas de alto
grado H-SIL).

Este método diagndstico presenta limitaciones, debido a que las
citologias vaginales no detectan directamente el VPH, los resultados no

pueden confirmar definitivamente si existe o no infeccién por el VPH*

, otras
limitaciones son una proporcion significativa de falsos negativos (20-40%) y
resultados indeterminados (ASC-US). La sensibilidad de la citologia para

detectar CIN 3 no supera el 80%.%*

La realizacion de una biopsia para obtener el estudio histologico es
determinante para establecer el grado de alteracién. Debe realizarse ante la
sospecha de lesiones intraepiteliales, ya sean cervicales, vaginales o vulvares,
con el fin de determinar la conducta terapéutica y de seguimiento mas
adecuada. En el caso de los condilomas se requiere un estudio histolégico
siempre que la lesiobn despierte dudas diagnosticas. Debe descartarse
malignidad en los casos de pacientes inmunodeprimidos, lesiones atipicas,

amplias y/o refractarias al tratamiento.

Métodos moleculares de deteccion de la infeccion por VPH: hay varios
meétodos que permiten detectar el ADN del VPH mediante técnicas de biologia
molecular. **° La captura de hibridos es la técnica homologada por la FDA, y la
mas utilizada en la practica diaria (Hybrid Capture IlI). Con esta técnica no se
puede distinguir entre los diferentes tipos virales, pues lo que se utiliza es un

coctel de sondas de alto riesgo, pero permite semi-cuantificar la carga viral. Por
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otro lado, la PCR en tiempo real (Real Time-Polimerase Chain Reaction, RT-
PCR), utiliza iniciadores y dos juegos de sondas de ADN marcadas con
fluorescencia para discriminar los genotipos de alto riesgo (los mas frecuentes,
VPH 16 y18) de los de bajo riesgo (VPH 6 y 11). También permite la
cuantificacion del ADN inicial, utilizando controles externos de concentracion
conocida, asi como deteccion de infecciones multiples (empleando sondas
especificas de genotipo). La paricion reciente de PCR e hibridacién con
microseries de sondas (microarray chips) amplia notablemente el nimero de
genotipos a detectar asi como la deteccion de infecciones multiples. Con esta
técnica se han podido identificar hasta 45 tipos de VPH distintos.
Adicionalmente, se ha disefiado microarrays por casas comerciales, para
distinguir dos grupos de ADN de VPH, los de alto y bajo riesgo,

respectivamente.'®®

Las pruebas de ADN del VPH en el cribado del cancer cervical han sido
objeto de una investigacion exhaustiva en la ultima década, y en comparacion
con la citologia sola, la prueba de ADN del VPH es mas sensible, menos

especifica, y tiene un mayor valor predictivo negativo.
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Promedio de ganancia en sensibilidad de la prueba de ADN de VPH sobre la citologia: 28%.
PAP: Papinocolaou, citologia

Fuente: HPV Today, 2005 [www.hpvtoday.com]

Figura 12: Sensibilidad de la prueba de deteccion de ADN de VPH en relacién con la citologia
(Papanicolaou) en estudios comparativos de poblacion general.
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Promedio de pérdida de especificidad del test de VPH sobre la citologia: 7%.

Fuente: HPV Today, 2005 [www.hpvtoday.com]¥
PAP: Papinocolaou, citologia

Figura 13: Especificidad de la prueba de deteccién de ADN de VPH en relacién con la citologia

(Papanicolaou) en estudios comparativos de poblacién general.

Es interesante resefiar que con el empleo conjunto de ambas pruebas,
test de ADN del VPH vy citologia, para el cribado de cancer de cérvix, todos los
trabajos muestran una mejoria en la sensibilidad del cribado (media: 95.7%,
limites 76.3-100%).*°’

La exactitud de las pruebas de cribado es distinta segun la edad. La
sensibilidad de la citologia mejora en las mujeres mayores, 79.3% por encima
de 50 afos, frente a 55.4% en las de 35-49 afios y 48.7% en las mas jovenes
de 35 afios. Contrariamente, la sensibilidad del VPH es independiente de la
edad. En ambas pruebas la especificidad aumenta con la edad (94.9% para <
35 afios frente 97.6% para > 50 afios). La menor especificidad del test del VPH
en las mujeres jovenes es debida a la alta prevalencia de infecciones

transitorias.

Los estudios mas recientes muestran que el VPN del test VPH
permanece elevado con el tiempo. En las mujeres VPH negativas las tasas de
CIN2+ a los 5 afios son equivalentes a las de la citologia negativa a los 2
afios.'®® Asimismo, el VPN de la citologia junto con el test VPH es del 100% sin

apenas dispersion entre los trabajos (limites: 99.3%-100%), sugiriendo que el
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intervalo entre cribados puede ser alargado con seguridad si a la citologia se le
afiade el test de VPH'®, lo que la hace una alternativa con una buena relacién
costo/efectividad.

2.13. MEDIDAS PREVENTIVAS

De cara a la prevencion de una enfermedad lo ideal es evitar su
aparicion, la prevencion primaria. En caso de que esto no haya sido posible,
disponemos de la prevencidon secundaria, encaminada a diagnosticar
precozmente la enfermedad, bien mediante cribado (si la situacion es
susceptible de dicha intervencion) o mediante estrategias orientadas al
diagnoéstico precoz en la préactica clinica. En el caso del cancer de cérvix
actualmente disponemos de medidas de prevencion primaria (evitar el contagio
del VPH y vacunacién frente al mismo) y de prevencion secundaria (diagndstico

precoz mediante cribado), sin que podamos considerarlas excluyentes.

2.13.1. PREVENCION PRIMARIA

La prevencion primaria , consistente en evitar habitos de riesgo
(tabaquismo, el inicio precoz de las relaciones sexuales, la promiscuidad...) y

en la administracion de la vacuna contra el VPH.

=» Educacion Sexual
La prevencion de la infeccion genital por el VPH, con el uso de
anticonceptivos barrera, limitando el nimero de compafieros sexuales..., es
importante para reducir la prevalencia de las verrugas genitales, las citologias

cervicovaginales anormales y el cancer cervical.

La prevencion primaria de las enfermedades de transmisién sexual no
es facil. Evidentemente se podrian prevenir con la abstinencia sexual. Este es
un comportamiento excepcional, por lo que, aunque sea una opcion, resulta

bastante irreal.
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El inicio temprano de las relaciones sexuales, el mayor numero de
parejas, la promiscuidad o la no utilizacion de preservativo se han asociado con
una mayor frecuencia de infecciéon por VPH. Todo lo que vaya encaminado a
disminuir esos factores de riesgo contribuira a una menor incidencia de
enfermedades de transmision sexual en general y de la infeccion por VPH en

particular.

La educacion de la poblacién y de los profesionales sanitarios resulta
una medida fundamental. La informacién sobre estas enfermedades debe

sustentarse en una adecuada formacién sobre la sexualidad.

La OMS considera los siguientes puntos clave en el desarrollo de
cualquier politica de prevencion de las ETS:

1. Integracion de la educacién sexual en las escuelas de manera seria y
responsable.

2. Utilizar un lenguaje “claro” en temas de sexo, especialmente accesible
y asequible para los colectivos en mayor riesgo de exposicion: adolescentes,
homosexuales, prostitucion y toxicomanos.

3. Facilitar a los potenciales usuarios todos los elementos que
proporcionen una mayor seguridad durante las relaciones sexuales:
preservativos de latex, preservativos para sexo anal y oral, preservativos
femeninos de poliuretano, lubricantes compatibles con los preservativos etc.

4. La conjuncion de estas actividades con otras de caracter mas
sanitario: diagnostico y tratamiento correcto, declaracion y control
epidemioldgico, prevencion de la transmision por fomites mediante
esterilizacion adecuada y uso de material fungible en las exploraciones

ginecoldgicas, seguimiento de los contactos e investigacion.

Esta metodologia permitirA obtener resultados eficaces y reducir la

morbilidad y mortalidad derivada de estos procesos.

=» Vacunas profilacticas frente al VPH
Los ensayos clinicos con las vacunas frente al VPH han demostrado su

eficacia para prevenir la infeccién por VPH vy las lesiones a ella asociadas en
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mujeres menores 26 afios de edad no infectadas previamente, para los tipos de
VPH contenidos en la vacuna. Con los resultados disponibles actualmente, la
vacunacion realizada antes del inicio de las relaciones sexuales (o de haberse
infectado con VPH) podria prevenir al menos el 70% de los casos de cancer de

cérvix (principalmente los vinculados a los VPH 16 y 18).

Las vacunas profilacticas frente al VPH estan elaboradas por tecnologia
recombinante que ha permitido el ensamblaje con VLP (Virus-like-proteins) o
particulas semejantes al virus, formadas por las proteinas L1 de la capside viral.
Estas VLP carecen de ADN viral, por lo que no tienen capacidad infectiva, y
son muy inmunogénicas, es decir, tienen capacidad para producir una elevada
respuesta de anticuerpos neutralizantes. De ahi que sea una de las medidas

preventivas de primer orden.

La FDA ha aprobado tres vacunas para la prevencion de la infeccién por
VPH: Gardasil, Gardasil 9 y Cervarix. Las tres vacunas previenen las
infecciones por los tipos 16 y 18 de VPH, dos de los virus del papiloma humano
de alto riesgo que causan cerca del 70% de los canceres de cuello uterino y un
porcentaje todavia mayor de algunos de los otros canceres relacionados con el
VPH. Gardasil impide también la infeccion por los tipos 6 y 11 de VPH, los
cuales causan el 90% de las verrugas genitales (Vacuna tetravalente). Gardasil
9 previene la infeccién por los mismos cuatro tipos de VPH que Gardasil y otros
cinco tipos de VPH de alto riesgo (31, 33, 45, 52 y 58) por lo que se denomina

vacuna nonavalente.

Las tres vacunas se administran en una serie de tres inyecciones en

tejido muscular por un periodo de 6 meses.

La FDA ha aprobado Gardasil y Gardasil 9 para usarse en mujeres de 9
a 26 afnos de edad para la prevencion de los canceres de cuello uterino, de
vulva, vagina y de ano; para prevencion de lesiones precancerosas de cuello
uterino, de vulva, vagina y de ano; y prevenciéon de verrugas genitales. Gardasil
y Gardasil 9 fueron aprobadas también para usarse en hombres para la

prevencion de cancer de ano causado por VPH y para prevencion de lesiones
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precancerosas de ano y de verrugas genitales. Gardasil fue aprobada para
usarse en hombres de 9 a 26 aflos de edad y Gardasil 9 para usarse en
hombres de 9 a 15 afios de edad.

Hombres y mujeres que han recibido anteriormente Gardasil pueden

recibir también Gardasil 9).

Cervarix es producida pro GlaxoSmithKline (GSK). Se dirige a dos tipos
de VPH 16 y 18 (vacuna bivalente). La FDA ha aprobado Cervarix para usarse
en mujeres de 9 a 25 afos de edad para la prevencion del cancer de cérvix

causado por VPH.

Ademas de proporcionar proteccion contra los tipos de VPH incluidos en
estas vacunas, se ha descubierto que las vacunas proveen una proteccion
parcial contra otros pocos tipos de VPH que pueden causar cancer, lo que se
llama proteccién cruzada. Las vacunas no protegen contra otras enfermedades
de transmision sexual, ni tratan infecciones por VPH existentes o

enfermedades ya existentes causadas por VPH.

Dado que las vacunas disponibles en la actualidad no protegen contra
todas las infecciones por VPH que causan cancer, es importante que las
mujeres que estan vacunadas continien haciéndose el cribado rutinario de

cancer de cérvix.

2.13.2. PREVENCION SECUNDARIA

La prevencion secundaria, es aquella encaminada a diagnosticar
precozmente la enfermedad, bien mediante cribado (si la situacion es
susceptible de dicha intervencion) o mediante estrategias orientadas al

diagndstico precoz en la practica clinica.

=>» Cribado del cancer de cérvix
La prevencion secundaria del cancer de cérvix mediante cribado en
mujeres sanas mediante citologia cervical ha demostrado claramente su

eficacia, puesto que su aplicacion de forma adecuada y sistematica en
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determinados paises ha conseguido reducir en un 70-80% la incidencia y
mortalidad por cancer de cérvix. Este beneficio se debe a la deteccion de
lesiones premalignas asintomaticas cuyo diagnéstico y tratamiento evita su

progresion a carcinoma invasor.

En Espafa, desde el afio 2006, la Sociedad Espafiola de Ginecologia y
Obstetricia (SEGO), la Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y
Colposcopia (AEPCC), la Sociedad Esparfiola de Anatomia Patoldgica (SEAP) y
la Sociedad Espariola de Citologia (SEC) han incluido de forma opcional en sus
recomendaciones la utilizacién de la prueba de VPH en mujeres mayores de 35
afos, proponiendo dos posibles estrategias de cribado: combinacién de
citologia y prueba de VPH (prueba conjunta o co-test) cada 5 afios o citologia

exclusiva cada 3 afios.'"°

Actualmente en Espafia no existe una politica comdn de cribado del
cancer de cérvix sino que existen estrategias diferentes en cada una de las 17
Comunidades Autbnomas. Establecer una politica de cribado poblacional para
el cancer de cuello uterino, tanto en Espafia como en el resto de paises

europeos, deberia ser una prioridad.

En base a la evidencia cientifica y los conocimientos mas actuales, para
cada uno de los posibles escenarios clinicos, la SEGO ha desarrollado una
oncoguia de prevencion del cancer de cuello de utero, describiendo la
recomendacion (especificando el grado y el nivel de evidencia), la justificacion y

la conducta clinica derivada en funcién de la pauta elegida.'™

2.13.3. PREVENCION TERCIARIA: TRATAMIENTO DE LA
INFECCION POR VPH

Actualmente, no existen medicamentos anti-virales para tratar la infeccion
por el VPH, pero existen una gran variedad de tratamientos para las
enfermedades relacionadas con el VPH — verrugas genitales, lesiones pre-

cancerosas y cancer cervical.!”
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Para el tratamiento de las lesiones condilomatosas existen mdultiples
opciones terapéuticas, pero ninguna de ellas elimina el virus y las tasas de
recurrencia no son despreciables. Tampoco se ha demostrado que la

eliminacién de los condilomas disminuya la infectividad.

Los tratamientos de los condilomas pueden ser médicos o quirlrgicos.
Dentro de estos primeros encontramos los de autoaplicacién (Podofilotoxina o
Imiquimod) y los de administracion médica (acido tricloracético ATC). Entre los
quirargicos: la reseccion mediante bisturi o electrocoagulacion o las técnicas

ablativas con crioterapia o laser.

La infeccion latente del VPH, diagnosticada por un test de ADN positivo, sin
presencia de lesién, no debe tratarse. La paciente debe ser informada de que
se trata de una infeccibn comdn, que en la mayoria de los casos remite
espontaneamente (60% a los 6 meses), pero que la persistencia conlleva un
riesgo superior de desarrollar cancer, por lo que debe controlarse repitiendo la
citologia y determinacion del VPH (con/sin colposcopia) en un periodo no
superior a los 12 meses.!” La lesién subclinica se tratara segin los protocolos

de prevencién del cancer de cérvix.
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3. INFECCION POR EL VPH Y EMBARAZO

3.1. INFLUENCIA DEL EMBARAZO SOBRE LA INFECCION GE NITAL
POR VPH

El embarazo puede favorecer el desarrollo o reactivacion de infecciones,

en particular la infeccion genital por VPH.

3.1.1. PREVALENCIAY TASA DE INFECCION POR VPH EN EL
EMBARAZO

Varios estudios han informado prevalencias de infeccion por VPH en
mujeres embarazadas que van desde 5,4 hasta 68,8 %, con mayor riesgo en

menores de 26 afios 1417

, lo que sugiere la posibilidad de que el proceso
fisiol6gico del embarazo modifique algunas caracteristicas e incremente el
riesgo tanto de infeccibn como de persistencia de la infeccion por VPH. La

prevalencia de VPH decrece conforme aumenta la edad materna.'’®

Un estudio multicéntrico en 1660 mujeres con cancer cervical de 4
continentes indicé que un mayor nimero de embarazos es factor de riesgo
para cancer cervical (siete embarazos previos vs. ninguno: RM = 3.8; IC 95%
2.7-9.5) Y | sin estar claro todavia el motivo de esta asociacién, las
posibilidades incluyen factores hormonales asociados con el embarazo,
traumatismo cervical en el parto, o mayor persistencia de la zona de

transformacién exocervical.

La amplia gama de prevalencia de infeccion del VPH en los estudios,
esta relacionada con varios factores, como la etnia, la eleccion de los métodos
de deteccion, el tipo de VPH de AR, el disefio del estudio, y los perfiles de
factores de riesgo, como la edad materna, edad gestacional y antecedentes de

cesarea.

No obstante sigue existiendo polémica sobre el efecto del embarazo

sobre el virus del papiloma humano, como manifiesta un estudio transversal
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que comparo la prevalencia y la distribucién de los genotipos de la infeccion
cervical entre las mujeres embarazadas y no embarazadas realizado en Hong
Kong, resultando la prevalencia de VPH en mujeres embarazadas del 10,1%, y
del 11,4% en el grupo de no embarazadas, no mostrando ninguna evidencia de
una influencia del embarazo sobre la prevalencia del VPH, y la mayoria de

mujeres embarazadas infectadas por VPH tenian citologia cervical normal.*"®

Sin embargo estudios mas recientes sugieren una mayor prevalencia
de infeccion por VPH en mujeres embarazadas frente a las mujeres que no
estdn embarazadas. Este hallazgo puede estar relacionado con la
inmunosupresion relativa observada en las mujeres embarazadas, destacando
la importancia de la vigilancia adecuada de la infeccion viral en esta poblacion

especifica.’”

Considerando que las prevalencias pueden variar de acuerdo con la
edad y el tiempo de gestacion, Fife y colaboradores informaron de un
incremento de prevalencia de VPH de alto riesgo correspondiente a 31% en el
primer trimestre y a 35,6% en el tercer trimestre.*®® Morrison y colaboradores
sefalaron un incremento de 27.3% en el primer trimestre a 39,7% en el tercer

trimestre.'® En ambos casos la media de edad fue menor a 25 afios.

Otros estudios sin embargo afirman que la tasa de infeccion de VPH es
estadisticamente significativa en el tercer trimestre, pero no existen diferencias
significativas entre el primer trimestre, segundo trimestre, puerperio o0 mujeres

no embarazadas.'®?

El metanalisis mas reciente que encontramos en la literatura, que ha
recopilado todos datos sobre estudios de prevalencia del VPH publicados hasta
2013, incluye 28 estudios, y proporciona datos sobre la infeccion por el VPH en
relacion con 13640 mujeres embarazadas. La prevalencia global de VPH en las
mujeres embarazadas y no embarazadas de la misma edad fue de 16.82%
(95% IC del 16.21-17-47) y 12.25% (IC del 95%: 11.50-13-01), respectivamente.
La prevalencia en los tres trimestres fue de 18.20%, 14.38% y 19.32%,

respectivamente. El VPH-16 fue el tipo mas frecuentemente observado, con

73



una prevalencia de 3.86% (IC del 95%: 3.40-4.32). La prevalencia global del
VPH varia segun la region de estudio, edad y tipo de VPH. El meta-analisis
mostré un aumento significativo del riesgo de infeccién por VPH en las mujeres
embarazadas, con una odds ratio de 1.42 (95% IC: 1.25-1.61), especialmente
para las menores de 25 afios (OR1.79, 95% IC 1.22-2.63). Por tanto, los
resultados sugieren que las mujeres embarazadas, especialmente las menores

de 25 afios, son mas susceptibles a la infeccion por el VPH.'?3

3.1.2. FACTORES DE RIESGO DE INFECCION POR VPH EN EL
EMBARAZO

Eppel y colaboradores'®* informan de un mayor riesgo en embarazadas
de 20-25 afios y con escolaridad de 0-9 afios (RM = 2,2; IC 95% 1,5-4,3).
Morrison y colaboradores*®
infeccion en embarazadas de 20 a 24 afos (RM = 1,6; IC 95% 0,7-3.6) y con

escolaridad menor a 12 afos.

también informaron de un mayor riesgo de

Aungue se ha estudiado el efecto carcinogénico del habito tabaquico ,
que puede afectar la respuesta inmune del epitelio cervical, se acepta que
también esta relacionado con estilos de vida. Existe un mayor riesgo en
aguellas mujeres que fuman mas de 20 cigarrillos al dia (RM = 1.8; IC 95% 0.7-
4.5).% Otro estudio informa de un mayor riesgo en fumadoras de 1-4, 5-14 y
mas de 14 cigarrillos fumados al dia (RM de 1-4 cigarrillos al dia = 1.9; IC 95%
0.6-6.0; RM de 5-14 cigarrillos = 2.4; IC 95% 1.3-4.6; y RM de mas de 14

cigarrillos = 6.0; IC 95% 2.7-13.3, respectivamente).*®°

En referencia a la edad de inicio de la vida sexual , algunos estudios
indican mayor riesgo de infeccion por VPH en quienes iniciaron relaciones
sexuales a edades tempranas, existiendo mayor riesgo en quienes iniciaron su
vida sexual activa antes de los 17 afios (RM = 1.6; IC 95% 0.8-3.0). *8*

Sukvirach y colaboradores®’ informan que el uso de condén masculino

como método anticonceptivo en una muestra poblacional en Tailandia se
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asocia con riesgo de infeccién por VPH (RM de uso de condén = 1.3; IC 95%
0.6-2.8).

El hecho de tener mas de dos parejas sexuales en su vida, y que sus
parejas actuales probablemente tuvieran otras parejas, esta relacionado con un
mayor riesgo de infeccion por VPH. Segun un estudio existe un riesgo de hasta
5 veces mayor en quienes indicaron haber tenido 2 o mas parejas sexuales en
su vida.'® Otros estudios sefialaron también una asociacién entre el nimero
de parejas sexuales y la infeccion por VPH en embarazadas (2-5 parejas
sexuales RM = 1.6; IC 95% 1.3-2.1)'% y un mayor riesgo de infeccién por VPH
en aquellas que habian tenido mas de tres parejas sexuales (RM = 2.2; IC 95%
0.9-5.5). 8°

El embarazo, aunque en los estudios previos no parecia ser un factor

H % en el

independiente que incrementara la frecuencia de infeccion por VP
metaanalisis mas reciente de la literatura parece ser un factor que incrementa

las tasas de infeccion por VPH sobre todo en mujeres menores de 25 afos.
3.1.3. GENOTIPOS DEL VPH EN EL EMBARAZO

Existen estudios en embarazadas con infeccién genital asintomatica, en
los que los genotipos virales mas pevalentes en secrecion cervical y sangre

venosa materna son el VPH 16 y 18.*%°

Las tasas de prevalencia de infeccibn por VPH de alto riesgo
incrementan durante la gestacion alcanzando maximos en el tercer trimestre de
gestacion, observandose una tasa de infeccion cronica o incidental por VPH de
alto riesgo oncogénico (AR) en el 30% de las mujeres embarazadas. En
concreto, la prevalencia de infeccibn por VPH 16/18 entre las mujeres

embarazadas es del 22,6%.1"4

Ninguno de los actualmente conocidos factores de riesgo de infeccion

del VPH, puede ser correlacionado con la presencia de ADN del VPH de AR en
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las mujeres embarazadas. El desarrollo de infecciéon de VPH de AR concierne a

la poblacién de mujeres jévenes de entre 18 y 30 afios de edad.'*

Sin embargo la prevalencia de VPH de bajo riesgo no se modifica en

mujeres embarazadas.**?

Encontramos en la literatura un estudio sobre la prevalencia y los
patrones genotipicos de las infecciones por VPH genital en embarazos
normales, analizados por trimestres y ajustados por los datos
sociodemogréficos, reproductivos e historia sexual. Encontrandose genotipos
de VPH de AR en el 68,2% de los gestantes infectadas, incluyendo el VPH 16
(18.7%), 39 (16.4%), 53 (10.1%), y 56 (9.4%). Los genotipos de AR fueron
significativamente mas frecuentes en el segundo trimestre (23.8%) en
comparacion con los otros periodos (primer trimestre un 13.2%, en tercer
trimestre un 17.4%, después del parto 15.1%; p=0.010). Sin embargo, el VPH
de AR genotipo 16 o 18 se detectaron con mayor frecuencia en el tercer
trimestre (7.2%) en comparacion con los otros periodos (primer trimestre 2.9%,
segundo trimestre 5.2%, después del parto 2.1%; p=0.03). Concluyendo que el
segundo trimestre puede ser el periodo mas vulnerable de las infecciones por
VPH de AR.™

3.1.4. HISTORIA NATURAL DEL VPH DURANTE EL EMBARAZO

Se ha postulado que los cambios fisiolégicos e inmunoldgicos que
ocurren en el epitelio cervical durante el embarazo predisponen a un
incremento del riesgo de infeccion por VPH y su progresiéon. También se ha
informado que las mujeres infectadas con VPH muestran mayor persistencia y
progresion de la infeccién durante el embarazo; sin embargo, no se encuentran
bien documentados los mecanismos por medio de los cuales el embarazo
modifica el riesgo de la infeccion y la persistencia y progresion a lesiones
clinicas.*®

Al parecer en el embarazo, el aclaramiento del virus puede ser ain mas

dificil, ya que la replicacion del VPH puede estar incrementada por la
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progesterona y la capacidad de suprimir la infeccion se reduce a causa de una

reduccién de las células natural killer y de los linfocitos T.%°

Los datos reportados de la literatura sobre la relacion entre el VPH vy el
embarazo son muy discordantes, esta discordancia depende de las técnicas de
diagnéstico, historia clinica de la mujer embarazada y el periodo de embarazo,

en el que se recoge la muestra.*”

La carga viral aumenta en el periodo gestacional y disminuye en el
periodo post parto.'® Durante el embarazo los virus con alto potencial
oncogeénico, los cuales hasta entonces habian permanecido en el estado de
infeccién crénica, pueden someterse a reactivacion.*®* Posteriormente, el VPH

de AR puede volverse negativo a los 3-6 meses postparto.**°

El examen consecutivo, de las tasas de VPH positivo nos demuestra un
descenso después del parto y que la expresion positiva del VPH durante los

periodos gestacionales sufre fluctuaciones.*?

Dada la falta de una clara comprensién de la historia natural del VPH, se
ha invocado la latencia viral para justificar algunas de las situaciones que se
dan en el embarazo y en los recién nacidos que han adquirido el VPH de sus

madres.'®’

Este estado viral, que se caracteriza por una disminucién significativa en
la expresion de proteina viral y el establecimiento de ADN del virus del
papiloma en forma episomal, restringe la infeccion a las células basales del
epitelio, donde permanecen controlados por una respuesta inmunolégica de
memoria. **® Sin embargo, los factores que inhiben el sistema inmunitario
permiten la reactivacion viral, tal como se describe en estudios en los que se

han detectado verrugas fulminantes en individuos inmunodeprimidos.

Alternativamente, la inmunosupresion podria contribuir a la reactivacion
viral y/o adquisicion durante el embarazo, lo que podria resultar en la

transmision vertical. ExplicAndose también, la deteccidn transitoria de ADN en

77



los recién nacidos que han adquirido VPH de sus madres, que posteriormente
bajo algunas circunstancias como la inmunosupresion, el virus latente se
reactiva e induce la formacién de lesiones, lo que podria progresar a cancer o

no'199

3.1.5. LESIONES A NIVEL GENITAL EN LA GESTANTE CON
INFECCION POR VPH

A. Condilomas anogenitales

El embarazo favorece la aparicion de condilomas en la region anogenital
y la frecuencia recogida por distintos autores es muy variable, oscilando entre
el 1,3y el 30% de las gestaciones.?® Esta variabilidad se podria explicar por
las diferentes formas o condiciones de despistaje que se emplean durante el
control de la gestacion en los distintos medios.

Las localizaciones mas frecuentes de los condilomas son la
vulvoperineal (80%), vaginal (35%) y en ceérvix (20%). Otras localizaciones,

tales como la bucal y la respiratoria son raras.?**

Las lesiones genitales, condilomas acuminados durante el embarazo se
desarrollan rapidamente, crecen y se extienden considerablemente debido al
aumento de vascularizacién y las condiciones de humedad, asi como a la

concentracion de estrogenos y a una disminucién de la inmunidad.?®

B. Lesiones intraepiteliales de cérvix uterino

Existen cambios fisiologicos normales en el embarazo que alteran la
morfologia cervical y dificultan la identificacion de alteraciones. Se alteran los
componentes celulares debido a la elevacion de estrogenos. Se observan
cambios en el cérvix tales como el aumento de la vascularizacion, edema,
hiperplasia de las glandulas, metaplasia inmadura y decidualizacion del
estroma cervical. En el 30% de las embarazadas se produce una

decidualizacion del estroma en el segundo y tercer trimestre. Las reacciones

78



deciduales pueden producir cambios notables en el contorno de la superficie y

parecer sospechosos de lesién.?®

El efecto del embarazo en la historia natural de la lesion intraepitelial es
controvertido. Algunos autores reportan que el embarazo no modifica la
progresion de las lesiones moderadas a severas, otros describen una alta
incidencia de regresion en el postparto.

En un estudio de 138 mujeres con citologia alterada durante el
embarazo, Ahdoot et al, reportaron un porcentaje de regresién en el posparto
del 65 % de los ASCUS, del 64% de lesiones intraepiteliales de bajo grado y
del 47% de las lesiones de alto grado. Otro estudio australiano donde se
incluyeron 811 pacientes con citologia anormal anteparto, encontré un
porcentaje de regresion similar, pero también un porcentaje de progresion del
7% a lesiones de alto grado.

Se consideran factores de riesgo para la progresion de las lesiones
intraepiteliales del cuello uterino en el periodo postparto, edad por encima de
25 afios, lesiones HSIL y el VPH tipo 16.2%

La prevalencia de la citologia alterada en el embarazo se estima de
aproximadamente 0.5 a 3.0%. Los estudios realizados de citologias alteradas,
encontraron los siguientes hallazgos citolégicos durante el embarazo:
Abundancia de células deciduales degeneradas que pueden simular una lesion
intraepitelial escamosa de alto grado, morfologicamente solo difieren por el
mayor tamafo celular. El citotrofoblasto se distingue tan sélo por la presencia
de un nucléolo prominente, también puede confundirse con lesién intraepitelial
de alto grado, las células del sincitiotrofoblasto también pueden tener una

imagen similar a lesion intraepitelial de alto grado en la citologia.

Londo et al, en un estudio retrospectivo de 1377 citologias de paciente
obstétricas reveld que las células endocervicales estuvieron presentes en solo
44.1% de las muestras prenatales en comparacion al 82% de las muestras en

las citologias postparto. 2°°
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Todas las citologias alteradas en el embarazo deben ser evaluadas de
forma similar a la poblacion general, siendo importante mencionar que no se

debera realizar curetaje endocervical en el embarazo.

Segun otro estudio sobre el tipo de lesiones por el VPH, encontramos
mayor namero de lesiones CIN | y Il en mujeres embarazadas, sin encontrarse

diferencias con mujeres no embarazadas, en los tipos virales investigados.*®

Muchas de las técnicas recomendadas tradicionalmente en la evaluacién
de la citologia cervical anormal y el tratamiento del CIN en la mujer no
embarazada, como la colposcopia, biopsia de cuello uterino, y la escision
electroquirargica, se pueden aplicar a la paciente embarazada con excepciones
importantes, debido a la vascularizacion del cuello uterino asociado a la
condicion de gravidez y el riesgo de pérdida prematura del embarazo, haciendo
que se desvien las directrices de consenso existentes para detectar cancer

cervical en el embarazo y el tratamiento de CIN.?%’

Una actitud conservadora con una revalorizacion en el posparto puede
ser propuesta en el caso de diagnostico del CIN durante el embarazo, debido a

que el embarazo tiene poca influencia sobre casos de cancer invasor.*%?

C. Cancer de cérvix

El cancer de cuello uterino es la neoplasia maligha que se diagnostica
mas a menudo durante el embarazo y se detecta con frecuencia en un estadio
preinvasivo o invasivo precoz, dado que es el Unico cancer cribado
rutinariamente durante la gestacion.?® El sintoma mas comuin de presentacion
del cancer de cérvix en el embarazo es la hemorragia genital. El diagndstico
clinico se retrasa por falta de signos clinicos especificos y los aspectos
histoldgicos de las lesiones son idénticos a los observados en mujeres jovenes.

El resultado intrinseco del cancer no es modificado por el embarazo.
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La presencia de metastasis ganglionares es el factor prondstico negativo
mas importante y su evaluacion representa un parametro fundamental para

decidir si pueden continuar con el embarazo.?, #*°

Aunque el tratamiento del cancer de cuello uterino ha evolucionado bajo
el impulso de estudios multicéntricos aleatorizados, no existe el mismo nivel de

evidencia para el tratamiento de esta enfermedad en el embarazo.?**

3.1.6. DIAGNOSTICO DE INFECCION GENITAL POR VPH EN LA
GESTANTE

El diagnédstico de la infeccion por HPV puede establecerse por mera
inspeccion cuando existen condilomas y mediante estudio citoldgico cuando las

lesiones son asintomaticas.

La carga viral aumenta en el momento del embarazo, y decrece en el
periodo post-parto, por ello el embarazo es un momento ideal para realizar la
citologia cervical en aquellas mujeres que no forman parte de un programa de
cribado. La citologia cervical es facil de realizar con resultados fiables; de entre
el 5 % de las muestras que resultan patolédgicas, la mayoria son lesiones de
bajo grado.'®®

Muchas de las técnicas recomendadas tradicionalmente en la evaluacion
de la citologia cervical anormal y el tratamiento del CIN en la mujer no
embarazada, como la colposcopia, biopsia de cuello uterino, y la escision
electroquirargica, se pueden aplicar a la paciente embarazada con excepciones
importantes, debido a la vascularizacion del cuello uterino asociado a la
condicion de gravidez y el riesgo de pérdida prematura del embarazo, haciendo
que se desvien las directrices de consenso existentes para detectar cancer

cervical en el embarazo y el tratamiento de CIN.?"’

Una actitud conservadora con una revalorizacion en el posparto puede
ser propuesta en el caso de diagnostico del CIN durante el embarazo, debido a

que el embarazo tiene poca influencia sobre casos de cancer invasor.%
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Como hemos comentado en apartados anteriores, el diagnostico de
infeccion por VPH no puede ser detectado directamente con una citologia, sino
gue existe una serie de métodos moleculares que permiten detectar el ADN de
VPH, en secrecion cervical, entre otras, que puede identificar la infeccion por

VPH en forma mas definitiva, mediante técnicas de biologia molecular.

La prueba de deteccion de DNA del VPH es la mas sensible y fiable en
la deteccion de la infeccion por VPH en mujeres gestantes, en comparacion
con la citologia, pero teniendo en cuenta el costo de la PCR, se recomienda
inicialmente en muchos lugares realizacion inicialmente de citologia a las

mujeres gestantes.**?

El uso conjunto de la citologia y del test de ADN de VPH, para el cribado
de cancer de cérvix, muestra una mejoria en la sensibilidad del cribado y del
VPN, lo que sugiere que el intervalo de los cribados podria ser alargado con

seguridad, si se utilizase esta alternativa como método de cribado.

3.1.7. MEDIDAS PREVENTIVAS SOBRE LA INFECCION POR EL
VPH EN EL EMBARAZO

3.1.7.1. PREVENCION PRIMARIA

=» Vacunacion
El conocimiento de las rutas de transmision materno-fetal y de los
serotipos virales méas prevalentes, también es importante, particularmente para

poder plantearnos los programas de vacunacién como medida profilactica.?*?

Si se confirman los hallazgos, y una proporcion de abortos, CIR, partos
pretérminos y de preeclampsia, es causada por la infeccion por VPH, la
vacunaciéon contra el VPH puede tener beneficios adicionales de la salud. Sin
embargo, hasta que estén disponibles estos datos, la vacunacién contra el
VPH para prevenir los resultados obstétricos adversos sigue siendo

especulativa.
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Las vacunas contra el virus del papiloma humano, son vacunas
compuestas por proteinas recombinantes del VPH. Como precaucion no deben
de administrarse durante el embarazo. Sin embargo, algunas mujeres son
vacunadas poco antes de concebir o durante el principio del embarazo al no

estar todavia diagnosticado.

Tras una revision de los riesgos para el feto expuesto intrautero a estas
vacunas, los estudios realizados en ratas muestran que durante el primer
trimestre no hay un aumento del riesgo de malformaciones. Cinco ensayos
clinicos y la actualizacién anual del registro de embarazos de Gardasil de 2010,
qgue incluye mas de 1000 mujeres embarazadas vacunadas, no mostro
mayores tasas de abortos espontaneos, malformaciones importantes u otros
resultados del embarazo diferentes a la poblacion en general. La mayoria de
los datos sobre la vacuna bivalente provienen de dos ensayos clinicos que
comparan esta vacuna con la vacuna de la hepatitis A o con placebo. Se han
estudiado menos de 400 embarazos expuestos a la vacuna bivalente; la tasa
de malformaciones congénitas fue similar a la poblacion de control y no hubo
diferencias en cuanto parto prematuro en comparacion con los controles. En la
practica, hay pocos datos sobre la exposicion de la vacuna del VPH durante el
primer trimestre del embarazo. Las mujeres que se vacunan antes de concebir
0 en el embarazo temprano deberian recibir una informacién adecuada.”** No
se ha asociado con resultados adversos en el embarazo, por lo que no es
necesario interrumpir la gestacion; sin embargo, las dosis restantes deberian
ser retrasadas hasta la finalizacion del embarazo. Si por el contrario la mujer ha
recibido la vacunacion completa y esta planeando quedarse embarazada, no

seria necesario retrasar el embarazo, ya que la vacuna del VPH es inactiva.

= Inmunidad pasiva
Los recién nacidos tiene el sistema inmunitario inmaduro, especialmente
si es un parto prematuro. Las inmunoglobulinas maternas son transportadas a
través de las membranas placentarias durante el embarazo. Estos anticuerpos
son capaces de proteger contra las infecciones hasta que el sistema
inmunologico de los bebes tiene tiempo para madurar. El transporte

transplacentario de anticuerpos inducidos por vacunas se ha demostrado en

83



una variedad de vacunas, incluyendo vacunas contra el sarampion, varicela-
zoster, rubeola y la hepatitis A, entre otros. En el caso de anticuerpos contra el
VPH generados a través de la vacunacién, se ha demostrado que tras
vacunacion previa al embarazo de la madre con la vacuna tetravalente, los
anticuerpos también son transportados al feto a través de la placenta, pudiendo

ser capaces de prevenir la infeccion.?*®
3.1.7.2. PREVENCION SECUNDARIA

=>» Cribado del cancer de cuello uterino en el embarazo
El embarazo es la oportunidad ideal para realizar el cribado de cancer de
cérvix, por lo que se recomienda, en la primera visita del embarazo efectuar
una citologia o co-test, a todas las gestantes que no hayan seguido el protocolo
de cribado. Hay que tener en cuenta que la exactitud diagnostica de la citologia

puede estar alterada debido a los cambios fisioldgicos del embarazo.?'°

La deteccion de ADN de VPH en cuello o vagina no debe modificar la
conducta durante el embarazo ni el parto. Hay una respuesta inmune baja
contra el VPH durante los dos primeros trimestres de la gestacion, que explica
la frecuencia de la persistencia de la positividad en embarazadas. Pero esta
pobre respuesta se recupera de forma intensa al principio del tercer trimestre y
se acentua definitivamente en el postparto, con un aclaramiento muy alto de la

infeccion.

= Prevencion de la transmision materno-fetal
El riesgo de transmision vertical es muy bajo y las posibilidades de
infeccion persistente en el recién nacido igualmente son muy bajas, sin que se

produzca ninguna manifestacion clinica de esta infeccion.

Actualmente no existen medidas de consenso para la prevencion de la
posible transmision materno-fetal, pero los datos con los que contamos hasta el
momento afirman que debido a la existencia de otras vias de transmision

distintas a la via ascendente del tracto genital, como puede ser la via
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hematdgena-transplacentaria, no hay indicacion de cesarea absoluta en

mujeres asintomaticas, para prevenir la posible transmisién materno-fetal. **° 2’

Ademas el recién nacido puede tener anticuerpos que le protegen del
virus, explicando asi la baja tasa de complicaciones neonatales por el VPH en

los hijos de pacientes con parto vaginal y presencia del virus.

Unicamente, ante una condilomatosis extensa se deberia informar a la
pareja del riesgo de Papilomatosis Laringea, condicion que, aunque rara, es
dificil de tratar y es altamente recurrente y con riesgo de cancer laringeo futuro,

para valorar la realizacién de una ceséarea.

3.1.7.3. PREVENCION TERCIARIA

=» Condilomatosis en el embarazo

En relacién con el tratamiento de la condilomatosis durante el embarazo
es necesario tener en cuenta, su dificultad, aunque es particularmente
necesario por la sintomatologia que producen los condilomas durante la
gestacion, este esta condicionado por la extension de la condilomatosis y la
posibilidad de que los distintos procedimientos terapéuticos puedan producir
complicaciones. Sélo pueden tratarse los condilomas de localizacion vulvar vy,
ocasionalmente, algunos vaginales, ya que la sobreactuacion en estas
condiciones puede provocar hemorragias, partos prematuros o rotura de
membranas. Se puede recomendar el uso de sustancias causticas que
localmente aplicadas controlan el numero y tamafio de las lesiones. No se
pueden usar sustancias como la podofilina, 5-fluoracilo ni el imiquimod. Parece
ser que uno de los mejores métodos de tratamiento es la vaporizacion con
laser. Al mismo tiempo es necesario tratar las infecciones concomitantes, de
las cuales las mas frecuentes son por hongos, tricomonas y vaginosis

bacteriana.

Los fetos de madres con condilomatosis extensas estan predispuestos a

una infeccién fetal anteparto sobre todo en caso de rotura prematura de
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membranas, favorecida a su vez por la condilomatosis e infecciones

concomitantes.

El riesgo de transmision vertical o de infeccion persistente en el RN es
muy bajo. Existe controversia acerca de la posible génesis de papilomas
laringeos en los RN por contaminacion en el canal del parto, aspiracion de
liguido amnidtico e incluso también a través del semen por infeccion
ascendente a partir de la madre. La mayoria de los autores consultados hablan
de la rareza de la produccion de papilomas laringeos en el RN. Silberberg y et
al encuentran papilomatosis respiratoria en 7 de cada 1.000 nacidos de madres
con historia de condilomas genitales.

Los mecanismos de transmision pueden ser intraudtero, a través del canal
del parto e incluso postnatal. En todo caso el mayor riesgo para el RN es el
antecedente materno de condilomatosis genital durante el embarazoy no su
paso a traves del canal del parto, motivo por el cual la mayoria de los autores

consideran que no esta indicada la cesarea para finalizar la gestacion.

No obstante otros autores preconizan esta via porque tan sélo existen 2

casos documentados de contagio de HPV tras parto via cesarea.”®

Si las lesiones condilomatosas son muy extensas en el momento del
parto, aunque no existe fuerte consenso, se debe considerar la realizacion de
una cesarea ante el temor de que haya un profuso sangrado genital por

disrupcién del tejido perineal.

=> Infeccion latente
Si el VPH esta presente en el cuello uterino sin generar cambios
premalignos lo Unico que se requiere es evaluar mediante citologia y/o
colposcopia la evolucion de la infeccion cada 3 meses durante el embarazo y

reevaluacién posterior a los 3-4 meses postparto.
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=>» Lesiones subclinicas: lesiones intraepiteliales de Cervix
Respecto a las lesiones intraepiteliales en el embarazo, decir que
Gnicamente se realizara biopsia dirigida en los casos de alta sospecha de
invasion, ésta puede realizarse en cualquier momento de la gestacion,

adoptando las debidas precauciones para una correcta hemostasia.

( Citologia anormal J

!

( Colposcopia / biopsia R

.

No LEC
LS
NIC/CIS Micromvasor J Carcinoma
INVAsor

Repenr PAPy Cnnn

Colposcopia cada 8-12 (d““:"m’f invasion) . .
semanas Terapia apropiada
/manejo oncolégico

Margenes
positivos

NIC/CIS

Micromvasor

Etapa [A 1] Carcinoma invasor
Margenes Etapa [A2
Tratamiento en 6 Negativos
[ Semanas de posparto

Figura 14 Algoritmo para el manejo de Papanicolaou anormal en mujeres embarazadas
Legrado endocervical (LEC); Neoplasia Intraepitelial cervical (NIC); cancer in In situ (CIS)**°

Dado que el principal objetivo durante el embarazo es la identificacién de
la paciente con enfermedad invasora, si los resultados de la evaluacion
sugieren invasion estaria indicado realizar una conizacién diagnostica, por lo
que el cono cervical durante el embarazo se reserva soélo para la sospecha de

cancer invasor, dada la morbilidad hemorragica.

En ausencia de cancer invasor, debe recomendarse el parto vaginal, con
control cito-colposcépico posterior. Posponiéndose el tratamiento del CIN hasta

después del parto.
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=>» Cancer de cérvix
Aunque el tratamiento del cancer de cuello uterino ha evolucionado bajo
el impulso de estudios multicéntricos aleatorizados, no existe el mismo nivel de

evidencia para el tratamiento de esta enfermedad en el embarazo.

La estrategia a seguir en una mujer embarazada con cancer de cérvix
dependera de diversos factores, entre los que se incluyen el momento de la
gestacion en el que se establece el diagnéstico, el estadio de la enfermedad y
aspectos psicologicos propios de la paciente (creencias religiosas, educacion o

deseo de tener el hijo).?®

3.2. INFLUENCIA DE LA INFECCION GENITAL POR VPH SO BRE LA
GESTACION

La literatura cientifica actual tiende a centrarse sobre la asociacion del
VPH con el cancer, especialmente el de cérvix. Sin embargo, la infeccién por
VPH se sabe que afecta también a otros aspectos. De hecho, la evidencia
reciente sugiere que la infeccion por VPH puede afectar la fertilidad, puede
transmitirse verticalmente durante la gestacion y se ha asociado a peores

resultados obstétricos.

3.2.1. DISFUNCION TROFOBLASTICA SECUNDARIA A LA
INFECCION POR VPH

Considerando que la asociacion entre VPH —AR vy la displasia cervical y el
cancer ha sido bien establecida, parece que el VPH-AR desempefia un papel

en los resultados reproductivos adversos.

La hipotesis barajada en los estudios, es que a partir de una infeccion

genital por VPH de AR, a través de diferentes mecanismos que precisan ser
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mas estudiados, se producen alteraciones a nivel placentario, que ocasionan

peores resultados perinatales y mayor incidencia de abortos de repeticion.

Esta hipotesis estd avalada por los estudios que encontramos en la
literatura que relacionan la infeccion genital por VPH y las lesiones
cervicovaginales y los cribados citolégicos anormales secundarios al VPH con
peores resultados reproductivos. Y también por las alteraciones histolégicas de

las placentas de pacientes con patologia genital secundaria al VPH.

Otros estudios, describen como a partir de una infeccion genital por VPH, a
través de la ruta ascendente desde el tracto genital materno, se puede
desencadenar una infeccion placentaria, gue inducirian resultados

reproductivos adversos, asociadas a la disfuncién placentaria.

La infeccion del trofoblasto por el VPH se ha descrito en diferentes
estudios. La infeccion por el VPH, ha sido considerada durante mucho tiempo,
restringida al epitelio escamoso, sin embargo, los estudios demuestran como el
trofoblasto y el epitelio escamoso son ampliamente permisivos para el VPH,
incluso se ha encontrado que ambos tipos celulares tienen algunas similitudes

en el repertorio de expresién génica, explicando asi esta asociacion.?*

La deteccion ectocervical de ADN de tipos de VPH de alto riesgo
oncogénico se ha correlacionado con la presencia de ADN de los mismos tipos

en células trofoblasticas en un 25% de las ocasiones.

La fuerte concordancia observada en el tipo especifico de VPH entre las
muestras genitales y placentarias sugiere fuertemente que el ADN del VPH
detectado en la placenta proviene de la infeccidon viral materna. Esta infeccion
podria ser el resultado de una infeccion ascendente canalicular de las

secreciones genitales (transamnidticas). %%

El hallazgo de citologia anormal aumenta el riesgo de encontrar ADN del

VPH en la placenta. La presencia de ADN del VPH en placenta a su vez
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aumenta el riesgo de que el neonato tenga una prueba de VPH positiva al

nacer.??3

El VPH, segun los primeros estudios, era capaz de infectar el tejido
placentario y se asociaba con abortos espontaneos en el primer y segundo
trimestre de la gestacion, con tasas de infeccidon que varian desde 7% a 50% -
70%.%%*

Los genomas de 4 diferentes tipos de VPH (11, 16, 18, 31) fueron
seleccionados para experimentar in vitro los ciclos vitales completos en una
variedad de células trofoblasticas (3A trophoblasts), los datos demostraron que
pueden llevar a cabo su ciclo de vida completo. Otro estudio, también
demuestra como sobre una base molecular, el VPH-16 puede transferirse a las
células del trofoblasto extravelloso y someterse a un ciclo vital completo. De 3 a
15 dias, tras la transferencia, las células infectadas muestran una disminucion
de la viabilidad, tasas de apoptosis 5 veces mayor, y de manera progresiva y
significativa disminucién de la invasividad en la matriz extracelular.?® Se pens6
gue esto pudiese ser debido a la disminucion de la expresién de E-cadherina,
qgue es una molécula esencial de adhesion celular. Del mismo modo, la
infeccion del trofoblasto por el VPH-31 conduce a una disminucion del nimero
de células trofoblasticas y de células de adhesion endometrial en un sistema in

Vitr0.226 227

Ademas, se ha visto que las oncoproteinas E5, E6, y/o E7 del HPV-16
se expresan en lineas de células trofoblasticas y se han asociado con cambios
en la viabilidad y con una reduccién de la adhesién.?®, #° El promotor
temprano del VPH-16 también puede activarse constitutivamente en varias
lineas celulares trofoblasticas, lo que podria atribuirse en parte a la secrecion
de progesterona, por lo tanto, esto hace hincapié en la posible regulacion

hormonal de la expresion de genes del VPH durante el embarazo.

Otros estudios in vivo, sobre la transmision vertical del VPH, para evitar

la posible contaminacion de la placenta con las células cervicales del canal del
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parto infectado, analizaron la placenta a través de muestras por via

transabdominal, encontrando tasas de infeccidén similares.

La infeccion de la placenta es posible y las células trofoblasticas parecen

tener la maquinaria para la replicacion del VPH.

El trofoblasto, parece ser el blanco preferido para la infeccién por el VPH
a nivel placentario, segun demuestran los estudios que concluyen con la
frecuente deteccion de VPH en tejido trofoblastico extravelloso en los abortos

230 231

espontaneos , apoyados por todos los estudios de experimentacién in vitro

comentados.

Las células trofoblasticas extravellositarias o invasoras, fijan la placenta
a la pared uterina materna y son responsables del establecimiento de un alto
flujo, el cual con la baja resistencia de la circulacion materna, suministra
nutrientes a la placenta y al feto. El fracaso de la invasion de estas células
conlleva disfuncion placentaria y resultados obstétricos adversos asociados

con la disfuncion placentaria.*** %3 2%

En conjunto, los datos con los que contamos en la actualidad, indican
qgue el VPH es capaz de infectar y replicarse en células trofoblasticas invasoras
y que la infeccion por HPV induce secuelas patologicas que estan asociados

con la disfuncion de la placenta.

La asociacién entre infeccién por VPH e inflamacién como un factor de
anormal diferenciacion del trofoblasto es posible, los estudios hasta ahora
encontrados no pueden demostrar la causalidad y la existencia de otros

posibles mecanismos.

Por tanto, los mecanismos por los que las infecciones virales pueden
inducir un fallo en la invasion y la disfuncién placentaria, incluyendo
alteraciones en la expresibn de moléculas de adhesién celular,

metaloproteinasas de la matriz, las citocinas proinflamatorias y los principales
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antigenos de histocompatibilidad fallidos, necesitan ser estudiados en

profundidad.

A. PREVALENCIA DE LA INFECCION PLACENTARIA POR VPH

Estudios sobre la frecuencia de VPH en la placenta y en el corddn
umbilical, han encontrado frecuencias de entre 0.11 y 42%.%*> Es importante
destacar que el estudio que presentdo una alta frecuencia de VPH en la
placenta se llevo a cabo en mujeres con citologia sugestiva de infeccién por
VPH. Los estudios realizados en la poblacion general observan frecuencias de
ADN de VPH de AR inferiores al 7%.2% 2%

Las conclusiones sobre la prevalencia, no son claras ya que los estudios
tienen disefos diferentes y establecen criterios diferentes para el diagnostico
de infeccion placentaria.

Es necesaria la realizacion de estudios mas amplios para evaluar la

distribucion de la infeccién del VPH y prevalencia en la placenta.”*®

B. GENOTIPOS DE VPH EN PLACENTA

Los tipos virales identificados en las placentas segun el estudio de
Rombaldi et al, fueron los siguientes: 6/11 (50% de las muestras), 16 (25%), 18
(16.7%) 42, 52 y 58 (8.3% cada uno). El 58.3% de las placentas presento
genotipos de VPH de AR y en el 16.7% de ellas se objetivaron dos tipos
diferentes de ADN de VPH.

Los genotipos mas frecuentes que se describen en la literatura son el
VPH 6 y los genotipos de AR VPH-16 y VPH 18.%%°

En el caso de diferentes tipos de ADN de VPH en muestras genitales y
placenta, puede explicarse por diversas causas, tales como la contaminacion
de las muestras (poco probable) infeccion del semen en el momento de la

fertilizacion, infeccion debido a multiples tipos o subtipos y/o variantes de VPH.
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C. CARACTERISTICAS MOLECULARES E HISTOPATOLOGICAS D E LA
INFECCION POR VPH EN LA PLACENTA

Encontramos en la literatura Unicamente un estudio, cuyo objetivo fue
determinar las caracteristicas moleculares e histopatologicas de la infeccion por
VPH de la placenta, en asociacibn con complicaciones en el embarazo,
incluyendo la restriccion del crecimiento fetal, prematuridad, peeclampsia y
diabetes. Se analizaron 339 placentas mediante 5 métodos independientes
para identificar el VPH en la placenta; inmunohistoquimica para la capside viral
L1, Hibridacion in situ para ADN de VPH de AR, PCR, Western blotting y
microscopia electronica de transmisién. En este estudio, sesgado hacia las
complicaciones del embarazo deliberadamente, se detectdé VPH en la decidua
en el 75% de los casos y fue estadisticamente asociada su presencia a

corioamnionitis histolégica aguda (p<0.05).

-El 14 % de los casos de VPH positivo, tenian también
inmunorreactividad para VPH L1 en el trofoblasto velloso, y se
asocio con una villitis linfohistiocitaria y con genotipo de VPH

exclusivamente del tipo de AR

La Villitis linfohistiocitaria fue asociada significativametne con retraso

crecimiento intrauterino, parto pretérmino y preeclampsia. (p< 0.05)

Todos casos de preeclampsia tenian el VPH de AR.

Un 22% de casos de VPH positivos, tenian minima inmunorreactividad
para VPH L1 en el trofoblasto velloso, y se asociaron con una villitis
esclerosante pauci-inmune, la cual se asocié estadisticamente con

diabetes.?*

Otro estudio anterior, ya asociaba infeccion cervical por VPH de alto
riesgo, con parto prematuro y anomalias histolégicas en la placenta (trombosis
y villitis).?*! Estos hallazgos sugirieron que el mecanismo por el cual se produce
afectacion placentaria en la infeccién por el VPH podia ser el mismo que el de
las infecciones bacterianas del tracto genital inferior; tras una invasion al

espacio deciduocorial, se produciria el desencadenamiento de la produccion a
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nivel de la decidua y de las membranas fetales, de citoquinas y de una

reaccion inflamatoria en el tejido.

D. DIAGNOSTICO DE INFECCION PLACENTARIA POR VPH EN LA
EMBARAZADA

Para el diagnéstico de infeccion placentaria por el VPH se han propuesto
en los estudios existentes en la literatura, métodos directos, como es la
deteccion de ADN viral mediante técnicas moleculares, y métodos indirectos

como es el estudio de la histopatologia de la placenta.

D.1 DETECCION DE ADN DE VPH EN PLACENTA

Al igual que a nivel cervical, se han utilizado los métodos moleculares
para la deteccion de la infeccion por VPH a nivel placentario, que permiten

detectar el ADN del VPH mediante técnicas de biologia molecular.

Las muestras utilizadas en los diversos estudios, son variables en
cuanto a la localizacion anatémica de la toma de las mismas, cara materna,
cara fetal, zona central o periferia; o en cuanto a la forma de su obtencion,

raspado con torunda frente a biopsia.

También hay diferencias en el momento de la recogida de la muestra,
encontramos algun estudio que ha tomado muestras por via transabdominal
para evitar la contaminacion a su paso por el canal del parto, pero la mayoria

de los estudios parten de muestras placentarias obtenidas tras el parto.

Se han utilizado diferentes métodos para una determinacién precisa de
ADN de VPH en muestras placentarias en el tercer trimestre del embarazo. Los
estudios muestran que el uso aislado de meétodos de raspado o biopsia,
especialmente si se aplica en una sola cara placentaria, detectan en menor
medida la presencia de ADN de VPH.
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A pesar de existir distintos métodos moleculares, en algunos estudios
sobre deteccion de VPH en placentas, por ejemplo el de Eppel et al (2000), no
les fue posible la identificacion en ninguna de las 147 muestras de vellosidades

coridnicas recogidas por amniocentesis transabdominal de ADN viral.

La identificacion del germen requiere un minimo indéculo del
microorganismo y depende de la viabilidad de éste y de las condiciones

apropiadas de transporte, conservacién y procesamiento de las muestras.?*?

Un mejor conocimiento de los potenciales patdgenos del VPH a nivel de
la placenta, permitiria mejorar la tecnologia actual para un correcto diagndstico

de infeccion.

E. ESTUDIO DE LA DISRUPCION/DISFUNCION TROFOBLASTIC A
SECUNDARIA A LA INFECCION POR VPH

La estructura fundamental de la placenta esta establecida por el
trofoblasto, el cual esta diferenciado en citotrofoblasto (capa interna) y
sincitiotrofoblasto (capa externa). El tejido trofoblastico fetal emigra en dos

fases hacia las arterias espirales.

En la primera fase se elimina la estructura muscular de las arterias,
transformando los delgados vasos musculares en amplios vasos sin
musculatura, y por tanto sin resistencia al flujo sanguineo. Algunas citoquinas
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor de crecimiento
transformante beta pueden afectar las propiedades invasivas del trofoblasto en
esta fase.

En la segunda fase ocurre un proceso de invasion miometrial y

remodelacion de las arterias espirales en el cual el citotrofoblasto se transforma

y adquiere un fenotipo de células endoteliales.
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Molecularmente, el proceso esta regulado por factores de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF) y los
factores de crecimiento de fibroblastos acido y basico (FGF-1, FGF-2).

El factor de crecimiento placentario (PIGF), en estudios morfolégicos
gue muestran un pobre desarrollo vascular en la placenta y un incremento en el
indice mitético del citotrofoblasto, en asociacion a restriccion del crecimiento
fetal, se muestra en niveles significativamente altos. Expresandose su RNAmM
en el tejido deciduocorial, por lo que se postula como causante de la
proliferacion del trofoblasto y de la inhibiciébn del crecimiento de las células
endoteliales. *

Los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) tienen un papel
importante como mitégenos de las células endoteliales®** y se expresan en

diferentes tejidos, incluyendo la placenta. **°
Hasta ahora, han sido descritos cuatro diferentes subtipos de VEGF. 4

* VEGF-A, es una glicoproteina homodimérica unida a un bisulfito que juega
un papel importante en la vasculogénesis, angiogénesis, permeabilidad
vascular y vasodilatacion. 247 248

* EI VEGF es un factor de crecimiento unido a la heparina que actlia a través
de los receptores de superficie.

* Los receptores para el VEGF, VEFGR-1 y VEFGR-2, son receptores tipo IlI
de tirosincinasa. Diferentes estudios han demostrado claramente que
ambos receptores estan involucrados en la formacion de capilares y el
desarrollo vascular durante la embriogénesis. **° *° EI VEGF y sus
receptores se expresan en el endotelio de los vasos sanguineos y

contribuyen al desarrollo y regulacién de la permeabilidad vascular.?* %2

El VEGF-A, pequeias cantidades de VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y otros
miembros de la familia VEGF han sido detectados en la placenta. %2

Los receptores de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3) se han

identificado en los tejidos placentarios.?®* El VEGFR-1 es el receptor para PIGF,
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VEGF- A y VEGF-B ?*°; mientras que el VEGFR-2 es el receptor para VEGF-A,
VEGF-C y VEGF-D .%*® El VEGFR-3 es el receptor para VEGF-C y VEGF-D, el
cual parece jugar un papel importante en la regulacion de la angiogénesis y

linfangiogénesis. %°’

Estudios in vitro han demostrado que las células del trofoblasto
responden a la reduccion de la tensién de oxigeno por activacion del VEGF, de
sus dos receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 y disminucion de la secrecién de
PIGF 258 259

VEGFA b VEGFC,
PIGF, VEGF-B Isoforms: 121*| 165 189 205 | VEGF-D

Ligand / \

VEGF-R1 VEGF-R2 Meuropilin VEGF-R3
Endothelial progenitor Proliferation Survival
recruitment Survival permeability Migration

. Migration/invasion [ .

Vasculogenesis and angiogenesis Lymphangiogenesis

Figura 15: VEGF, tipos y receptores.

Las alteraciones en el desarrollo vascular placentario pueden ser
evidentes por las alteraciones de varios factores angiogénicos y en la
morfologia de las vellosidades y sus capilares.?®® 2°* Los cambios morfoldgicos
pueden afectar las ramificaciones y dimensiones de los capilares (volumen total,
superficie, longitud y didmetro promedio), la capilarizacion vellosa (volumen
relativo, superficie y longitud) y el desarrollo del arbol velloso.?**

Los factores de crecimiento de fibroblastos representan una gran familia
de factores de crecimiento y diferenciacién con por lo menos 18 miembros. Los
dos mas importantes son el FGF-1 (FGF acido) y FGF-2 (FGF basico), que
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comparten mas del 50% de similitud estructural. Ambos factores estimulan la
proliferacion y modulan la funcién de las células endoteliales, inhiben la
apoptosis y son quimiotacticos. Tienen alta y baja afinidad por los receptores
de FGF. La familia de receptores de alta afinidad es representada por los
receptores de FGF 1-4, los cuales son receptores tirosincinasa y son
responsables de las funciones de sefializacion. También se presentan en una
forma soluble en los liquidos biolégicos y la matriz extracelular.?%? 23

La infeccion placentaria por el VPH, a su vez, desencadena una serie de
respuestas inespecificas acompafiadas de procesos inflamatorios,
quimioatraccion de neutrofilos, activacion de macréfagos, intervencion de
células NK, de anticuerpos naturales, e incluso del sistema del complemento,
que formaran una primera barrera defensiva de inmunidad inespecifica. Mas
tarde las células presentadoras de antigenos, (APC), tras fagocitar las
particulas virales para digerirlas, comienzan un proceso de activacién, que
incluye la presentacion de antigenos en superficie, asi como la migracion a
ganglios linfaticos. Este proceso junto con moléculas coestimuladoras y
citoquinas conllevaria a la induccion natural de la respuesta inmune

adaptativa.’®*

Al igual que ocurre con otras infecciones intrauterinas, en las que se ha
propuesto la determinacion de marcadores de inflamacion como cribado
diagnéstico o para valoracion de respuesta al tratamiento, se podria utilizar la
determinacion de marcadores de inflamacion intrauterina, para valorar la
respuesta inmune frente a una supuesta infeccion viral a nivel placentario por
parte del VPH.

Como marcadores de inflamacion placentaria se han propuesto el
recuento de leucocitos, la concentracion de citoquinas (de ellas la mas
estudiada es la IL6), metalloproteinasa-8 (MMP-8) vy otras proteinas
inflamatorias como las Calgranulins A, C y Neutrophil dephensins 1y 2 que se

engloban en lo que se conoce como perfil protedmico, 2°° 206 267 268
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De forma individual, todos ellos presentan una buena sensibilidad para
detectar inflamacion intrauterina. Sin embargo, la utilizacion clinica de algunos
de estos marcadores estd limitada por su tasa de falsos positivos y por la

dificultad técnica en su determinacion.

Resulta interesante un pequefio recordatorio para explicar que las
citoquinas son proteinas de bajo peso molecular con accién autocrina y
paracrina que sintetizan las células del sistema inmune en respuesta a los
patdgenos y a sus productos, o a otras sefales relacionadas. Dentro de este
nombre se agrupan las proteinas llamadas linfocinas, monocinas quimiocinas,
interleucinas, interferones y factores estimulantes de colonias. Los productores
mayoritarios de estas proteinas son los macréfagos y los linfocitos T. Su accion
se efectla a través de la estimulacion de los receptores especificos para cada
tipo de interleucina. Hay interleucinas proinflamatorias como son la IL1, IL6,
TNF alpha, IL2, IL12, IFNy, TNF beta, IL16; antiinflamatorias como la IL10, TGF
beta, INF alpha y INF beta.

La IL6 es probablemente la citoquina méas relacionada con la
fisiopatologia del parto pretérmino asociado a la infeccion. La IL6 ha
demostrado ser el marcador predictor mas sensible de infeccidn intraamniotica
en la amenaza de parto pretérmino y membranas integras, con porcentajes que
oscilan del 80 al 100%, segun las series. El estudio de placentas de nifios
prematuros muestra una superior expresion de receptores para la IL6. Se ha
descrito una correlacion entre los nieles de IL6 en sangre de cordon y la
respuesta inflamatoria placentaria demostrada por estudios
anatomopatolégicos.?®® El TNF alpha ha sido reportado como un marcador
sensible para disfuncion placentaria determinado tanto sangre de cordén
umbilical como en trofoblasto®® 2. Por otra parte, el IFN gamma es una de las
citokinas mas relacionadas con la infeccion por HPV, y ha sido ampliamente
estudiado como factor prondstico oncogénico para el carcinoma de ceérvix

uterino.?’?

La asociacion entre infeccién por VPH e inflamacion como un factor de

anormal diferenciacion del trofoblasto es posible. Los posibles mecanismos por
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los que las infecciones virales pueden inducir un fallo en la invasion y la
disfuncion placentaria, incluyendo alteraciones en la expresion de moléculas de
adhesioén celular, metaloproteinasas de la matriz, las citocinas proinflamatorias
y los principales antigenos de histocompatibilidad fallidos, necesitan ser

estudiados en profundidad.

3.2.2. RESULTADOS REPRODUCTIVOS E INFECCION POR VPH
A. REDUCCION DE LA FERTILIDAD

Un aspecto de la infeccion por el VPH, que merece prestar atencion,
es su asociacion con la reduccion de la fertilidad o esterilidad. La infeccion por
el VPH puede dirigirse a diferentes tejidos a lo largo del tracto genital en
hombres y mujeres y dar lugar a alteraciones funcionales, resultando en una
reduccion de la fertilidad. En una revision sistematica que encontramos en la
literatura®’®, se desprende que el VPH puede estar asociado a los siguientes

datos:

Apoptosis de las células espermaticas

Alteracion de la calidad espermatica, a través de la disminucion del
recuento de células, de la reduccion de la movilidad y el aumento de

los anticuerpos anti-esperma

Apoptosis en células embrionarias

Abortos espontaneos

A.1 Infeccién por VPH y esterilidad masculina

La infeccion por VPH del esperma produce alteracion de la calidad del
semen. Estudios in vitro experimentales muestran que la exposicion al VPH
produce fragmentacion del ADN de las células espermaticas, sefial que
conduce a la apoptosis. Este efecto podria ser genotipo dependiente, ya que

cuando se expone las células espermaticas al ADN de VPH 16 o 31 se produce

100



fragmentacion, en cambio no ocurre nada cuando se exponen al ADN de los
tipos 18, 33 0 6/11.

En los mismos estudios se demostro también como los genotipos 16 o
6/11 producian una disminucion significativa de la amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza de las células espermaticas en comparacion con los tipos
18, 31,y 33.2"

Ademas de estas observaciones, Lee et al registro un descenso
significativo de la motilidad de los espermatozoides en presencia de todos tipos
de VPH 6/11, 16, 18, 31 0 33.>"

Otros estudios in vivo, también relacionan la astenozoospermia con la
deteccion viral de VPH. Los hombres infértiles tienen una infecciéon por HPV
prevalente en el espermatozoide. La prevalencia exacta de ADN-VPH en el
esperma sigue siendo un tema controvertido. La infeccion del semen por VPH
se encontré en 10% de las muestras de hombres asintomaticos que tenian
relaciones sexuales sin proteccion; esta cifra se elevdo a 53,8% entre los
pacientes afectados por las verrugas genitales y el 40,9% de los pacientes que

tenfan una pareja femenina VPH-positivo. 2’

A pesar de nuestro
desconocimiento sobre el papel del VPH en el semen, la literatura plantea la
posibilidad de que los espermatozoides pueden actuar como vectores en la
transmision de ADN del VPH. Esto puede ocurrir tanto en las células del
cumulo, donde puede llevar al fracaso de la implantacion, y en el embrion, en
las que puede explicar por qué algunas mujeres embarazadas VPH negativos

| 2’7 inform6 de un aumento del

dan a luz a bebés de VPH-positivo. Perino et a
riesgo de aborto cuando la prueba de ADN del VPH fue positivo en la pareja
femenina (40% infectados vs 13,7% no infectado), que fue aun mayor cuando
eran positivas las muestras de esperma de la pareja masculina (66,7%

infectado vs 15% no infectado).**®
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A.2 Infeccion por VPH y fracaso de las técnicas de reproduccion

asistida

Es bien conocido que las células espermaticas absorben las particulas
del VPH preferentemente en dos sitios diferentes a lo largo de la region
ecuatorial. Esta absorcion, puede no alterar el potencial de fecundacién de los
espermatozoides pero no esta claro si la infeccién puede tener efecto en otros
pasos tras la fecundacién.?”® Dos estudios distintos revelan una asociacion
significativa entre la infeccion por el VPH y el fracaso de las técnicas de
fecundacion in vitro (FIV), con tasas de fracaso de FIV en mujeres infectadas
por el VPH del 40% vs 13.5% en mujeres no infectadas, y de 76.5% frente 57%
p<0.02.2"°

La investigacion de la relacién entre la infeccion cervical por VPH y los
resultados tras inseminacion intrauterina, también resulté en que las mujeres
con VPH tienen 6 veces menos probabilidades de quedarse embarazada
después de una inseminacion artificial, siendo la prevalencia del VPH por ciclo

de inseminacion artificial del 11%.%%°

A.3 Infeccidn por VPH y esterilidad/infertilidad fe  menina

El estudio in vitro de Goémez et al.''* demostré que trofoblastos
transferidos con plasmidos que albergan genoma HPV16 sufren apoptosis en
tasas de tres a seis veces mayores que los trofoblastos transferidos con
plasmidos vacios. Esta apoptosis podria ser responsable de disfunciones en la
placenta, la reduccion de la capacidad embrionaria de invadir la pared uterina y
finalmente conducir a abortos involuntarios en las etapas precoces del

embarazo.

En un estudio realizado durante el primer trimestre de gestacion se
estudio la presencia del VPH 16 en los tejidos abortivos, hallandose en el 60%

de los abortos espontaneos respecto del 20% en los abortos electivos. 212%
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En una revision sistematica de estudios epidemiologicos de casos y
controles comparan la prevalencia del VPH en las mujeres con abortos
espontaneos y los controles; los resultados de los estudios incluidos se
presentan en la Tabla 6, demostrando la asociacion entre la infeccion del VPH y

los abortos espontaneos, en dos estudios distintos realizados en EE.UU.**

Tabla 6: Relacién entre el VPH y abortos espontaneos

Study Region HPV infection site Control Spontaneous abortion cases P value
N HPV prevalence (%) N HPY prevalence (%)
Gomez =t al., 2008 [28] sS4 Placentas 0 20 0 30 0.03
Hermomat et al., 1997 [20] USA 15 20 25 60 0.0001
Skoczynski et al,, 2011 [30]  Poland 7% 244 5113 0.366
Conde ferasz et al, 2013 [32] Mexico Cervix 138 1522 143 2446 0.0538
Bennani et al., 2012 [33]2  Morocco 713 411 38 684 0.001
Ticconi et al., 2013 [ﬁ]}g Italy 475 61.89 40 26.53 < 0.001

Para investigar la posible relacion entre la infeccion del VPH vy los
abortos de repeticion, se realizé un estudio de casos y controles retrospectivo,
mujeres con abortos de repeticion inexplicables y mujeres sin ningun tipo de
aborto involuntario, en las cuales se comproboé la infeccién cervical por VPH,
resultando que las mujeres con abortos de repeticion tenian una menor
prevalencia de pruebas de VPH positivas que los controles, lo cual podria
sugerir que la reactividad inmunoldgica que puede conducir a abortos de
repeticion podria ser de alguna forma proteccion contra la infeccion por el VPH

genital.?®*

Si el VPH no es la causa principal, debe ser considerado como un
factor de riesgo de reduccion de la fertilidad, valorando en un futuro su
deteccién en hombres y mujeres para hacer un diagndstico de esterilidad.

Aungue se necesitan muchos estudios para aclarar los mecanismos y
para determinar el papel del VPH, valorar si produce persistencia de las
alteraciones de fertilidad o por el contrario se tratan de efectos transitorios,
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restaurandose la fertilidad cuando se aclara el VPH. También seria necesario
aclarar los genotipos del VPH que se asocian con una mayor reduccion de la
fertilidad.

B. TRANSMISION MATERNO-FETAL
B.1 Tasa de transmisiéon materno-fetal

Existe mucha controversia acerca de la transmisidbn materno-fetal de la
infeccion por el VPH, especificamente acerca de la magnitud del riesgo, de la

via y del momento de dicha transmision.

El estudio mas reciente encontrado en la literatura fue realizado para
comprobar la transmisibn materno-fetal en cada trimestre del embarazo. El
ADN del VPH se detectdo en muestras cervicales en el 14% de las mujeres
sanas en el primer trimestre, en el 18% en el segundo trimestre y el 10% en el
tercer trimestre, siendo positivo el ADN de VPH en el 24 % de las gestantes en
al menos una ocasion en el embarazo. Al nacimiento, el 5.2% de los recién
nacidos eran positivos y todos ellos procedian de madres positivas durante
alguno de los tres trimestres del embarazo. El ADN del VPH de la placenta fue
positiva en un 3.3% de los casos, todos ellos de madre con prueba de VPH

positiva en muestra genital.’®

Varios estudios han demostrado un aumento del riesgo de transmision
vertical en neonatos nacidos de madres con alto riesgo, incluyendo aqui a las
mujeres con antecedentes de verrugas genitales, citologias alteradas o
displasia cervical.?® 28" 288 Sin embargo el riesgo de transmisién vertical en
embarazos de bajo riesgo varia de forma significativa entre los estudios. Tenti
et al informaron de un riesgo del 30% de transmisién vertical con un 1.5 % de
riesgo de infeccién neonatal, en todos nacidos de madres con VPH positivo.?*°
Tseng et al informaron de resultados similares con una tasa de transmision
vertical del 39.7% de las madres con VPH 16/18.>° En contraste, con otros

estudios menores que encontraban tasas de transmision vertical menores.
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B.2 Vias de transmisién materno- fetal

Emerge de la literatura gran numero de opiniones sobre la posible

transmision materno fetal del virus.

Hasta el momento la transmision vertical de VPH se consideraba que se
producia en el momento del parto, pero en los ultimos afios han comenzado a
realizarse estudios, como el realizado por el grupo encabezado por Sarkola ME,
gue demostré que la infeccién por VPH en sangre de cordén y trofoblasto esta

incrementada en gestantes que presentan anormalidades en la citologia.?*

Un gran namero de investigaciones han encontrado que la infeccion por
VPH también se puede transmitir por vias no sexuales, por ejemplo se ha
detectado ADN de VPH en la sangre y en células del aparato reproductor y en
células de la placenta; asi como en los lactantes, en los nifios, y en individuos

que nunca han tenido relaciones.?**

La transmisién horizontal a través de la saliva u otro contacto se ha
invocado para explicar los casos de infeccion oral en los bebés cuyas madres
son VPH negativos®®, y las investigaciones de transmisién vertical han dado
lugar a resultados contradictorios y detecciones de VPH transitorias en los
nifios.?®® De esta manera todavia no somos capaces de entender plenamente
la relevancia clinica de estos hallazgos, ya sea para el embarazo o la atencion

pediatrica.

En teoria, la transmisién vertical puede ocurrir a través de los siguientes

mecanismos de transmision:

- Transmision periconcepcional (durante la fertilizacién de un ovocito o

inmediatamente después de la fecundacion)
- Prenatal (durante el embarazo)

- Perinatal (durante o inmediatamente después del nacimiento)
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= TRANSMISION PERICONCEPCIONAL

Aunque el ADN del VPH se ha detectado en diferentes sitios del tracto

294 295 2% |35 células espermaticas®’ 28, semen®® 3%,

reproductor masculino
endometrio y ovarios®*, sugiriendo que el VPH podria transmitirse durante la
fecundacion de un ovocito o inmediatamente después, el significado de estos
hallazgos todavia es desconocido. En el andlisis in vitro se ha observado la
viabilidad de la infeccion por VPH en los espermatozoides y la transcripcion de
genes del VPH en ovocitos fecundados®®; y la actividad transcripcional del
VPH — 16 en el esperma fue confirmada in vivo. Sin embargo, son necesarias

mas investigaciones para confirmar esta via de transmision.

Por esta razon, nos centramos mas en las rutas prenatales y perinatales de

transmision vertical.

= TRANSMISION PRENATAL

La observacion de los nifios que muestran signos de lesiones inducidas por
el VPH al nacer, tales como lesiones laringeas y ano- genitales, ha dado lugar
a la creencia de que se puede producir una transmisién del VPH intrauterina.>®?
304

El ADN del VPH se ha detectado en el liquido amni6tico®®, en la placenta y
en el cordén umbilical.?®® Tanto el tejido coriénico, como la placenta pueden ser
infectados por via hematégena y por lo tanto, el VPH se puede transmitir a las
células amniéticas que luego son ingeridos por el feto.*® Otra posible via de
transmision intrauterina transplacentaria del VPH, puede ocurrir a través de la
ruta ascendente desde el tracto genital materno, ya que se ha demostrado
que la presencia de ADN de VPH, tanto en liquido amniotico y el cordon
umbilical, se correlaciona con las lesiones intraepiteliales cervicales en mujeres

embarazadas. 3%’

La tasa de transmision vertical del VPH ha mostrado resultados
inconsistentes, probablemente debido a la heterogenicidad de los ensayos

clinicos. A pesar de esto, en una revision, Medeiros et al informo6 de un riesgo

106



relativo de transmisién de madre a hijo de 4.8.3°® Ademas, el riesgo para el
recién nacido, es cuatro veces mayor cuando el VPH que se encuentra en el
tracto genital materno es el mismo que el que se encuentra en la sangre del
cordon umbilical. La presencia de VPH en las muestras cervicales de las
madres que transmiten el VPH a sus bebés, indica que tiene una carga vial

mas alta que las que no.>®

Sarkola et al informo de que las muestras de sangre periférica de todas las
madres que tenian VPH en la placenta y el cordon umbilical dieron negativo
para el VPH. Segun estos autores, la deteccion de ADN viral en sus muestras
parece ser debido a una historia materna de infeccidén activa y no a la deteccion
de material genético viral durante el embarazo. Sin embargo sigue existiendo la
posibilidad de que el VPH infecte a la placenta durante el embarazo temprano y

se haya aclarado en el cuello uterino en el momento del parto.

Durante el embarazo, el canal uterino sufre cambios anatémicos e
inmunologicos que pueden aumentar la susceptibilidad de las mujeres
embarazadas a las infecciones.**° Ademas de otros virus humanos tales como
el VIH, citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, el VPH puede ser capaz de
infectar la placenta o células de origen fetal. La transmision transplacentaria
del VIH y de las células maternas infectadas , incluidos los linfocitos, es un
fendmeno que ya se ha descrito y que puede ser estimulado por condiciones
patolégicas.®™*

Estudios sobre la presencia del VPH en las células polimorfonucleares
sugieren que la transferencia de células maternas podria permitir que el virus
pase a través de la barrera materno-fetal. Ademas como se ha observado para
el virus de la hepatitis B y el virus del herpes, bajo ciertas condiciones de
inmunosupresion, puede haber un aumento del paso de linfocitos que llevan el

VPH latente a través de la barrera materno-fetal.

La infeccion del trofoblasto  por el VPH se ha descrito en diferentes

estudios. Ademas You et al demostraron in vitro que las células trofoblasticas
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son ampliamente permisivas para que el VPH sea capaz de completar su ciclo

de vida.??®
= TRANSMISION PERINATAL

En este apartado, se considera la transmision perinatal, como resultado de
que el feto entre en contacto con las células infectadas de la vagina y el cuello
uterino durante el parto. Algunos autores han demostrado que hay una mayor
tasa de deteccion de VPH entre los recién nacidos por parto vaginal (51,4%),
en comparacién con los nacidos tras cesarea (27.3%)*° y una mayor
incidencia de la papilomatosis respiratoria juvenil después de un parto
prolongado (> 10 horas).**? Al mismo tiempo, Tenti et al ?®® observé un bajo
potencial de transmision viral a la mucosa orofaringea de los recién nacidos de
madres sin alteraciones citoldgicas o sin antecedentes de verrugas genitales. A
pesar de que segun el modo de parto la transmisién es mayor, ésta no predice
el estado del VPH en el neonato porque simplemente puede ser una

contaminacion.

La tasa de transmisibn materno-fetal de los serotipos 16/18 es del
39,7, 1Emor Marcador no definido.  ge gahe también que esta transmision es mayor

cuantos mas genotipos de VPH hay en la madre.>*3

La opiniébn de que un parto por cesarea proporciona proteccion contra la
transmision del herpes neonatal en mujeres embarazadas con lesiones obvias,
ha llevado a la sugerencia de que este procedimiento puede ser adoptado para
las mujeres embarazadas que presentan verrugas genitales. Sin embargo, no
existe un consenso claro sobre el grado de proteccién que el parto por cesarea
puede ofrecer contra la transmisidon materno - fetal del VPH. Esta falta de

acuerdo se basa en 3 hipétesis:

- El riesgo de transmision de la enfermedad (papilomatosis respiratoria)

es bajo
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- Un parto por cesarea no asegura una proteccion completa, ya que la
transmision de papilomatosis, se ha observado incluso en el parto por

cesarea electiva.

- Los riesgos derivados de una cesarea superan a los potenciales

beneficios.

En raras ocasiones, se recomienda la cesarea para las mujeres con
verrugas genitales, aquellos casos que causan obstruccion en el canal del
parto, o en los que el parto vaginal daria lugar a un sangrado excesivo debido a

la laceracion de las lesiones verrugosas.

B.3 Evidencia de transmision vertical del VPH a tra  vés de modelos

animales de infeccion

Hasta la fecha, no hay estudios que nos hayan demostrado claramente
la transmision vertical del VPH en los seres humanos. Sin embargo, los
estudios con el virus del papiloma bovino han demostrado datos mas

consistentes para apoyar la viabilidad de la transmisién hematdgena y vertical.
314 315

El virus del papiloma bovino es responsable del desarrollo de lesiones
en la piel y de canceres en bovinos. La transmision vertical inicialmente se
sugirio tras la deteccion viral en la sangre de vacas y de sus descendientes.
Mas tarde se detectd ADN en el tracto reproductor de los bovinos, en sus
fluidos y gametos, y en los anejos embrionarios. Después se detectd la
proteina del virus del papiloma humano en linfocitos, esta célula fue postulada

como un vehiculo para el transporte del virus por el tracto reproductivo.

Los recientes descubrimientos realizados por Roperto et al. pueden
representar un punto de inflexion en la investigacion de la transmision vertical
del virus del papiloma, ya que su estudio mostré una infeccion activa por el
virus del papiloma bovino en células de epitelio uterino y en el corion
placentario . Ademas, la oncoproteina E5 se caracterizo por formar un

complejo con el factor de crecimiento derivado de las plaquetas tanto en las
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células trofoblasticas, como en los 6rganos de los fetos bovinos. Este complejo
podria estar asociado con una organogénesis anormal en el embrion y un
deterioro del embarazo. En conjunto, estos hallazgos corroboran la hipétesis de

la transmision vertical de este virus.'®°

Como conclusién sobre las vias de transmision materno-fetal, decir que
estas nuevas rutas de transmision, deben ser investigadas con mayor detalle
para obtener una mejor comprension de la infeccidn y una conciencia mas
plena de las medidas preventivas que se pueden tomar contra las

enfermedades relacionadas con el VPH.

B.4 Posibles resultados de la transmisién vertical

Las posibles consecuencias de la transmision vertical del VPH son
muy variadas, dadas las caracteristicas oncogénicas del VPH. Una de las
complicaciones clinicas bien caracterizados es la papilomatosis respiratoria
recurrente, que es el desarrollo de lesiones en la laringe , las cuerdas vocales y
las membranas mucosas orales y nasales , y en raros casos , llega a la trdquea
y los bronquios. La papilomatosis tiene una distribucion bimodal de edad que
incluye la forma juvenil y una forma adulta. Aunque algunos estudios han
establecido una relacion entre la papilomatosis de menores y la presencia de
verrugas genitales maternos en el 30% -50 % de los pacientes, la mayoria de
los niflos que desarrollan esta enfermedad nacen de las mujeres sin

antecedentes de verrugas genitales durante el embarazo.?*°

Finalmente, la exposicion del sistema inmune fetal a los antigenos
virales podria reducir la respuesta inmune después del parto a las proteinas
virales, un fenomeno que podria ser aplicable a los nifios que desarrollan el
linfoma de Burkitt y ademas puede hacer que tengan anticuerpos contra el
virus de Epstein -Barr en los primeros 6 meses de vida. Teniendo en cuenta lo
gue se ha propuesto para el modelo de latencia VPH, también puede suponer
que el contacto entre el embrién o el feto con antigenos virales no tenga un
efecto inmediato como el aborto o malformacion. Mas bien, el virus permanece

en un periodo de latencia hasta que alguna perturbacién celular estimula la
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activacion y la replicacion viral. En conjunto, estas hipotesis podrian explicar en
parte los casos en que las mujeres VPH positivas dan a luz a bebés con VPH
negativo, asi como la tendencia familiar a desarrollar canceres relacionados

con el VPH.'®°

C. RESULTADOS PERINATALES

La infeccion por VPH de AR se ha asociado con un aumento de las
tasas de cesarea, mayor incidencia de oligohidramnios, restriccion del
crecimiento fetal, parto pretérmino, rotura prematura de membranas y

preeclampsia.

Esta infeccion produce una disfuncién placentaria, que puede conducir a
estos resultados obstétricos.

Segun los datos con los que contamos en la actualidad la neoplasia
intraepitelial cervical se relaciona con mayores tasas de cesareas, y mayor
incidencia de oligohidramnios y de recién nacidos prematuros. Tras evaluar los
resultados perinatales de mujeres embarazadas con neoplasia intraepitelial
cervical (CIN), se ha observado que la tasa de cesarea aumenta conforme
aumenta el grado de CIN y las semanas de gestaciéon; la incidencia de
oligohidramnios y de recién nacidos prematuros en mujeres embarazadas con

CIN también fue mayor.3'’

C.1. Restriccion del crecimiento fetal

Encontramos un estudio que sugiere una posible asociacion etioldgica
entre la infeccion por VPH de AR (16 y 18) en cérvix y placenta
concomitantemente y retraso del crecimiento intrauterino.3*®

Smaldone et al, determiné que la neoplasia cervical intraepitelial grado 3
(CIN3) y el cancer cervical estan asociados con mayor riesgo de pequefios

para la edad gestacional (PEG) en un embarazo posterior.3*
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C.2. Parto pretérmino

La literatura refleja varios estudios que relacionan la infeccién por VPH

de AR con parto pretérmino. 1%

Un estudio retrospectivo, sobre mujeres con partos Unicos nacidos vivos
méas alla de las 20 semanas de gestacion, que tenian una citologia previa
dentro del afio antes del parto, clasificadas en funcion de citologia anormal o
prueba positiva de VPH de alto riesgo como “cribado anormal”, se compararon
con las mujeres clasificadas como de “cribado normal”, para partos prematuros
antes de las 37 semanas. De entre las 2686 mujeres que cumplian los criterios
para el analisis, 213 (8%) tenian cribado anormal. Las mujeres con el cribado

anormal, resultaron tener un mayor riesgo de parto prematuro espontaneo.>*

Las infecciones en el tracto genital inferior son clinicamente reconocidas
como las principales causas del parto prematuro. Se cree que el mecanismo es
el mismo que se produce con la invasion bacteriana al espacio deciduocorial, el
desencadenamiento de la produccién a nivel de la decidua y de las membranas
fetales, de citoquinas que estimulan la sintesis y liberaciéon de prostaglandinas,

causando asi contracciones a nivel uterino.

Esta hipétesis es apoyada por un estudio que asocio la infeccion cervical
por VPH de alto riesgo, con parto prematuro y anomalias histologicas en la
placenta (trombosis y villitis). Este estudio correlaciono las alteraciones
citolgicas y las anomalias placentarias con el parto prematuro.*** Se piensa
que la infeccién por el VPH no causa corioamnionitis manifiesta como la
observada en la mayoria de las infecciones bacterianas, por lo que se sugirié

que el parto prematuro era provocado a través de una ruta diferente.

Otros investigadores encontraron que mujeres cuyos partos prematuros
fueron por trabajo de parto prematuro idiopatico tenian altas tasas de isquemia
placentaria y anormal placentacion (definida como el fracaso de Ila
transformacion fisiologica de las arterias espirales maternas, resultando en una

reduccion del flujo sanguineo hacia el espacio intervelloso de la placenta).
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Segun un articulo, publicado en Human Reproduction en 2008, se
corroboré6 que el VPH era capaz de infectar y replicarse en las células
trofoblasticas extravellositarias o invasoras, inducir la muerte celular y reducir la
invasion, provocando asi una alteracion de la invasion del trofoblasto
extravelloso en la pared uterina materna, revelando nuevos mecanismos por
los cuales la infeccion viral se asocia con la disfuncién placentaria y parto
pretérmino espontaneo. En este estudio se demostré6 un incremento
significativo de placentas infectadas por VPH en partos pretérmino respecto
placentas de partos a término (50% vs 20%), siendo los serotipos 16 y 18 los

mas frecuentemente encontrados en las placentas de los partos pretérmino.*'*

Sin embargo, no todos los estudios realizados con el fin de valorar la
relacion del VPH con el parto pretérmino, han demostrado tal asociacion, como
por ejemplo el dltimo estudio publicado que concluye que la infeccion materna
por VPH no es un factor de riesgo independiente para el parto prematuro ni

para la hipertension relacionada con el embarazo.??

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipétesis de que el parto
prematuro espontaneo, al menos en parte, esta originado por una anormal

funcién de placentacion al comienzo del embarazo.

En los ultimos afos, la evidencia acumulada ha asociado la disfuncién
placentaria con parto prematuro espontdneo. Sin embargo, el mecanismo
exacto por el cual la infeccién por el VPH altera la funcionalidad placentaria no

ha sido dilucidado.

C.3. Rotura prematura de membranas amnioticas

Se ha demostrado que las mujeres con infeccion cervical VPH de AR
tienen una mayor incidencia de ruptura prematura de membranas (PROM) a
término que aquellas sin VPH-AR. Aunque es ampliamente aceptado que la
PROM es multifactorial, la infeccion se ha citado como una causa importante
de dafio de la membrana. Un posible mecanismo para el dafio de la membrana

resultante de la infeccion es que varios organismos secretan citoquinas, tales
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como las metaloproteasas (MMP), que degradan el colageno y debilitan las
membranas fetales, lo cual puede conducir a la ruptura. Las membranas fetales
recubren el cuello uterino, donde el VPH de AR es mas facil de contraer y
ademas es el sitio mas probable para la ruptura de membrana; esta proximidad
puede permitir que la infeccion por VPH-AR contribuya a la PROM. Ademas,
varios estudios han encontrado un aumento de la frecuencia de infeccion por
VPH en mujeres con otras infecciones genitales, que han sido implicados como
un factor etiolégico importante en la patogénesis de PROM. Por lo tanto, la
infeccion por VPH, simplemente podria existir sin causar dafios junto con otras
infecciones que son la verdadera causa de PROM. Por tanto se necesitarian
mas estudios para determinar la relacion entre la infeccion por VPH de AR y
PROM.%*

C.4. Preeclampsia

La exposicion al VPH AR en el embarazo se asocia con un mayor riesgo
para el desarrollo de preeclampsia y con un mayor riesgo de hipertension
inducida por el embarazo. Los estudios de los que disponemos en la actualidad

muestran esta asociacion, pero no se ha revelado la causalidad.

Segun el estudio de McDonnald et al, la infeccion con VPH AR temprana
en el embarazo se asocia con un mayor riesgo de preeclampsia,
manteniéndose significativa esta asociacion tras ajustar multiples factores que
pueden afectar a la predisposicion de preeclampsia; y una mayor tendencia a
desarrollar preeclampsia grave. Este estudio incluyé a 314 mujeres con VPH-
AR positivo, emparejadas a 628 mujeres no expuestas, y observd como las
mujeres con VPH-AR fueron mas propensas a desarrollar preeclampsia en
comparacion con el grupo no expuesto (10.19% vs 4.94%, p=0.004), con una
odds ratio de de 2.18 (95% IC: 1.31-3.65). La asociacion entre VPH-AR y la
preeclampsia se mantuvo significativa en el modelo de regresion logistica
después de ajustar por edad, nuliparidad, tabaquismo y el estado de la tensién
arterial a la entrada en el estudio (OR ajustada 2.29; IC 95% 1.32-3.97), es
decir después de ajustar multiples factores que podian afectar a la

predisposicion de preeclampsia. Ademas las mujeres con VPH-AR tenian una
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tendencia hacia un mayor riesgo de desarrollar preeclampsia grave en

comparacion con el grupo no expuesto.*®

La relacion entre la infeccion por VPH y el desarrollo de preeclampsia
podria explicarse, por el mismo mecanismo descrito anteriormente, para la
asociacion entre la infeccién por el VPH y el mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular. Aunque la preeclampsia es Unica para el embarazo, comparte
factores etiopatogénicos con la enfermedad cardiovascular como es la
inflamacion vascular e hipercoagulabilidad, asi como muchos factores de riesgo,
tales como la obesidad, la hipertension, resistencia a la insulina, dislipemia y
disfuncion endotelial. Ademas las mujeres que experimentan preeclampsia
tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular a lo largo de

su vida.®**

A nivel de la placenta, y después de la infeccion por VPH, los
trofoblastos se remodelan y las arterias espirales permanecen de forma similar
al estado de no embarazo, es decir, mas tortuosas, con paredes gruesas y
estrechas, y por lo tanto puede aumentar el riesgo de trombosis y de
preeclampsia. Un fallo en el establecimiento normal de la placenta puede
conducir a aborto espontaneo en el mas extremo de los casos, pero si el
embarazo continua, las anormalidades de la placenta que se establecieron
desde un principio pueden contribuir al desarrollo de la preeclampsia. Aunque
la asociacion entre infeccion por VPH e inflamacion como un factor de anormal
diferenciacion del trofoblasto y posterior desarrollo de preeclampsia es posible,
los estudios hasta ahora encontrados no pueden demostrar la causalidad y la

existencia de otros posibles mecanismos.
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JUSTIFICACION
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A pesar de los grandes avances en la medicina moderna, los partos
pretérminos todavia ocurren en aproximadamente el 12% de todos los
embarazos, y siguen siendo una de las principales causas de mortalidad infantil
en el mundo. Ademas de su impacto a corto plazo, el parto prematuro también

plantea graves amenazas a largo plazo para el desarrollo fisico y psicolégico.

Todo ello implica un coste sanitario y social multimillonario. Aunque el
mayor coste por prematuro se concentra en los prematuros extremos, el coste
de los prematuros moderados (entre 34 y 36 semanas) no es despreciable

considerando que constituyen un niumero mucho mayor.

La infeccion y la inflamacion juegan un papel bien establecido en la
etiologia del parto prematuro. La investigacion en las etiologias infecciosas se
ha centrado principalmente en las infecciones bacterianas. Poco se sabe

acerca de las infecciones genito- urinarias virales y parto prematuro.

Los estudios recientes han asociado la infeccién del VPH con el parto

pretérmino.

La infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) es una de las
infecciones de transmision sexual mas frecuentes y actualmente se considera a
ese virus agente causal necesario para el cancer cervical. Se estima que 630
millones de personas estan infectadas con el VPH en todo el mundo. La
prevalencia de infeccion por HPV en mujeres embarazadas oscila desde 5,4
hasta 68,8% con mayor VPH riesgo en menores de 26 afios, decreciendo la
prevalencia de VPH conforme aumenta la edad materna. Se ha demostrado
infeccion por VPH en sangre de corddn, liquido amnidtico y trofoblasto, por lo
gue parece claro que existe una diseminacion ascendente desde el aparato
genital inferior a la gestacion. El diagnéstico ectocervical de ADN de serotipos
de alto riesgo oncogénico se ha correlacionado con la presencia de ADN de los
mismos serotipos en células trofoblasticas en un 25% de las ocasiones. El VPH
es capaz de infectar el ambiente intrauterino y provocar una respuesta

inflamatoria local.
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Hasta el momento, no existen datos sobre el mecanismo por el cual la
infeccion trofoblastica por VPH produce una disrupcion o disfunciéon del
trofoblasto, y su posible asociacion con el parto pretérmino. Las células
trofoblasticas extravellositarias fijan la placenta a la pared uterina materna y
son responsables del establecimiento de un flujo de baja resistencia de la
circulacién materna, que suministra nutrientes a la placenta y al feto. El fracaso
de la invasién trofoblastica conlleva disfuncién placentaria y resultados
obstétricos adversos asociados con la disfuncion placentaria, y podrian actuar

como uno de los mecanismos etiopatogenicos del parto pretérmino.

La placenta es un 6rgano fundamental para la vida intrauterina que actla
regulando parte de las respuestas fetales ante las agresiones o los cambios en
el medio interno. Esta regulacién o respuesta placentaria puede determinarse
mediante la valoraciéon de la expresibn de RNA mensajero de multiples
sustancias. Los cambios en esta expresion nos ofrecen una idea de cual es la
respuesta placentaria ante los eventos intrauterinos a los que se enfrentan la
unidad feto-placentaria. Se ha descrito una correlaciéon entre los nieles de
citoquinas en sangre de cordon y la respuesta inflamatoria placentaria
demostrada por estudios anatomopatolégicos. Por ello en nuestro estudio
determinaremos la respuesta placentaria ante la agresion del medio interno
determinando una serie de biomarcadores de inflamacién y de factores de
angiogenesis en sangre de corddn, asi como, la expresion de su RNA

mensajero a nivel de trofoblasto.
El objetivo de nuestro proyecto es confirmar la asociacion e investigar el

mecanismo de accion entre la infeccion genital y trofoblastica por VPH y su

asociacion con el incremento de riesgo de parto pretémino.
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HIPOTESIS
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1. HIPOTESIS PRINCIPAL

* La infeccion del tracto genital inferior por el Virus del Papiloma Humano (VPH)
durante el tercer trimestre de la gestacion se asocia con un incremento del

riesgo de parto pretérmino.

2. HIPOTESIS SECUNDARIAS

* La infeccién del tracto genital inferior por VPH durante el tercer trimestre de la
gestacidon se asocia con un incremento del riesgo de infeccion trofoblastica por
VPH.

» La infeccion trofoblastica por VPH produce una disfucion en el desarrollo
trofoblastico, que se asocia con un incremento del riesgo del parto pretérmino.

* La infeccién trofoblastica por VPH produce una respuesta inflamatoria
placentaria.

 La infeccion trofoblastica por VPH se asocia con alteraciones en la funcién

angiogénica placentaria.
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OBJETIVOS
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1. OBJETIVO GENERAL

» Determinar la fuerza de asociacion entre la infeccion del tracto genital
inferior por el Virus del Papiloma Humano (VPH) y riesgo del parto

pretérmino.

2. OBJETIVOS CONCRETOS

» Determinar la fuerza de asociacion entre infeccion trofoblastica por VPH

y riesgo del parto pretérmino.

» Determinar la reaccion inflamatoria trofoblastica en pacientes con
infeccion por VPH del tracto genital inferior mediante la determinacion de
RNAmM en trofoblasto de IL6, TNF alpha, IFN gamma.

« Determinar las modificaciones angigénicas trofoblasticas en pacientes
con infeccion por VPH del tracto genital inferior mediante la
determinacion de RNAm en trofoblasto de PIGF, FGF, VEGF-A, VEGF-B
y VEGF-Receptor.

» Determinar la reaccion inflamatoria trofoblastica en pacientes con
infeccion por VPH del tracto genital inferior mediante la determinacion en
sangre de cordon umbilical de IL6, TNF alpha, IFN gamma.

» Determinar las modificaciones angigénicas trofoblasticas en pacientes
con infeccion por VPH del tracto genital inferior mediante la
determinacién en sangre de corddén umbilical de PIGF, FGF, VEGF.

 Determinar la reaccion inflamatoria y alteraciones angiogénicas
trofoblasticas secundarias a la infeccion del tracto genital inferior por
otros patdégenos habituales (Mycoplasma hominis, Ureoplasma species,
Clamydia trachomatis), mediante el analisis de RNAm en trofoblasto y su
expresion en sangre de cordon.
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MATERIAL Y METODOS
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1. DISENO DEL ESTUDIO

1.1 TIPO DE ESTUDIO
Para demostrar la hipétesis planteada realizamos un estudio de casos y
controles longitudinal prospectivo, que se ha llevado a cabo en el Hospital
Clinico Universitario “Lozano Blesa” de Zaragoza, de modo coordinado, por la
Unidad de Medicina Materno-Feta del Servicio de Obstetricia y Ginecologia, y
el Laboratorio de Serologia y Virologia del Servicio de Microbiologia, y con la
colaboracion del Servicio Cientifico Técnico de Protedmica y de Secuenciacion

y Gendmica Funcional del IACS (Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud).

1.2 TAMANO MUESTRAL

Basandonos en resultados de estudios previos, el nimero de sujetos
qgue es necesario incluir en el estudio para poder detectar diferencias iguales o
mayores a un 30% en la prevalencia de infeccion trofoblastica por el Virus de
Papiloma Humano entre las cohortes estudiadas, asumiendo un error alfa del
5% y un error beta del 20% es de 36 gestantes por rama. Asumiendo una tasa
de aceptacion del 90% necesitamos incluir en la muestra inicial un total de 41
gestantes en cada rama. Se propone un reclutamiento final de 82 pacientes en

el estudio para dar respuesta a los objetivos planteados.

1.3 AMBITO DEL ESTUDIO
El Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa es un hospital terciario
que se inauguro en 1974, que dispone de 809 camas, y cuenta con entorno a

3000 partos anuales.

1.4 PERIODO DE ESTUDIO
El estudio se realizd6 durante un periodo de cuatro afios, desde Junio de
2010 hasta Julio de 2014.

1.5 POBLACION A ESTUDIO
AREA 1l DE SALUD DE ARAGON, Sector sanitario de Zaragoza lll
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2. SUJETOS DEL ESTUDIO

Los sujetos del estudio se dividen en dos cohortes, reclutadas de acuerdo a
los siguientes criterios:

1. Cohorte de partos pretérmino: pacientes gestantes con parto pretérmino.

% Criterios de inclusion:

* (Gestantes con partos entre 26.0 y < 37.0 semanas
» Gestaciones unicas

» Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado.

% Criterios de exclusion
* Presencia de cromosomopatias y/o patologia fetal

malformativa
» Sospecha clinica de corioamnionitis.

* Ingreso por rotura prematura de membranas

2. Cohorte de partos a término: pacientes gestantes sin antecedente de ingreso

por amenaza de parto pretérmino.

% Criterios de inclusion:
» Gestantes con parto a término (igual o superior a 37
semanas de edad gestacional)
» Gestaciones unicas

* Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado.

«» Criterios de exclusion:

* Presencia de cromosomopatias y/o patologia fetal

malformativa
» Sospecha clinica de corioamnionitis.

* Ingreso por rotura prematura de membranas
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3. VARIABLES

3.1 VARIABLES DE CONTROL
» Sociales
o Fecha de nacimiento materna (fecha)
o Origen étnico materno; Categérica (Europa, Africa, Sudamérica,
Magreb, Asia, Otros)
o Nivel educativo; Categoérica (sin estudios, estudios primarios,
estudios secundarios y estudios universitarios)
o Consumo tabaquico durante la gestacion; Continua
(cigarrillos/dia)
o Peso materno al inicio de la gestacion; Continua (Kg.)
o Talla materna; Continua (cm.)
* Médicas
o0 Antecedente de infeccion genital por VPH; Binaria (si/no)
0 Lesidn citologica; Categorica (Normal, LSIL, HSIL, ASCUS)
o Serotipos de VPH; Categoérica (AR, BR, Negativo)
» Obstétricas
o Paridad (nimero de partos > 22 semanas); Discreta
o Edad gestacional al parto en las gestaciones anteriores;
Discreta
Fecha de la ultima regla (fecha)

Antecedentes de fracaso reproductivo; Binaria (Si/No)

o O O

Antecedentes de amenaza de parto pretérmino; Binaria (Si/No)
0 Antecedentes de parto pretérmino; Binaria (Si/No)

e Secundarias

3.2 VARIABLES RESULTADO PRINCIPALES
* Muestras de tejido placentario y sangre de cordén durante el parto
o ADN de VPH presente en frotis de placenta cara materna,
Binaria (Si/NO)
o ADN de VPH presente en frotis de placenta cara fetal; Binaria
(SiI/NO)
o0 Expresion de IL6 en sangre de cordon; Discreta
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Expresion de TNF alfa en sangre de cordodn; Discreta
Expresion Interferon gamma en sangre de corddn; Discreta
Expresion FGF en sangre de cordon; Discreta

Expresion PIGF en sangre de cordon; Discreta

Expresion VEGF en sangre de cordon; Discreta

Expresion de IL6 elevada en tejido trofoblastico; Discreta
Expresion de TNF alfa elevada en tejido trofoblastico; Discreta

O O O O O O o o

Expresion de Interferon gamma elevada en tejido trofoblastico;
Discreta

Expresion de PIGF elevada en tejido trofoblastico; Discreta
Expresion de FGF elevada en tejido trofoblastico; Discreta
Expresion de VEGF-A elevada en tejido trofoblastico; Discreta

Expresion de VEGF-B elevada en tejido trofoblastico; Discreta

O O O O O

Expresion de VEGF-Receptor elevada en tejido trofoblastico;
Discreta

3.3 VARIABLES RESULTADO SECUNDARIAS
 Parto
o Edad gestacional al parto; Continua (semanas)

o Fecha de ingreso hospitalario por amenaza de parto pretérmino;
(fecha)

o Fecha de parto; (Fecha)

o Forma de inicio de parto; Categodrica (espontaneo, induccion,

cesarea electiva)
0 Peso neonatal; Continua (gr.)

o Necesidad de tocurgia durante el parto por riesgo de pérdida de

bienestar fetal; Binaria (Si/No).

o Necesidad de cesarea urgente por pérdida de bienestar fetal;
Binaria (Si/No)

o pH arteria umbilical fetal al nace; Discreta
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o Test de Apgar a los 5 minutos; Discreta

o Ingreso en Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales; Binaria
(Si/No)

o Preeclampsia: Tension arterial diastdlica (TAD)>= 90mmHg y/o
sistolica (TAS) >= 140 en 2 determinaciones

separadas >4h+proteinuria >300 mg/24h; Binaria (Si/No)

0 Preeclampsia grave: criterios de preeclampsia + TAD>= 110
mmHg, proteinuria > 5 g/24 h, oliguria (<400 ml/24h), clinica
neuroldgica (cerebrales o visuales), edema agudo de pulmon
(criterio radiologico y gasométrico), dolor epigastrico persistente,
alteracion de la funcién hepatica (AST o ALT > 70 Ul), signos
analiticos de hemdlisis (LDH>700 U/L) y/o trombocitopenia
(<100.000/ml); Binaria (Si/No)

o Crecimiento intrauterino restringido (peso neonatal inferior al
percentil 10 (Figueras F, et al. Customized birthweight standards
for a Spanish population. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2007);
Binaria (Si/No)

0 Mortalidad perinatal (>22 semanas de gestacion - < 28 dias

posparto); Binaria (Si/No)

o Morbilidad neonatal significativa (convulsiones, hemorragia
intraventricular > grado lll, leucomalacia periventricular,
encefalopatia hipoxicoisquémica, electroencefalograma anormal,
enterocolitis necrotizante, fallo renal agudo (creatinina sérica>1.5
mg/dL) o fallo cardiaco (requiriendo agentes inotrépicos); Binaria
(Si/No)

* Muestras del tracto genital inferior preparto

o Infeccion activa por VPH en el TGI (tracto genital inferior); Binaria
(Si/NO)
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o Infeccion activa por Mycoplasma hominis TGI; Binaria (Si/NO)
o Infeccion activa por Ureoplasma urealyticum TGlI; Binaria (Si/NO)

o Infeccion activa por Chlamydia trachomatis TGI; Binaria (Si/NO)

4. PLAN DE TRABAJO: RECLUTAMIENTO Y RECOGIDA DE MUE STRAS

Las pacientes fueron reclutadas en la cohorte de casos durante el
ingreso que finalizdé con parto pretérmino. Aquellas que cumplian los criterios
de inclusion se les ofrecian la hoja informativa sobre el estudio (anexo 1) y se

obtenia el consentimiento informado (anexo2).

Una vez obtenido el consentimiento de inclusion:
a. Registro de la paciente en la base de datos, tras recogida de éstos en un
formulario de recoleccidon de datos (anexo 4), o en caso de no estar disponibles,
se obtuvieron de los registros clinicos del Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa.
b. Si las condiciones clinicas lo permitian, como objetivo secundario, se realizo
la toma de muestras en tracto genital inferior, durante el ingreso, para estudio
de infeccion cervical por VPH y de coinfeccion de otros microorganismos.
c. Posteriormente, cuando se producia el parto, se procedia a la recogida de
muestras tras el alumbramiento:

- Sangre de cordén

- Muestra para determinacion de VPH en tejido placentario (cara materna y

cara fetal)

- Biopsia de tejido placentario

d. Transporte las muestras obtenidas durante el parto, a las unidades
correspondientes para su procesamiento.

» Entrega de muestra de sangre de corddn y biopsias de tejido placentario
en el CIBA (Centro de Investigaciones Biosanitarias de Aragoén del
Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragon) en la Unidad de
Secuenciacion y Gendmica Funcional.

* Entrega de muestra procedente de tejido placentario para estudio de

VPH en laboratorio de Microbiologia.
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e. El resultado perinatal se recogié de forma prospectiva durante el ingreso
materno, a partir de la historia clinica.

f. Andlisis de las muestras de acuerdo a los protocolos estandarizados para
cada exploracion.

g. Por ultimo se completo la base de datos tras el procesamiento de todas las

muestras biolégicas recogidas en el parto.

Para el reclutamiento de la cohorte de controles (parto a término), fueron
seleccionados las pacientes en las consultas de control ambulatorio de
obstetricia, tras la aceptacion del consentimiento informado. Se les realizd, con
la misma metodologia que a la cohorte de los casos, la inclusion en la base de
datos, recogida de muestras vaginales preparto, recogida de muestras en el
parto y registro del momento parto. Para evitar sesgos en la recogida de las
muestras del tracto genital inferior, se incluyeron en el estudio, en la consulta
clinica habitual de las 34-37 semanas de gestacion. En caso de nacer en otro
centro, o antes de las 37 semanas nuestro protocolo contemplaba su exclusion

del grupo control.

En todos los casos se definieron una serie de variables control y

resultado que hemos detallado en el apartado anterior.

5. RECOGIDA DE MUESTRAS Y METODOLOGIA DE LABORATOR 10

Este trabajo se ha derivado del proyecto de investigacion PI110/301
financiado por el Instituto Carlos lll, gracias al cual se han analizado todas las

muestras.

5.1 MUESTRAS DE TRACTO GENITAL INFERIOR MATERNO
Las muestras del tracto genital inferior materno fueron recogidas en el
embarazo, como objetivo secundario dentro de nuestro estudio, para estudio
de coinfecciones, durante el ingreso por APP, cuando las condiciones de
presentacion clinica del cuadro lo permitieron, en la cohorte de casos y en la
consulta de las 34-37 semanas en el caso de la cohorte de controles.
Obtenidas mediante cepillos 0 hisopos y con medios de transporte especificos
en funcién del microorganismo a analizar. Trasladandose estas de inmediato al
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laboratorio de microbiologia para la conservacion adecuada hasta su analisis o

andlisis inmediato.

A. VPH

La toma de muestras para la deteccion y tipado por PCR del VPH se
realizd con una torunda seca y estéril, de algoddn o alginato, lo suficientemente
grande como para obtener una buena cantidad de muestra, introduciendo ésta
a nivel del orificio cervical externo del cuello uterino. Dicha torunda una vez
extraida la muestra, se colocaba en su tubo sin ningun tipo de medio de
transporte y se conservaba a 4°C, si se iba a procesar antes de 7 dias, 0 a —

20°C si se iba a procesar después.

El diagnostico in vitro de los distintos tipos de VPH (genotipado de
Papillomavirus Humano in vitro) se realiza con el equipo CLINICAL ARRAYS®
Papillomavirus Humano (Genomica, Madrid), que se basa en la amplificacion
de fragmentos especificos del genoma y la posterior detecciéon, mediante

hibridacién con sondas de captura especificas de cada tipo.

Con el CLINICAL ARRAYS® Papillomavirus Humano se puede detectar
la presencia de los 35 virus PVH humanos con mayor importancia clinica (6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62,
66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89) en distintos tipos de muestras
clinicas (frotis, suspensiones celulares y tejido fijado en formol e incluido en
parafina).

La deteccion se lleva a cabo mediante la amplificacion de un fragmento
de unos 450 pb dentro de la region L1 del virus por tratarse de una secuencia
gue esta altamente conservada entre los distintos tipos de PVH. Sin embargo,
esta region presenta suficientes variaciones como para poder diferenciar cada
tipo de virus con sondas de captura especificas. De esta manera, se asegura la

especificidad de la deteccidn.

La deteccidn del producto amplificado por PCR se lleva a cabo mediante

una nueva plataforma tecnoldgica basada en micro-arrays de baja densidad, el
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array en tubo (tubo AT). La plataforma AT se fundamenta en un principio muy
sencillo, pero a la vez muy comodo y eficaz, que consiste en incluir un micro-
array de baja densidad en la parte inferior de un tubo de ensayo tipo Eppendorf,
lo que simplifica todo el proceso de hibridacion y visualizacion frente a los
sistemas de micro-arrays clasicos. Este tipo de tecnologia permite la deteccion
simultanea de mudltiples marcadores moleculares de utilidad diagnostica, en
este caso, un fragmento de la regién L1 de 35 tipos distintos de PVH, y de los
controles necesarios para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El
micro-array tiene unas dimensiones de 3x3 mm. La version impronta (spotted)

permite 124 sondas, y la sintetizada (syntehesized) hasta 10000.

El sistema de deteccion de la hibridacion en el equipo CLINICAL
ARRAYS® Papillomavirus Humano se basa en la precipitaciéon de un producto
insoluble en aquellas zonas del tubo AT en las que se produce la captura
especifica de los productos amplificados. Durante la PCR, los productos
amplificados se marcan con biotina. Después de la amplificacion, se hibridan
con sus respectivas sondas especificas que estan inmovilizadas en zonas
concretas y conocidas del tubo AT, tras lo que se incuba con un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante. El conjugado se une a través de
la estreptavidina con la biotina presente en los productos amplificados (que a
su vez se encuentran unidos a sus sondas especificas) y la actividad
peroxidasa provoca la aparicion de un producto insoluble en presencia del
sustrato TMB (3, 3, 5, 5'-tetrametilbinzidina), con lo que se produce la
precipitacion de éste en las zonas del tubo AT en las que ocurre la hibridacién.

La sensibilidad obtenida combinando amplificacion gendomica vy
visualizacion en tubo AT con el equipo CLINICAL ARRAYS Papillomavirus
Humano es tan alta, que no es necesario hacer dobles amplificaciones (nested)

evitando el riesgo de contaminacion que éstas conllevan.

Uno de los inconvenientes de la deteccion por amplificacion genomica
son los falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la
muestra (por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del
ADN debida a una inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la

muestra durante su extraccion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN
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polimerasa en las muestras en las que se quiere analizar la presencia del virus
(hemoglobina, restos de parafina, sales, etc). Con el equipo CLINICAL
ARRAYS® Papillomavirus Humano se han eliminado estos falsos negativos
gracias a la introduccion de dos controles internos en el mismo tubo de
reaccion donde se analiza la muestra. Por un lado, la amplificacion de ADN del
propio paciente presente en la muestra sirve como control del ADN de la
muestra. La amplificacion del ADN del paciente se lleva a cabo gracias a que
todos los tubos de reaccién del equipo contienen una pareja de cebadores que
amplifican un fragmento de 892 pb del gen humano CFTR. Por otro lado, todos
los tubos de reaccidn contienen un plasmido modificado que sirve como control
de la reaccion de amplificacién. Este control interno se amplifica con los
mismos cebadores que el gen CFTR humano, pero el tamafio del amplificado
es distinto (1202 pb), asi como la secuencia interna a los cebadores. Los dos
controles internos se amplifican simultdneamente junto con el PVH en un Unico

tubo de reaccion.

B. MICOPLASMAS GENITALES: UREAPLASMA UREALYTICUM Y
MYCOPLASMA HOMINIS
La toma de muestra para la deteccion de Micoplasmas, se realizo
mediante un lavado vaginal con suero fisioldgico. El posterior transporte de la
muestra se realizo en un recipiente estéril. Dado que los micoplasmas son muy
sensibles a la desecacion y al calor, lo ideal es que las muestras sean
inoculadas inmediatamente en un medio de transporte y/o cultivo adecuado. En
nuestro caso al tratarse de muestras liquidas (lavado vaginal) no necesitaron
medio de transporte. Las muestras pueden mantenerse hasta 24 horas a 4°C
antes de inocular en medio de crecimiento. Si el cultivo se retrasa por periodos

mas prolongados, se deben conservar congelados a -70°C.

Frasco estérii sin medio de
transporte para lavado vaginal
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Para el procesamiento, las muestras deben homogeneizarse antes de la
inoculacién en el medio de cultivo. El caldo urea-arginina puede ser utilizado
para aislar M. hominis y Ureaplasma spp. La penicilina G o una penicilina
semisintética se utilizan para evitar el sobrecrecimiento de otras bacterias. El
rojo de fenol se incluye en el caldo como indicador de crecimiento (cambio del

pH). Los caldos se incuban a 37°C en atmosfera aerobia.

Se deben observar los cambios de color en los viales de caldo a partir de
las 24 horas de incubacion. M. hominis y Ureaplasma spp. al crecer y liberar
iones amonio de sus respectivos sustratos producen cambio del color del
medio del amarillo al naranja-rojo-purpura en 24 horas o 48 horas. Los kits
comerciales permiten la detecciéon de Ureaplasma spp. y M. hominis con un
resultado cuantitativo y el estudio de la sensibilidad.

Los pocillos rojo-purpura indican el crecimiento de un micoplasma genital.

Los amarillos son negativos.

C. CHLAMIDIA TRACHOMATIS

La muestra idonea para la deteccion de Chlamydia T., es el exudado
endocervical. Debe disponerse de una torunda especifica para Chlamydia
propia de la técnica que utiliza el laboratorio (el patron de referencia
actualmente son las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos), en nuestro

caso utilizamos un hisopo de Dacron.

Antes de obtener la muestra es necesario limpiar el moco cervical con
una torunda seca y descartarla. Posteriormente, se debe comprimir
suavemente el cérvix con el espéculo para introducir la torunda en el canal.
Después se introduce la torunda en su tubo con medio de transporte, caldo
urea-arginina, y se mantiene la muestra entre 2-8°C, para procesarla

posteriormente mediante técnicas de amplificacion de acidos nucleicos.
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5.2 MUESTRAS DE SANGRE DE CORDON Y PLACENTA
Para facilitar la metodologia de esta recogida a todo el personal de
paritorio se coloco un panel informativo en el paritorio (Figura 16), y se

ofrecieron charlas informativas a todo el personal de paritorio.

bisfuncidn rofobldsticn secundaria a la infeccia por
Virus del Papiloma Humano (VPH)
v esaciacién con el parto preférming.

RECOGIDA DE MUESTRAS EN EL PARTO

A2 25 34 4% 50:
Extraccidn de sangre de Tras el alumbramiento Tomar muestra pars HPV Tomar muastra pars HPY Recoger 3 cilindros
COMon Con vaCIASiner an limpiar ambas caras «con hisopo naranja de cars «con hisopo naranjs de cars de tejido plscentsno de cara
tubo azul placentariss conuns gas3 placentaria materna placentaria fetal maternz con punch e introducircs
N - 3 portoda i - rfici en = tubo de plistico A,

m

vuEstE

6% T 8%
Recoger 3. cilindros Conizbilizar muestras.
de tejido placentano de carz Identificaris bolss
matems con punch € introduciros 1, Sangre de corddn conuna pegatina de k=
=n &l tubo de plastico B paciznts

: 2. HPV cara matema
8 Introducir las musstras en i
3. HPVcara fatz| balsa
4. Biopsia placents tubo A Guardzr |z bols= en iz nevers
-— 5. Biopsia placents tubo B

Figura 16: Metodologia de /a recogida de muestras en el parfo

colzborscidn

Las pacientes reclutadas en el estudio fueron identificadas con unas
pegatinas especificas del estudio en sus cartillas gestacionales y en sus
historias clinicas, tanto de los casos como de los controles, para poder
reconocerlas rapidamente en el momento del parto. EI material necesario para
la recogida de las muestras fue preparado con antelacién en unos kits que se
localizaban en el paritorio, junto con el panel informativo, para asi facilitar al

personal a cargo del parto la recogida de las muestras.

Las muestras de placenta acordadas para su recogida fueron las
siguientes:

a. Sangre venosa de cordon
b. Frotis de tejido trofoblastico cara materna y fetal

c. Biopsia de placenta
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Una vez realizada la recogida de la muestras se guardaban a
temperatura idénea hasta poder remitirlas al laboratorio pertinente en horario
laboral ordinario.

La recogida de muestras de placenta se realizé inmediatamente después

del alumbramiento, previa limpieza de la superficie con gasas estériles.

A. RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE SANGRE VENOSA DE CORDON
UMBILICAL
La recogida de sangre venosa del cordon umbilical, se realiz6 con un
tubo desechable de silicona de 10 ml, sin aditivos acoplado a vacutainer. Se
realizé después de pinzar el cordon y tras la expulsion completa de la placenta.
La sangre se dejo coagular a temperatura ambiente y se centrifugd durante 20
minutos a 2000g. Posteriormente se almacenaron alicuotas del suero a -802C
hasta que fueron analizadas por duplicado en el Analizador multiplex
LABSCAN 100 (Luminex). (software LUMINEX 100 1S).

Magnetic Luminex Screening Assay es una técnica de andlisis de
concentrado de proteinas y genotipado por citometria de flujo. En ella unos
anticuerpos especificos se pre-revisten sobre microparticulas magnéticas

codificadas por colores.

Las microparticulas y muestras se pipetean en pocillos y los anticuerpos
se unen a los analitos de interés. Después de lavar las sustancias no unidas,
se afiade un céctel biotinado de anticuerpos especificos para los analitos de
interés a cada pocillo. Después de un lavado para eliminar cualquier anticuerpo
biotinado no unido, se afiade en cada pocillo estreptavidina-PE, que se une al
anticuerpo biotinado. Un lavado final elimina la estreptavidina-PE sin unir. Las
microparticulas se resuspenden en tampén y se lee usando el Analizador
Luminex MAGPIX. Un iman en el analizador capta y retiene las microparticulas
superparamagnéticas en una monocapa. Dos diodos espectralmente distintos
emisores de luz (LEDs) iluminan las cuentas. Un LED identifica el analito que

esta siendo detectado, y el segundo LED determina la magnitud de la sefial
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PE-derivada, que esta en proporcion directa a la cantidad de analito unido.
(Anexo 5)

B. RECOGIQA Y PROCESAMIENTO DE FROTIS DE TEJDO
TROFOBLASTICO PARA ESTUDIO DE VPH
La recogida de muestra en tejido trofoblastico para la del VPH en tejido
trofoblastico, se realizo con una torunda seca y estéril, de algodén o alginato,
inicialmente en el lado fetal de la placenta, y después con otra torunda igual, en
el lado materno. Las torundas se colocaron individualmente, y se procesaron
para deteccion y tipado por PCR del VPH de igual forma que las muestras del
tracto genital inferior, proceso explicado anteriormente en el apartado

correspondiente a muestras del tracto genital inferior.

La deteccién de VPH en la placenta se defini6 como la presencia de
ADN de VPH en al menos una cara de la placenta.

C. RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE BIOPSIA DE PLACENTA

Se tomaron aproximadamente 25 mg de tejido placentario y se almaceno
en alicuotas a -80°C hasta el momento de analisis. El DNA fue extraido de
tejido de placenta con la quimica de Flexigene (Qiagen).

El tejido se corté con unas tijeras de microcirugia en 1ml de tampoén
(30mM TRIS-HCI pH 8,5; 40% (m/v) GuHCI; 30mM EDTA)

El tejido fue agitado en presencia de bolas de 1mm de Zirconia/Silica
(Biospec) durante 4 minutos (Beadbeater-96, Biospec).

Se afiadio 10ul de proteasa Q (Qiagen) y se incubd durante 16 horas a
65°C.

Se precipité el DNA con isopropanol, seguido por un lavado con 70% de
etanol. El DNA se disolvi6 en 10mM TRIS-HCI, pH 8,5 y se determind la

concentracion y pureza mediante espectrofotometria. (Anexo 6)

6. ANALISIS DE LOS DATOS: RECOLECCION Y ANALISIS ES TADISTICO

La recoleccion de datos se realizé en un formulario disefiado para tal fin

(ver anexo 4). Los formularios estaban en la Unidad de Medicina del Servicio
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de Obstetricia y Ginecologia y se almacenaban una vez recolectados en la
base de datos creada. Las variables de informacion retrospectivas o predictivas
se obtuvieron, tras consentimiento, in situ o de los registros clinicos del Hospital
Clinico Universitario. Las variables prospectivas o de resultado se recogieron
de acuerdo a los protocolos estandarizados para cada exploracion, tras
consentimiento, de las gestantes con nacimiento en nuestro centro. Todas las
muestras biolégicas fueron recogidas y manipuladas de acuerdo con sus

protocolos especificos.

Se ha llevado a cabo la estadistica descriptiva univariada, considerando
a todos los sujetos seleccionados con el fin de evaluar la tasa y motivos de

rechazo, como potencial fuente de sesgo para los resultados.

Las variables cualitativas se presentan mediante la distribucién de
frecuencias de los porcentajes de cada categoria. Para las variables
cuantitativas se ha explorado si siguen o no una distribucion normal mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y se dan indicadores de tendencia central y

dispersion.

La asociacion entre factores se ha investigado mediante pruebas de
contraste de hipotesis, con comparacion de proporciones cuando ambas eran
cualitativas (chi cuadrado, prueba exacta de Fisher); comparaciones de medias
cuando una de ellas era cuantitativa (t de Student, ANOVA, y U de Mann-
Whitney o Kruskall- Wallis si no siguen una distribucién normal); y con pruebas
de regresion lineal cuando la variable dependiente era cuantitativa.

Adicionalmente se han construido modelos multivariantes de regresion
logistica y regresion lineal maltiple, ajustando para las posibles variables de
confusion (p<0,20). El analisis se ha complementado con representaciones

gréaficas. El nivel de significacion estadistica para este estudio es p < 0,05.
Todas las variables para los casos y controles, han sido registradas en

una base de datos previamente disefiada mediante el programa File Maker pro
10. (FileMaker.Inc)
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El analisis estadistico de los resultados se ha llevado cabo con el
programa SPSS versiéon 20.0. (SPSS Inc., Chicago, United States).

7. CONSENTIMIENTO INFORMADO

El estudio se llevd a cabo siguiendo las normas deontoldgicas
reconocidas por la declaracion de Helsinki /528 Asamblea General Edimburgo,
Escocia, Octubre 2000), las Normas de Buena Practica Clinica y cumpliendo la
legislacién vigente y la normativa legal vigente espafiola que regula la
investigacion clinica en humanos (Real Decreto 223/2004 sobre ensayos

clinicos y Ley 14/2007 de investigacion Biomédica).

En el momento de la inclusion de los pacientes en el estudio se explicd
detalladamente en qué consistia el trabajo que se pretendia realizar y se pidio

conformidad previa por escrito por parte de la paciente.

Este estudio se plantea dentro del proyecto P110/301 financiado por el
Instituto Carlos Ill, gracias al cual se han obtenido todas las muestras. Todas la
muestras e informacion recogida se ha obtenido tras consentimiento informado
por los pacientes admitido por el Comité de Etica de Aragon (CEICA). En los
anexos se aporta una copia del documento de aprobacién del CEICA (Anexo 3),

asi como el consentimiento informado. (Anexo 2)

El tratamiento de los datos ha sido protegido de usos no permitidos por
personas ajenas a la investigacion y se respetd la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre la
proteccion de datos de caracter personal y la ley 41/2002, de 14 de noviembre,
ley basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y

obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica.

8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Durante la realizaciéon del estudio se han detectado varias limitaciones:
- La impredecibilidad del momento del parto ha supuesto una dificultad

para la recogida de las muestras de sangre de corddn y placenta fetal, ya que
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en ocasiones se han perdido muestras de partos dada la cantidad de personal
del que depende la asistencia al parto.

- Uno de los inconvenientes de la deteccién por amplificacion genémica
son los falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la
muestra (por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del
ADN debida a una inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la
muestra durante su extraccion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN
polimerasa en las muestras en las que se quiere analizar la presencia del virus
(hemoglobina, restos de parafina, sales, etc)

- En aquellas mujeres que ingresaban con una amenaza de parto
prematuro muy establecida y en las que el tratamiento tocolitico no fue efectivo

no se pudieron recoger muestras de cultivos vaginales.
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RESULTADOS






1. ANALISIS COMPARATIVOS DEL GRUPO PRETERMINO Y A T ERMINO

En primer lugar presentamos los resultados comparando a la muestra

incluida segun la presencia de parto pretérmino o a término.

1.1 ANALISIS DE LAS VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS

En la siguiente tabla se muestran las variables sociodemogréficas en los

dos grupos a estudio y la comparativa entre ellas.

De los datos mostrados en la tabla no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos salvo para el nivel
educativo. Si atendemos al nivel educativo de las pacientes, podemos observar
que existe una relacion inversa entre el nivel educativo y la presencia de parto
pretérmino, siendo este mas frecuente en pacientes con menos nivel educativo.
En el grupo de mujeres que habian tenido un parto pretérmino el mayor
porcentaje (42,2%) habian cursado estudios secundarios mientras que en el
grupo control las pacientes se distribuian en frecuencias similares entre
aguellas que habian cursado estudios secundarios y universitarios siendo estos
respectivamente 35,6% y 34,2%. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas (p 0,04).

En los dos grupos estudiados se observé una mayor proporcién de

pacientes de raza caucasica de acuerdo a nuestra poblacion de referencia.

Por otro lado, el antecedente de aborto no demostr6 ser un factor

influyente en la proporcidén de pacientes con parto pretérmino.

Como era de esperar, el antecedente de parto pretérmino se observé en
el 19,6% de las pacientes que se incluyeron en el grupo de los casos frente al
8% de las pacientes del grupo control siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p 0,057).
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Tabla 7. Descripcién sociodemografica segun la presencia de prematuridad.

TERMINO PRETERMINO p
(n=81) (n=52)
EDAD MATERNA (media, sd)
(afios) 30,7 (5,9) 29,7 (5,9) 0,34
IMC( media, sd) (kg/m?) 23,84 (3,9) 23,43 (3,4) 0,58
PESO MATERNO (media, sd) (kg) 63,2 (9,8) 61,1 (9,2) 0,25
TALLA MATERNA (media, sd)
(cm) 163,3 (6,2) 161,1 (6,5) 0,08
RAZA (%) 0,19
CAUCASICA 90,1 80,8
SUDAMERICANA 6,2 7,7
MAGREB 1,2 9,6
AFRICA 1,2 1,9
ASIATICA 1,2 0,0
EDUCACION (%) 0,04
SIN ESTUDIOS 4,1 17,8
ESTUDIOS PRIMATRIOS 26 20
ESTUDIOS SECUNDARIOS 36,5 42,2
ESTUDIOS UNIVERSITARIOS 33,8 20
PARIDAD (%) 0,299
MULTIPARA 33,3 42,3
NULIPARA 66,7 57,7
ANTECEDENTE DE ABORTO 89,7 89,5 0,977
ANTECEDENTE DE
PREMATURIDAD (%) 8,0 19,6 0,057

1.2 ANALISIS DEL RESULTADO PERINATAL

En el siguiente grafico de frecuencias se pone de manifiesto la edad
gestacional en el momento del parto en nuestra muestra, observandose dos
picos de maxima frecuencia que corresponden a los pretérminos tardios (35-36
semanas de gestacion) y a los nacidos a término (39-41 de gestacion).
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Figura 17: Edad gestacional al parto en los pacientes incluidos en el estudio

Se estudiaron diferentes variables en cuanto a la forma de inicio y
desarrollo del parto que se resumen en la

Tabla 8.

Hasta en un 74,2% de las pacientes de nuestra muestra tuvieron un
parto eutocico aunque el porcentaje es superior en los partos pretérminos
84,6%. La indicacion de aplicacion de forceps fue similar en ambos grupos y el
parto mediante cesarea se produjo con mayor frecuencia en el grupo de los
controles (p 0,069). Si atendemos a aquellos nifios que nacieron mediante
cesarea, el porcentaje mayoritario lo encontramos en el grupo de los nacidos a
término aunque este resultado se ve incrementado por un mayor niumero de
indicaciones electivas de la cesarea. Sin embargo, en la tabla se puede
observar que cuando la indicacién de ceséarea es el riesgo de pérdida de
bienestar fetal el porcentaje es muy similar en ambos grupos, siendo

ligeramente superior en el grupo de nifios nacidos de forma prematura.
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Tabla 8: Variables perinatales segun la prematuridad.

VARIABLES

TIPO DE PARTO (%)
EUTOCICO
CESAREA
FORCEPS
VENTOSA
CESAREA (%)
CESAREA POR RPBF (%)
ANALGESIA RAQUIDEA (%)
PREECLAMPSIA (%)
SEXO (%)
FEMENINO
MASCULINO
PEG (%)
APGAR 5 MINUTOS<7 (%)
pH Au<7,10 (%)
INGRESO UCI NEONATAL (%)
LACTANCIA MATERNA (%)
ARTIFICIAL
MIXTA
NATURAL

Se analizaron 6 variables neonatales en ambos grupos que
correspondian a sexo, peso inferior al percentil 10 al nacimiento, test de
APGAR a los 5 minutos inferior a 7,0, pH inferior a 7,10, proporcion de ingresos
en UCI neonatal y tipo de lactancia. La distribucion de sexos y de recién

nacidos considerados pequefios para la edad gestacional fue similar en ambos

TERMINO

PRETERMINO

P
(n=80) (n=52)
0,069
67,5 84,6
21,2 9,6
5,0 5,8
6,2 0,0
21,2 9,6 0,080
1.2 1,9 0,757
92,5 76,9 0,011
2,5 1,9 0,820
0,102
41,2 55,8
58,8 44,2
17,5 17,3 0,977
0 0
2,5 0 0,346
10,7 56,0 0,001
0,230
4,9 1,9
1.2 5,8
93,8 92,3
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grupos. Los ingresos en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales fue muy
superior en el grupo de los nacidos por debajo de la semana 37 de gestaciéon
alcanzando el 56,0% y siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p
0,001).

1.3PRESENCIA DE INFECCION EN EL TRACTO GENITAL INF ERIOR

Durante el ingreso se recogieron cultivos en el tracto genital inferior (TGI)
para estudiar la presencia de infeccidn en las pacientes incluidas en el estudio.
Este apartado no era un objetivo principal incluido en el protocolo de estudio, y
en algunas ocasiones la presentacion clinica del cuadro no permitio realizar su
recogida. No obstante, disponemos de dicha informacion en un subgrupo de 78
pacientes (58% de los pacientes incluidos en el estuido). Consideramos

relevante el analisis que presentamos en la Tabla 9.

Tabla 9: Presencia de infeccion en el tracto genital inferior materno segiin prematuridad

TERMINO PRETERMINO D
(N=52) (N=26)

MYCOPLASMA(%) 3,7 7,7 0,44
CLAMYDIA(%) 5,6 7,7 0,71
UREOPLASMA (%) 29,6 30,8 0,92
VPH (%) 13,2 15,4 0,73
CULTIVO POSITIVO NO
VPH (%) 35,8 38,5 0,82
CULTIVO POSITIVO

37,5 40,7 0,78

CON VPH (%)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos comparados en cuanto a la infeccién del tracto genital inferior,

aunque cabe destacar que todas las infecciones resultaron mas frecuentes en
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el tracto genital inferior de las madres del grupo de nacidos pretérmino que en
el grupo a término. El 40,7% de las pacientes del grupo de nacidos pretérmino
presentaron algun cultivo positivo, siendo la mas frecuente la infeccion por
Ureaplasma Urealiticum que se detecto en el 30,8% de las pacientes, seguida
de la infeccion por el VPH que se detect6 en el 15,4%, y en menor porcentaje
clamidia y mycoplasma, ambos con un 7,7%.

La coinfeccion del Virus del Papiloma Humano con otros
microorganismos en el tracto genital inferior, fue més frecuente en el grupo de
pacientes con parto pretérmino que en el grupo de pacientes con parto a

término, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

1.4ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Una vez realizada la asistencia al parto se recogieron muestras
bioldgicas de sangre de corddn y biopsia placentaria. Se determinaron en todas
las muestra de sangre de cordon umbilical los niveles de TNF alfa, IL6, VEGF,
IFN gamma, FGF basic y PIGF.

En 11 pacientes no se pudo recoger la muestra de sangre de cordon en
el parto, y en 3 pacientes la conservaciéon no fue la adecuada, por lo que
finalmente se consiguieron muestras de sangre de cordon de 118 pacientes.

Se aplicaron los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
determinar si las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no
siguieron una distribucion normal por lo que se trabajo con medianas y test no

paramétricos.

Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes

en el analisis de la distribucion entre el grupo de nacidos a término y pretérmino.
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Tabla 10: Medianas de las variables estudiadas en sangre de cordon en funcion de la
prematuridad.

TERMINO PRETERMINO p
(N=71) (N=47)
TNF alfa (mediana) 2,78 3,63 0,008
IL6 (mediana) 1,82 3,7 0,037
VEGF (mediana) 46,77 48,64 0,445
IFN GAMMA (mediana) 0,18 0,18 0,842
FGF BASIC (mediana) 0,00 21,79 0,018
PIGF (mediana) 0,64 1,29 0,000

Se encontraron diferencias entre las medianas de los dos grupos
estudiados para TNF alfa, IL6, FGF basic y PIGF, siendo estas superiores en
la sangre de cordon del grupo pretérmino. En general, el grupo pretérmino
presentd valores superiores tanto para los biomarcadores inflamatorios como

para los determinantes de angiogénesis.

Por ultimo, realizamos un andlisis de aquellas pacientes cuyas muestras

habian obtenido valores superiores a 1,5 MoM.

Tabla 11: Proporcion de los valores superiores a 1,5 MoM para las variables de sangre de
cordon en funcion de la prematuridad.

TERMINO PRETERMINO P
(N=71) (N=47)
TNF > 1,5 MoM (%) 8,5 19,1 0,88
IL6> 1,5 MoM (%) 28,2 44,7 0,64
VEGF > 1,5 MoM (%) 31 23,4 0,369
IFN GAMMA> 1,5 MoM (%) 15,5 14,9 0,929
FGF > 1,5 MoM (%) 33,8 53,2 0,036
PIGF> 1,5 MoM (%) 16,9 42,6 0,002
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Los resultados obtenidos muestran que el grupo de los pacientes que
tuvieron un parto por debajo de la semana 37 presentaron una mayor
proporcion de valores de FGF y PIGF superiores a 1,5 MoM, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. El grupo pretérmino también obtuvo
una mayor proporcion de pacientes en los que se obtuvo TNF alfa e IL6
superior a 1,5 MoM, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas si demuestran una mayor tendencia a la inflamacién en este

grupo.

1.5ANALISIS DE ARNm EN TEJIDO PLACENTARIO

Tal y como se recoge en el protocolo del estudio se conservaron
muestras de placenta en el momento del parto. Se realizo un anélisis de ARNm
en tejido placentario para las siguientes moléculas: FGF2, IL6, INFg, TNF,
VEGFA, VEGFB y VEGFRL1.

En 11 pacientes no se pudo recoger las muestra de placenta en el parto,
y en 18 pacientes los analisis de calidad de las muestras revelaron que la
conservacion u obtencion de los fragmentos de trofoblasto no habia sido la
adecuada, por lo que finalmente se pudieron analizar muestras placentarias de

103 pacientes.

Se aplicaron de nuevo los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk
para determinar si las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no
siguieron una distribucion normal por lo que se trabajo con medianas y test no

paramétricos.

Realizamos un célculo de las medianas de los datos obtenidos para
FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1 y aplicamos el test U Mann-
Whitman para comparacién de sus distribuciones.
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Tabla 12: Medianas de los valores de RNAm en tejido placentario segun la prematuridad.

FGF2 (mediana)
IL6 (mediana)
INFg (mediana)
PGF (mediana)
TNF (mediana)
VEGFA (mediana)
VEGFB (mediana)

VEGF1 (mediana)

TERMINO
(n=62)

1,12
1,06
2,89
1,27
1,11
0,90
1,01

0,91

PRETERMINO

(n=41)
1,02
1,15
0,59
1,42
1,20
0,87
0,85

0,78

0,384
0,088
0,442
0,492
0,490
0,557
0,000

0,323

Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre

medianas para RNAmM de VEGFB, que fue superior en el grupo control.

Se determiné en qué proporcion de muestras se obtuvieron valores
superiores a 1,5 MoM de RNAmM de FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y

VEGFRL1.

Tabla 13: Proporcion de casos con resultado superior a 1,5 MoM en las variables determinadas

en tejido placentario segun prematuridad.

FGF2 >1,5 MoM (%)
IL6 >1,5 MoM (%)
INFg >1,5 MoM (%)
PGF >1,5 MoM (%)
TNF >1,5 MoM (%)
VEGFA >1,5 MoM (%)
VEGFB >1,5 MoM (%)

VEGF1 >1,5 MoM (%)

TERMINO(n=62)

30,2

1,6

4,7

0,0
4,7
31
0,0

3,1

2,4
49
26,8
2,4
4,9
17,1
0,0

4,9
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0,749
0,964
0,714
0,209
0,964

0,013

0,647



Se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion realizada entre aquellos casos que tenian valores superiores a
1,5 MoM para VEFGA. La proporcion de pretérminos en cuyas placentas se
determinaron niveles elevados de VEFGA durante el parto (17,1%) era superior
a la encontrada en los nacidos a término (3,1%) siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p 0,013).

Los datos sugieren una mayor proporcion de casos en el grupo
pretérmino en los que encontramos sobreexpresion de RNAm para FGF2, IL6,
PGF, TNF, VEGFA y VEGF1.

1.6 ANALISIS DE VPH EN TEJIDO PLACENTARIO

Una vez realizada la asistencia al parto se recogieron ademas de las
muestras de sangre de cordén y biopsia de placenta, dos frotis de placenta uno
de cara materna y otro de cara fetal para la determinacion y tipado de VPH
mediante PCR.

En el andlisis de las muestras de VPH en trofoblasto, de los 133 casos,
tuvimos problemas en 18 casos (13,5%), por lo que finalmente se pudieron
analizar muestras placentarias de 115 pacientes. De los casos analizados,

fueron negativos para VPH 114, siendo sélo un caso positivo.

El Unico caso con VPH confirmado a nivel de trofoblasto, se trataba de
una secundigesta con antecedente de un aborto. Ingresé por amenaza de parto
pretérmino, y posteriormente el parto tuvo lugar a las 39+6 semanas, una mujer
de 3250 gr. La paciente tenia antecedentes de VPH a nivel cervical antes de la
gestacion. La determinacion de VPH durante la gestacion fue positiva para los
genotipos 6, 31y 70. Esta paciente ademas presento positividad para Clamydia

y Ureoplasma.

Dados los resultados de VPH en placenta, el resto de los andlisis de
nuestro estudio se realizan en funcion de la presencia de VPH en el tracto

genital inferior.
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2. ANALISIS COMPARATIVOS SEGUN LA PRESENCIA DEL VPH EN EL
TRACTO GENITAL INFERIOR

En segundo lugar, presentamos los resultados comparando a la
muestra incluida en funcion de la presencia o no de infeccion por el VPH en el
tracto genital inferior. La determinacion del VPH en el TGI fue realizada durante
el tercer trimestre de la gestacion.

2.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Analizamos los niveles de TNF alfa, IL6, VEGF, INF gamma, FGF basic
y PIGF en sangre de cordodn, en funcion de la presencia o no de infeccion por el

VPH en el tracto genital inferior de las madres.

Se trabajo con medianas y test no paramétricos por que los valores no

siguieron una distribucion normal.

Se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney para muestras
independientes en el analisis de la distribucion entre el grupo de VPH en tracto

genital inferior positivo y el grupo de VPH negativo.

Se encontraron diferencias entre las medianas de los dos grupos
estudiados para TNF alfa, IL6 e IFN gamma, siendo estas superiores en la
sangre de cordon del gurpo de VPH positivo en el TGI, aunque no fueron

estadisticamente significativas.

Los factores relacionados con la angiogenesis resultaron similares en

ambos grupos.
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Tabla 14: Mediana de las variables de cordén umbilical segin la presencia de VPH en el tracto

genital inferior

VPH TGI POSITIVO VPH TGI NEGATIVO p
(n=9) (n=59)
TNF alfa (mediana) 7,08 2,78 0,062
IL6 (mediana) 2,75 2,28 0,957
VEGF (mediana) 30,32 47,24 0,475
IFN gamma (mediana) 0,21 0,18 0,452
FGF BASIC (mediana) 0,00 0,00 0,906
PIGF (mediana) 1,07 1,07 0,849

Las diferencias en funcién de la presencia o no del VPH en el TGI para

las distintas proteinas se representan en los siguientes diagramas de cajas:
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Figura 18 Distribucién de los valores de TNF alfa en sangre de cordén funcién de la presencia

o no del VPH en el TGI materno
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Figura 19 Distribucion de los valores de IL6 en sangre de cordon funcion de la presencia o no
del VPH en el TGl materno
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Figura 20 Distribucion de los valores de VEGF en sangre de cordén funcion de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 21 Distribucion de los valores de INF gamma en sangre de corddén funcién de la

presencia o no del VPH en el TGI materno
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Figura 22 Distribucién de los valores de FGF basic en sangre de cordén funcién de la presencia

o no del VPH en el TGI materno
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Figura 23 Distribucién de los valores de PIGF en sangre de corddn funcién de la presencia o no

del VPH en el TGI materno

Se estudié la proporcion de casos en cada grupo en los que se

obtuvieron valores para las variables determinadas en sangre de corddn

superiores a 1,5 MoM.

Tabla 15: Proporcion de los valores superiores a 1,5 MoM para las variables de sangre de

VPHTGIcat

cordon en funcion de la presencia del VPH en el TGI materno.

TNF > 1,5 MoM (%)

IL6> 1,5 MoM (%)

VEGF > 1,5 MoM (%)

IFN GAMMA> 1,5 MoM (%)

PGF > 1,5 MoM (%)

PIGF> 1,5 MoM (%)

VPH TGI POSITIVO

(n=9)

55,6

33,3

33,3

111

33,3

33,3

165

VPH TGl
NEGATIVO(n=59)

15,3

37,3

28,8

18,6

33,9

23,7

0,005

0,819

0,782

0,581

0,973

0,535



Los resultados obtenidos muestran que existe una mayor proporcion de
valores TNF superiores a 1,5 MoM en presencia del VPH en el TGI. El grupo
con VPH en TGI positivo también obtuvo una mayor proporcion de pacientes
con valores superiores a 1,5 MoM para las variables VEGF y PIGF, aunque
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, demuestran una

mayor tendencia a alteraciones del perfil angiogénico en este grupo.

2.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE RNA EN TEJIDO PL ACENTARIO
SEGUN LA PRESENCIA DE VPU EN EL TRACTO GENITAL INFE RIOR

Analizamos el RNA mensajero en tejido placentario para las siguientes
proteinas: FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1.

Se aplicaron de nuevo los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk
para determinar si las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no
siguieron una distribucion normal por lo que se trabajo con medianas y test no

paramétricos.
Tabla 16: Mediana de las variables de tejido placentario en funcion de la presencia del VPH en

el TGl materno

VPH TGl VPH TGl P
POSITIVO (N=9)  NEGATIVO(N=59)

FGF2 (mediana) 1,18 1,11 0,437
IL6 (mediana) 1,58 1,19 0,202
INFg (mediana) 0,52 0,69 0,684
PGF (mediana) 1,24 1,37 0,137
TNF (mediana) 2,09 1,18 0,091
VEGFA (mediana) 1,37 0,82 0,005
VEGFB (mediana) 0,90 0,97 0,284
VEGF1 (mediana) 1,08 0,77 0,309
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Las medianas de RNAm de FGF2, IL6, TNF, VEGFA y VEGF1 fueron
superiores en el grupo con presencia del VPH en TGI. Esta diferencia fue

estadisticamente significativa en el caso del RNA m de VEGFA.

La distribucion de las variables se representa en los diagramas de cajas:
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Figura 24 Distribucién de los valores de FGF2 en tejido placentario en funcion de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 25 Distribucion de los valores de IL6 en tejido placentario en funcién de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 26 Distribucion de los valores de INFg en tejido placentario en funcién de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 27 Distribucion de los valores de PGF en tejido placentario en funcion de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 28 Distribucién de los valores de TNF en tejido placentario en funcién de la presencia o

no del VPH en el TGl materno
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Figura 29 Distribucién de los valores de VEGFA en tejido placentario en funciéon de la presencia

o no del VPH en el TGI materno
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Figura 30 Distribucién de los valores de VEGFB en tejido placentario en funcion de la presencia

o no del VPH en el TGI materno
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Figura 31 Distribucién de los valores de VEGR1 en tejido placentario en funcidn de la presencia

o no del VPH en el TGI materno

Si comparamos las medianas del RNAmM cuando distribuimos los
pacientes entre aquellos que presentan infeccion por el VPH en el TGl o no,
encontramos diferencias estadisticamente significativas para VEGFA.

Como en apartados anteriores realizamos un estudio estadistico de
aguellos casos gque presentaron valores RNAm en tejido placentario superiores
a 1,5 MoM.

Si consideramos inflamacion como IL6 y TNF alfa superiores a 1,5 MoM
observamos que el grupo que incluye a las pacientes con VPH positivo en TGI
es significativamente superior que en el grupo con VPH negativo (40% vs 7,4%)
(p 0,004). Todos los RNAmM de marcadores de inflamacién y de los factores de
angiogenesis, excepto de PGF, tendian a valores superiores a 1,5 MoM en

presencia del VPH.
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Tabla 17: Proporcién de casos con valores superiores a 1,5 Mom para las variables estudiadas

en tejido placentario en los grupos a término, pretérmino y falsa APP.

VPH TGI POSITIVO  VPH TGI NEGATIVO p
(N=9) (N=59)

FGF2 >1,5 MoM (%) 10,0 1,9 0,174
IL6 >1,5 MoM (%) 20,0 5,6 0,118
INFg >1,5 MoM (%) 40,0 25,9 0,363
PGF >1,5 MoM (%) 0,0 1,9 0,664
TNF >1,5 MoM (%) 10,0 5,6 0,594
VEGFA >1,5 MoM (%) 20,0 7.4 0,210
VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0
VEGFR >1,5 MoM (%) 10,0 1,9 0,174
INFLAMACION (%) 40,0 7.4 0,004

3. ANALISIS COMPARATIVOS EN FUNCION DE LA PRESENCIA DE
INFECCION EN EL TRACTO GENITAL INFERIOR

Realizamos un analisis comparativo en funcion de la presencia o no de

algun cultivo positivo ademas del VPH. Clasificamos la muestra en dos grupos:

- Algun cultivo positivo con VPH: son aquellos que tienen algun cultivo
positivo para Mycoplasma, Clamidia o Ureaplasma y ademas presentan

infeccion por VPH positivo.

- Cultivos negativos: aquellos que tienen todos los cultivos negativos

Se aplicaron al igual que en los apartados anteriores, los test de

Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para determinar si las muestras seguian
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una distribucion normal. Los valores no siguieron una distribucion normal por lo

gue se trabajé con medianas y test no paramétricos.

3.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Al analizar los niveles de TNF alfa, IL6, VEGF, INF gamma, FGF basic y
PIGF en sangre de corddn, en funcién de la presencia o no de algun cultivo
positivo ademas de infeccion por el VPH en el tracto genital inferior de las
madres, no observamos ninguna diferencia estadisticamente significativa,
anicamente observamos la tendencia de valores superiores de TNF alfa y PIGF

en el grupo de algun cultivo positivo con VPH.

Tabla 18: Mediana de las variables de corddén umbilical segin la presencia de algin cultivo
positivo ademas del VPH en el tracto genital inferior

CULTIVOS ALGUN CULTIVO
NEGATIVOS POSITIVO CON VPH
(n=43) (n=29)
TNF ALFA (mediana) 2,78 3,96 0,177
IL6 (mediana) 2,35 1,82 0,625
VEGF (mediana) 46,30 42,30 0.995
IFN GAMMA (mediana) 0,18 0,18 0,850
FGF BASIC (mediana) 0,00 0,00 0,952
PIGF (mediana) 0,85 1,07 0,813

Sin embargo cuando analizamos la proporcion de casos en cada grupo en
los que se obtienen valores para las variables determinadas en sangre de
corddn superiores a 1,5 MoM, observamos que esta proporcion de casos es
significativamente mayor para la TNF alfa en el grupo de algun cultivo positivo

con VPH (31%) frente al grupo con cultivos negativos (11,6) (p 0,041).
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También se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion de la proporcion de casos que se obtenian valores de INF gamma

superiores a 1,5 MoM siendo superior en el grupo con cultivos negativos.

Tabla 19: Proporcion de los valores superiores a 1,5 MoM para las variables de sangre de
cordodn en funcién de la presencia de algun cultivo positivo ademas del VPH en el tracto genital
inferior.

ALGUN CULTIVO

CULTIVOS
POSITIVO CON VPH p
NEGATIVOS
(n=29)
(n=43)

TNF > 1,5 MoM (%) 11,6 31 0,041
IL6> 1,5 MoM (%) 34,9 37,9 0,792
VEGF > 1,5 MoM (%) 27,9 27,6 0,976
IFN GAMMA> 1,5 MoM (%) 25,6 6,9 0,043
PGF > 1,5 MoM (%) 34,9 34,5 0,972
PIGF> 1,5 MoM (%) 25,6 27,6 0,850

3.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE RNA EN TEJIDO PL ACENTARIO

Analizamos el RNA mensajero en tejido placentario para las proteinas
descritas anteriormente (FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1).

La placenta de madres con infeccion del tracto genital por alguno de los
patégenos habituales mostré una tendencia a mayor expresion de RNAm de
TNF y de biomarcadores de angiogénesis.
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Tabla 20: Medianas de las variables de tejido placentario en funcion de la presencia de algin
cultivo positivo ademas del VPH en el TGI.

CULTIVOS ALGUN CULTIVO
NEGATIVOS (N=43) POSITIVO CON VPH
(N=29)
FGF2 (mediana) 1,03 1,29 0,023
IL6 (mediana) 1,22 1,17 0,408
INFg (mediana) 0,72 0,66 0,759
PGF (mediana) 1,27 1,27 0,835
TNF (mediana) 1,12 1,42 0,107
VEGFA (mediana) 0,81 0,96 0,254
VEGFB (mediana) 0,95 0,97 0,553
VEGF1 (mediana) 0,77 0,90 0,974

Se realiz6 también una comparacion de la proporcion de valores de RNA
mensajero en placenta superiores a 1,5 MoM entre los casos con alguna

infeccion del TGl ademas del VPH y los casos con cultivo negativo.

La tendencia de las proporciones de FGF2, INF gamma, PGF, TNF,
VEGFA y VEGRF, demostré superioridad en el grupo de coinfeccion con VPH

respecto del grupo de cultivos negativos.

Aungue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las proporciones de estos grupos, si que se demostré una tendencia un
perfil inflamatorio superior en el grupo de cultivo positivo de TGl ademas del
VPH.
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Tabla 21: Proporcion de casos con valores superiores a 1,5 Mom para las variables estudiadas
en tejido placentario en funcion de la presencia de algun cultivo positivo ademas del VPH en el
TGL.

CULTIVOS ALGUN CULTIVO
NEGATIVOS POSITIVO CON VPH P
(N=43) (N=29)

FGF2 >1,5 MoM (%) 2,6 3,7 0,791
IL6 >1,5 MoM (%) 7,7 7.4 0,966
INFg >1,5 MoM (%) 23,1 33,3 0,358
PGF >1,5 MoM (%) 0,0 3,7 0,226
TNF >1,5 MoM (%) 2,6 11,1 0,152
VEGFA >1,5 MoM (%) 10,3 11,1 0,912
VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0

VEGFR >1,5 MoM (%) 2,6 3,7 0,791
INFLAMACION (%) 7,7 18,5 0,185

4. INFLAMACION TROFOBLASTICA SEGUN INFECCION POR
UREOPLASMA, MICOPLASMA O CLAMIDIA

Al analizar los distintos patdgenos del tracto genital inferior y analizar el
perfil inflamatorio de las pacientes con infeccion activa por dichos patdégenos,
observamos que el que mas se relaciona con inflamacién trofoblastica, con

gran diferencia respecto al resto, es la infeccion por Clamydia. (p 0,001)
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Tabla 22: Inflamacién trofoblastica en funcién de los patégenos del TGl

UREOPLASMA

« POSTIVO

* NEGATIVO
MICOPLASMA

« POSTIVO

* NEGATIVO
CLAMYDIA

« POSTIVO

* NEGATIVO

INFLAMACION
TROFOBLASTICA (%)

177

20

80

25

75

75

25

0,208

0,425

0,001
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1. DISCUSION Y COMPARACION CON LA LITERATURA DE NUE STROS
RESULTADOS

Nuestros resultados, no demuestran asociacién entre la infeccion por el
VPH en la placenta y parto pretérmino espontaneo. Sin embargo, encontramos
un incremento significativo de la inflamacion trofoblastica en los pacientes con

infeccion del tracto genital inferior por VPH (40% vs 7,4%; p=0,004).

Nuestro estudio surgid, a la vista de la publicacion en Human Reproduction
en 2008, de un articulo de Gomez et al. que encontré una alta incidencia de
infeccion por el VPH en placentas de partos pretérmino. Este estudio tuvo una
tasa de deteccion de VPH en placenta del 26,9 %. Demostrandose un
incremento significativo de placentas infectadas por VPH en partos pretérmino
espontaneos (29 (31-36) semanas) respecto de partos a término (54% vs
20%)."* Esta asociacion tan fuerte, no se ha podido demostrar en nuestro
estudio. Detectaron el VPH en placentas principalmente de partos pretérmino
precoces. Nuestro grupo de pretérminos esta representado principalmente por
pretérminos tardios, de los cuales alrededor del 15 % tenian positivo a nivel del
TGI el VPH. Unicamente se detectd una placenta con infeccion por VPH. La
literatura sugiere, que la infeccion intraamniotica y la inflamaciéon es un
mecanismo frecuente de parto prematuro antes de las 32 semanas. En cambio
después de las 32 semanas, son mas frecuentes la corioamnionitis crénica y
las lesiones vasculares. Justificando esto, la posibilidad de que en nuestra
muestra no se detectase esa alta tasa de infeccion por VPH al tratarse de

pretérminos tardios en su mayoria.’*3?°

Es importante mencionar que la prevalencia de infeccion por VPH en el TGI
en nuestra muestra es menor que en otros estudios. Esto se deberia
principalmente a que las tasas de prevalencia del VPH sufren variaciones
geograficas. Aragdn en especial, es una de las comunidades que presenta una
de las tasas mas bajas de infeccién. El estudio de Gomez et al.'** ya advertia
que sus resultados no podian generalizarse al tratarse de una poblacion afro-
americana. Por todo ello, es I6gico pensar que en nuestra muestra se han

detectado menos casos de infeccion por el VPH relacionado con el parto
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pretérmino, debido a menor prevalencia de dicha infeccidon en la poblacion a
estudio.®?® Por otra parte la edad media de las pacientes de nuestro estudio es
de entorno a los 30 afios, edad superior a las edades que contemplan las
mayores tasas de prevalencia 20-25 afios'’ "> 18 |a prevalencia de VPH

decrece conforme aumenta la edad materna.*’®

En cambio, nuestro resultados estan en concordancia con otros dos
estudios que no encontraron ADN en placenta; Eppel et al.*®* no encontraron
ADN de VPH en 147 muestras de placenta obtenidas por via transabdominal,
posiblemente por el uso de una estrategia menos sensible de PCR. Otro
estudio de muestras por via transabdominal logro obtener ADN en 2 muestras
de 35 recogidas.®*’ La ausencia de deteccién de VPH en placenta, también
podria deberse a un aclaramiento de la infeccion durante el embarazo. Como el
VPH es una infeccion transitoria, es tedricamente posible que la infeccidon
temprana en el embarazo pueda alterar la arquitectura vascular placentaria y
en ultima instancia resultar en disfuncion trofoblastica, siendo indetectable en la
placenta en el momento del parto. El Ultimo estudio publicado en la literatura,
estudio de cohortes retrospectivo que determind la influencia de la infeccién por
el VPH genital y parto pretérmino, al igual que nuestros resultados, no
considera la infeccion materna por VPH como un factor de riesgo

independiente para el parto prematuro.??

El analisis de las variables sociodemograficas maternas no demostré
diferencias entre los grupos de nuestro estudio para edad, peso materno al
inicio del embarazo, talla materna, IMC ni raza, en la comparativa del grupo a
término y el grupo pretérmino. Sin embargo, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al nivel educativo de las pacientes de
los dos grupos, observando una relacion inversa entre el nivel educativo y la

presencia de parto pretérmino.

El antecedente de aborto no se mostré en nuestra muestra como factor de
riesgo de prematuridad, al contrario de lo que reflejan datos que encontramos
en la literatura.®?® Como era de esperar, el antecedente de parto pretérmino fue

superior en el grupo de parto pretérmino. Los estudios demuestran que el
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antecedente de parto pretérmino previo se comporta como un factor de riesgo
independiente para el parto prematuro (odd ratio 2,5; intervalo de confianza del
95%, 1,4-2,5).%%° El bajo nivel socioeconémico, el bajo nivel educativo, la
anemia y el IMC inferior al normal asi como el antecedente de prematuridad®*
son los datos asociados a parto pretérmino que se reportan con mayor

frecuencia en la literatura.

Los resultados perinatales de nuestro estudio muestran un mayor
porcentaje de parto eutdcico en el grupo de pretérminos que en el grupo de
nacidos a término. La proporcion de cesareas fue mayor en el grupo de los
nacidos a término que de los pretérmino pero sin embargo cuando la indicacion
de ceséarea fue RPBF en ambos grupos fue similar por lo que asumimos que el
aumento de parto mediante cesarea en el grupo de parto a término fue por
indicacion electiva. Cabe recordar que al no ser el resultado principal del
proyecto, nuestro estudio carece de potencia para poder detectar diferencias
significativas en la mayor parte de los variables de resultado perinatal. En
cuanto al peso neonatal, la proporcion de nifios nacidos con peso inferior al
percentil 10 fue muy similar en ambos grupos. Otro valor relevante que arrojan
los datos obtenidos en nuestro estudio fue la proporcion de neonatos
ingresados en la UCI neonatal. Como era de esperar, la proporcién de ingresos

en UCI neonatal era superior en el grupo de nacidos pretérmino.

Aunqgue no fue un obijetivo principal de nuestro estudio, se consigui6 la toma
de muestras genitales en 78 de las 133 pacientes, lo que supone cultivos
genitales del 58,6% de las pacientes. Podemos destacar una gran presencia de
ureaplasma ureliticum en nuestras pacientes cuando atendemos al analisis
realizado entre los grupos de parto a término y parto pretérmino. Aungue
numerosos estudios observacionales clinicos se han llevado a cabo durante
mas de 30 afos, la importancia clinica de la infeccidon por Ureaplasma es aun
objeto de debate. Las diferentes especies de Ureaplasma son comensales en
el tracto genital de la mujer y se considera que tiene baja virulencia, sin
embargo la colonizacion por Ureaplasma Urealiticum se ha asociado con
infertilidad, muerte fetal, parto prematuro, corioamnionitis, y morbilidad neonatal

incluida la neumonia congénita, la meningitis, la displasia broncopulmonar y la
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muerte perinatal. Ureaplasma spp. Se puede encontrar en la flora vaginal del
40% de las mujeres sexualmente inactivas y el 67% de las mujeres
sexualmente activas. Ureaplasma spp.**! Mycoplasma y Clamydia aunque se
identificaron en una baja proporcion de casos cabe destacar que fueron mas
frecuentes en el grupo de pretérminos. Mycoplasma genitalium se ha
identificado en el tracto genital de la mujer, y varios estudios han estimado que
su prevalencia es de entre 2% y 7% entre las mujeres de la poblacion general.
332 333 Aunque M. genitalium ha sido fuertemente asociada con uretritis no
gonocdcica en hombres y su transmisién heterosexual esta bien establecida,*3*
su potencial patégeno en las mujeres no estad bien entendido. La evidencia
limitada ha demostrado que existe una asociacion entre M. genitalium y
cervicitis, 3*° 3¢ |]a enfermedad inflamatoria pélvica,**’ y endometritis ** en las
mujeres. Sin embargo, estas observaciones no han sido confirmadas en

grandes estudios poblacionales.

Clamydia es una de las infecciones de transmision sexual mas frecuentes
de los paises industrializados. La prevalencia de la infeccion asintomatica
puede ser de entre 3% y 5%, mientras que en poblaciones de mayor riesgo
puede ser entre el 15% y el 20%. La infeccion por clamydia durante la
gestacion, se ha vinculado con parto prematuro, rotura prematura de

membranas amniéticas y bajo peso al nacer.>*

La infeccion por el VPH estuvo presente en el 13,2% de las madres que
tuvieron parto a término y en el 15,4% de las madres con parto pretérmino.
Varios estudios han informado prevalencias de infeccion por VPH en mujeres
embarazadas que van desde 5,4 hasta 68,8 %, con mayor riesgo en menores
de 26 afios.”**"™ La amplia gama de prevalencia de infeccién del VPH en los
estudios, estéa relacionada con varios factores, como la etnia, la eleccion de los
meétodos de deteccion, el tipo de VPH de AR, el disefio del estudio, y los
perfiles de factores de riesgo, como la edad materna, edad gestacional y
antecedentes de cesarea.

Por otra parte, con las 133 muestras de placenta obtenidas en el estudio,

determinamos el grado de inflamacion y de alteraciones del perfil angiogénico
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en funcion de la edad gestacional al parto. En el analisis de la sangre de
cordon umbilical observamos como las determinaciones de TNF alfa, IL-6,
VEGF, FGFb y PIGF fueron superiores en el grupo de casos pretérmino, de
hecho ninguno de los valores fueron superiores en el grupo a término, tan solo
IFN gamma obtuvo el mismo resultado en ambos grupos. Cuando se analizé la
proporcién de estas proteinas con valores superiores a 1,5 MoMs en cada
grupo, el grupo pretérmino tuvo mayor proporcion de casos superiores a 1,5
MoM para TNF alfa, IL-6, PGF y PIGF, sin embargo la proporcion de casos
superiores a 1,5 MoM fue superior en el grupo a termino para VEGF y IFN

gamma.

Si atendemos al RNA mensajero analizado en tejido placentario los datos se
correlacionan bastante bien con los valores en sangre de cordon con valores
superiores a 1,5 MoMs. En el grupo pretérmino obtuvimos valores de mediana
superiores al grupo a término para TNF, IL-6 y PGF, por el contrario eran
superiores en el grupo a término para todos los tipos de VEGF, IFN gamma y
FGF. Como en el estudio de sangre de cordon, valoramos que proporcion de
datos obtuvieron valores superiores a 1,5 MoM y lo que nos mostraron los
datos fue para todos los RNAmM excepto para IFNgamma la proporcién de
valores superiores a 1,5 MoM fueron superiores en el grupo pretérmino. Estos
datos traducen un mayor perfil inflamatorio en el grupo de parto pretérmino que
en el grupo de a términos lo que concuerda con los datos que refleja la
literatura. El estudio de placentas de nifilos prematuros muestra una superior

expresion de receptores para la I1L6.%%°

Por ultimo, con las 78 muestras genitales que obtuvimos, y aunque no era
nuestro objetivo principal en el estudio, se procedi® a un subandlisis,
determinando el grado de inflamacién y de alteraciones en el perfil angiogénico
en funcidn de la presencia de infeccion genital, la cual se ha asociado a peores
resultados perinatales al relacionarse con corioamnionitis histolégica. Las
distintas especies microbianas primero ascienden desde la vagina y el cuello
uterino hasta el utero, donde inducen deciduitis. A pesar de la integridad de las
membranas, los microorganismos pueden en ultima instancia invadir el corion,

amnios, el liqguido amniético y el feto.
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Existe evidencia de que las toxinas producidas por los microorganismos
genitales, activan a nivel de las membranas fetales, la decidua y el amnios, la
produccion de citoquinas. Esta respuesta inflamatoria es conocida como
inflamacion intraamnidtica y actualmente se conoce que puede precede a la
infeccion, de manera que es posible la deteccién de marcadores inflamatorios
en el liqguido amnidtico antes que los microorganismos atraviesen la barrera del
corion-decidua-amnios y alcancen el liquido amniético colonizando al feto.® *°
Tanto la respuesta inflamatoria materna como fetal a la infecciébn son procesos
gue pueden desembocar en un PP o una rotura prematura de membranas
amnidticas. Al contrario, la presencia de bacterias, sin una respuesta

materna/fetal, no siempre causa un efecto adverso.

En nuestro estudio, en primer lugar se analizé el grado de inflamacion y el
perfil angiogénico, en funcién de la presencia del VPH en el tracto genital
inferior. La infeccion por el VPH del TGI durante la gestacion, se asocio a un
mayor perfil inflamatorio y a una mayor tendencia a alteraciones del perfil
angiogénico en sangre de cordon. La elevacion de TNF en sangre de corddn
resultd estadisticamente significativa. En las placentas de estas madres con
infeccion por VPH, se observo una tendencia superior a la sobreexpresion de
RNA mensajero para los biomarcadores de inflamacion y angiogénicos, en
comparacién con las madres sin infeccién del TGIl. Se ha descrito una
correlacion entre los niveles de IL6 en sangre de corddén y la respuesta
inflamatoria placentaria demostrada por estudios anatomopatolégicos.?®
Consideramos inflamacion la elevacion conjunta de la IL6 y el TNF >1,5 MoM.
Cabe destacar como la presencia del VPH en el TGI se asocié a un incremento

significativo de la inflamacion en trofoblasto (40% vs 7,4%; p=0,001).

En concordancia con nuestros resultados, perfil inflamatorio a nivel de
sangre de cordon y de placenta en presencia de infeccion genital por VPH,

podemos mencionar un estudio®*°

cuyo objetivo fue examinar los efectos de las
infecciones causadas por el VPH entre otros virus, en el perfil de citoquinas de
mujeres embarazadas con complicaciones obstétricas. Se determinaron los
niveles de las siguientes citoquinas: IFN alpha, IFN gamma, IL4, IL6, IL8, TNF-

alfa, en lavados vaginales y en plasma sanguineo. El estudio de las citoquinas
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en lavados vaginales y plama sanguineo mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las mujeres infectadas por el VPH y las no infectadas:

A/ La concentracion de IFN gamma aumento en plasma sanguineo en
las gestantes con infeccidon por VPH clinicamente manifiesta.

B/ La concentracion de IL 8 en plasma sanguineo aumento en mujeres
con infeccion por VPH clinicamente manifiesta y en infecciones mixtas con
virus herpes (HV+VPH) sin sintomas clinicos de la infeccién por VPH

C/ La concentracion de TNF alpha en plasma sanguineo aumento en
mujeres con infeccién por VPH asintomatica

D/ La concentracion de IL6 aumento en los lavados vaginales en las

gestantes con infeccion mixta y manifestaciones clinicas

Por dltimo, en nuestro estudio se determind el estado inflamatorio y el pefrfil
angiogénico de las muestras, en funcion de la presencia de varias infecciones
del TGI. Observamos como en sangre de corddn se detectan niveles de TNF
significativamente mayores en presencia de infeccion del tracto genital con
algunos de los patdégenos habituales, al igual que ocurre en presencia de
infeccion del TGI por el VPH.

El TNF alpha ha sido reportado como un marcador sensible para disfuncion
placentaria determinado tanto sangre de cordon umbilical como en
trofoblasto.?’°?’* El TNF alfa juega un papel adicional, ya que induce apoptosis
(muerte fetal fisiologica). Los niveles elevados de TNF alfa y el incremento de
apoptosis en las células epiteliales del amnios se han asociado con rotura

prematura de membranas.**

La placenta de madres con infeccién del tracto genital por alguno de los
patdogenos habituales mostr6 mayor expresion de RNAmM de TNF y de
biomarcadores de angiogénesis. Se demostr6 una expresion de RNAmM de
proteinas inflamatorias mayor en presencia de alguna infeccion del TGI. Al
analizar los patdgenos vaginales relacionados con el mayor grado de
inflamacion trofoblastica en nuestro estudio, encontramos como sobresale
notablemente la Clamidia. Por el contrario, los estudios demuestran que el

microorganismo mas frecuentemente implicado en la infeccion intraamnidtica
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es el Mycoplasma genital y en particular el Ureaplasma urealyticum, presente
en el tracto genital inferior en mas del 80% de las mujeres embarazadas.'® La
identificacion de Ureaplasma spp en el corioamnios se ha asociado
consistentemente con corioamnionitis histolégica, que esta inversamente

relacionada con el peso al nacimiento.

Por otra parte, la etiologia no infecciosa, como la hipoperfusion placentaria,
también puede incrementar la produccién de mediadores proinflamatorios.*
Algunos estudios recientes que usan técnicas moleculares y cultivos sugieren
que la inflamacién intraamniética se asocia con el parto pretérmino en ausencia
demostrable de microorganismos, sugiriendo que puede existir un papel para la
“inflamacién intraamniética estéril.’*> Aunque la literatura es escasa, sugiere
que el diagnéstico de inflamaciéon intraamniotica, independientemente del
resultado del cultivo de liquido amnidtico, esta asociado a una mayor tasa de
prematuridad, mayor riesgo de corioamnionitis clinica y mayor morbilidad
neonatal.®® Es por ello que la investigacién actual se centra en la busqueda de
marcadores de inflamacion intraamnidtica, mas precoces que el cultivo, para
proporcionar una informacién diagndstica rapida en el subgrupo de pacientes
con amenaza de parto pretérmino y rotura prematura de membranas. No
obstante, asumir que el diagndstico y tratamiento precoces de la inflamacion
intraamnidtica reduce las tasas de prematuridad y mejora los resultados

perinatales, esta aun por demostrar.

2. IMPLICACIONES CLINICAS DE NUESTROS RESULTADOS

A dia de hoy desconocemos la etiologia del parto pretérmino, la
fisiopatologia y por su puesto cuales son las medidas de tratamiento eficaces.
Es necesario establecer estrategias de estudio de esta patologia a fin de tratar
de entender cuales son las causas que la desarrollan y poder establecer

estrategias individualizadas para su tratamiento en funcion de la causa.

Varios autores han encontrado asociacion entre la infeccion por el VPH y

parto pretérmino, por lo que han propuesto modificaciones en el cribado del
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VPH e incluso la posibilidad de introducir la vacuna frente al VPH con el fin de
mejorar las tasas de prematuridad.

Nosotros, a la vista de los resultados de nuestro estudio, no planteamos
ninguna conducta clinica, mas alla de las que se estan llevando a cabo en la

actualidad.

Son necesarios mas estudios para poder confirmar la asociacion del
VPH y el parto pretérmino, asi como para esclarecer los mecanismos

patogénicos.

3. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL PROYECTO

Durante la realizacion del presente trabajo identificamos varias limitaciones

que deben ser consideradas en el momento de la interpretacion de los datos.

El presente trabajo es un estudio de casos y controles prospectivo con
muestras biolégicas que se recogen durante el parto. La impredicibilidad del
momento del parto constituye una limitacion tanto para la recogida de las
muestras como para su mantenimiento. El gran nimero de personas que
trabajan en nuestro medio durante la asistencia al parto hace que en ocasiones
no se realice la recogida de muestras bioldgicas de algunas de las pacientes

incluidas en nuestro estudio por desconocimiento del protocolo.

El tratamiento de las muestras biolégicas conlleva una serie de medidas
gue deben ser tenidas en cuenta para su mantenimiento hasta el
procesamiento que dependen del tiempo que se tarda desde la recogida hasta
la congelacion que también supuso una limitacion importante. La deteccion por
amplificacion gendmica presenta el inconveniente de los falsos negativos
debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la muestra (por toma de
cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del ADN debida a una
inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la muestra durante su
extraccion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en las

muestras.
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Por otro lado la consecucion de una muestra suficiente de casos conlleva
gue el protocolo del estudio se prolongue durante varios afios para conseguir
un numero reducido de casos como en nuestro estudio aunque una de las
limitaciones mas importantes ha sido la economica. El analisis proetedmico y la
secuenciacion del RNA mensajero son todavia hoy técnicas caras que

requieren una gran inversion de dinero.

No obstante, tras el analisis de calidad realizado por los bidlogos que se
encargaron del procesamiento de las muestras bioldgicas de placenta, se
concluy6 que todas fueron de alta calidad.
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No encontramos ninguna asociacion entre la infeccion trofoblastica por
VPH y la prematuridad tardia.
Los nacidos pretérmino presentaron un mayor perfil inflamatorio y

angiogénico en sangre de cordon que los nacidos a término.

En las placentas de los recién nacidos pretérmino, se observé una
tendencia superior a la sobreexpresion de RNA mensajero para los
biomarcadores proinflamatorios y angiogénicos en comparacion con las

placentas de los nacidos a término.

La infeccion por el VPH en el TGI no se asocia con un incremeneto del
parto pretérmino tardio.

La infeccion por VPH en el TGI durante la gestacion, se asocia a un con
un incremento significativo de inflamacion trofoblastica y tendencia a

alteraciones del perfil angiogénico en sangre de cordon.

En las placentas de madres con infeccion del TGl por patégenos
habituales (Clamydia, Micoplasma y Ureoplasma), se observé una
tendencia superior a la sobreexpresion de RNA mensajero para los
biomarcadores proinflamatorios y angiogénicos, en comparacion con las

placentas de madres sin infeccion.
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ANEXO 1. HOJA DE INFORMACION

HOJA INFORMATIVA SOBRE EL ESTUDIO HPPV

¢. Oué es la amenaza de parto pretérmino?

La amenaza de parto pretérmino o APP se define como la aparicion de dinamica uterina y
modificaciones cervicales en la gestante antes de la semana 37 de embarazo, momento en el

que la gestacion se considera a término.

Fase Inicial {Latente) Fase Activa

Feto Utero Feto Utero

Borradura

& j Cérvix del Cervix
& 2

o 2= £

% o Y L e i

% % ,

P T =
Vagina P e Vagina

Cordon Umbilical Cordon Umbilical

¢ Oué causa la amenaza de parto pretérmino?

La APP constituye la primera causa de ingreso durante la gestacion excluyendo el trabajo de
parto a término. Aunque la mayoria de estas pacientes (70-80%) no presentaran finalmente un
parto prematuro, la incidencia de prematuridad en este grupo de pacientes es de un 20-30%,
estando duplicado o triplicado respecto a la poblacién general, constituyendo un grupo de
riesgo de prematuridad.

La etiologia del parto pretérmino es multifactorial, se puede deber a diferentes causas,
genéticas, alteraciones en la forma del Gtero materno, la rotura prematura de las membranas
amnioticas, factores como el bajo peso materno, las infecciones...pero en un gran nimero de
pacientes no llegamos a conocer cudl es la razén desencadenante de la APP.

La infeccién intramnidtica, vaginal y urinaria son causas de APP y es por ello que en ingreso
hospitalario de la paciente en la que se identifica una APP se realiza una analitica general, una
analitica de orina y una toma de cultivos vaginales con el fin de identificar y tratar las posibles

infecciones referidas anteriormente.

..En qué consiste el estudio HPPV?

El estudio HPPV pretende conocer si el Virus del Papiloma Humano es responsable de la APP,
la prematuridad y algiin problema en el bebé recién nacido.
El estudio consiste en:
» La identificacién de pacientes que como usted han sufrido un episodio de APP.
e Realizar un cultivo vaginal para HPV.

» Registrar en qué momento se produce finalmente el parto
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e Cuando el parto haya finalizado, se tomaran muestras de placenta y sangre de

corddn umbilical para tratar de identificar al virus en estos medios.

Placenta

Prensilla
Umbilical

Cordon Umbilical Salida de

Cordon Umbilical

la Cabeza \agina

En ningln momento se tomaran muestras, ni se extraera sangre del bebé para este estudio,

por lo que no se realizara ningln proceso invasivo sobre su hijo.

Ademas, aquellas madres en las que se identifigue un cultivo positivo para HPV seran
sometidas a una revisién en el postparto, ya que se sabe que el HPV es causa de patologia a
nivel del cérvix uterino en algunas de las mujeres que lo padecen.

La participacién en este estudio es totalmente voluntaria y para ello necesitaremos su
consentimiento expreso y podra retirarse del mismo en el momento en que usted lo desee.

Si tiene alguna duda respecto a este estudio puede llamar al siguiente teléfono y su doctor le

atendera:
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ANEXO 2. HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFOR MADO
HOJA DE INFORMACION
Disfuncion trofoblastica secundaria a la infeccion por Virus del Papiloma Humano y

asociacién con el parto pretérmino

Como usted sabe, una de las actividades mas importantes de la sanidad, junto con la
asistencia a pacientes, es la investigacion biomédica. Esto requiere, entre otras cosas, recoger
datos de pacientes para analizarlos y obtener conclusiones que puedan ser Gtiles para futuros
pacientes. Le invitamos a participar en un estudio que se va a desarrollar en el Hospital Clinico
Universitario, y cuyo objetivo es estudiar la asociacion que existe entre la infeccién genital por

el virus del papiloma humano y el parto pretérmino.

De acuerdo con las normas bioéticas y la legislacion vigente, necesitamos su autorizacion para
utilizar la informacién clinica (datos, imagenes, otros). Todas las exploraciones que se van a
realizar forman parte de la practica clinica diaria, y son totalmente inofensivas para usted y su
bebé.

¢En qué consiste el estudio? Se entiende por parto pretérmino el nacimiento de una bebé
antes de las 37 semanas de embarazo y se cree que es responsable del 70% de los problemas
de los recién nacidos. La amenaza de parto pretérmino es la causa principal del ingreso
hospitalario durante el embarazo aunque, la mayoria de las pacientes ingresadas por este
motivo (70-80%) no presentaran finalmente un parto pretérmino. Aln asi, que haya un 20-30%
de partos prematuros, supone un porcentaje muy alto con respecto a la poblacién general y por

eso se considera a la poblacién con amenaza de parto pretérmino como un grupo de riesgo.

El virus del papiloma humano (VPH) es la infecciébn mas frecuente del aparato genital, alguno
estudios refieren que hasta el 80% de los adultos han tenido contacto con el VPH en algun
momento de su vida. Datos recientes parecen encontrar un incremento de riesgo de tener un
parto pretérmino en pacientes que tienen una infeccién por HPV en la placenta. El objetivo de
nuestro estudio es estudiar la posible asociacién entre la infeccion genital por VPH y el parto

pretérmino.

En todo momento puedes solicitar explicaciones a tu médico sobre el desarrollo del estudio. Y

después, si estas de acuerdo con lo que se te propone, seras seleccionado para participar.
A partir de tu aceptacion del estudio haremos lo si guiente:

Se le realizard unos cultivos vaginales para poder determinar posibles infecciones del aparato
genital. La realizacidon de los cultivos vaginales no duele, y no supone ningln riesgo para el

embarazo.

En el caso de comprobarse infeccién genital por el VPH, se le realizara una citologia cérvico-
vaginal y una colposcopia. Ni la citologia ni la colposcopia producen dolor, y no suponen ningin

riesgo para el embarazo.

Después se te realizaran varias visitas de seguimiento antes del parto. En estas visitas

rutinarias se recogera informacion médica tuya.
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En el parto, una vez haya nacido el bebé y cortado el cordon umbilical, se realizard una
extraccion de sangre del cordén umbilical, y se tomara una muestra de la placenta. En ningin
caso se le sacara sangre a usted ni al bebé, ni se le hara ningun tipo de exploracion o prueba
diferente de las habituales. Tras el parto se recogeran una serie de datos médicos informativos
tuyos y de tu bebé; datos como: nimero de semanas de embarazo en el momento del parto, la
presencia de algin problema de prematuridad en tu hijo (si fuera prematuro) y si ha habido
algin problema durante el parto. También es posible que contactemos contigo mas adelante

para preguntarte sobre tu evolucion y/o la de tu bebé.

¢Existe algun riesgo por participar en este estudio ? No existen desventajas ni riesgos
afiadidos para usted ni para su bebé. Todas las exploraciones empleadas durante el proceso
son técnicas totalmente inofensivas, y por supuesto no implican dolor ni ningan riesgo para la

salud.

¢ Qué ocurre si se niega a participar en el estudio? Su participacién en el estudio es
absolutamente voluntaria. En cualquier momento puede usted cambiar de opinidn y salir del

estudio.

Le agradecemos su colaboracién y estamos a su disposicion para contestar cualquier pregunta
que quiera realizar. Los datos del estudio son confidenciales y sélo tendran acceso a ellos los
investigadores y el personal encargado de garantizar la calidad de los datos. Las autoridades
sanitarias pueden, eventualmente, acceder a los mismos durante una inspeccion. Los nombres
de los participantes no apareceran en ninguna informaciéon o publicacion de los datos del
estudio. Su informacion personal no estara disponible al publico, cumpliendo los establecido en
la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal.
Por otro lado, ha de saber que cualquier estudio de investigacién que se realiza en la
Comunidad Auténoma de Aragén dispone de la aprobacion del Comité Etico del Instituo

Aragonés de Ciencias de la Salud.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del PROYECTO: Disfuncion trofoblastica secundaria a la infeccién por Virus del
Papiloma Humano y asociacion con el parto pretérmino

Y 0, et e e e e (nombre y apellidos del participante)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion sobre el mismo.
He hablado CON: ... (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1) cuando quiera

2) sin tener que dar explicaciones

3) sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
Deseo ser informado sobre los resultados del estudio: si  no (marque lo que proceda)
Acepto que las muestras derivadas de este estudio puedan ser utilizadas en futuras
investigaciones (relacionadas con ésta), incluyendo analisis genéticos: si no (marque lo
que proceda)
Doy mi conformidad para que mis datos clinicos sean revisados por personal ajeno al centro,
para los fines del estudio, y soy consciente de que este consentimiento es revocable.
He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado.

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza y el propdsito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:
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ANEXO 3. DOCUMENTO DE APROBACION DEL CEICA

Infoime Dictummes Favorasi
' PrOpcty Dneestopatais Bumutias
ARAGON P ——
ity S— % e gt wntew e 1070

CETC Asmgdiss [OEICA)

Dria, Mara GCanpked Honj, Sncraleds do COC Srmges: (OIS0R)
CORTIFICA

= QueE CET Sragon [CEICA] an b el del da PAOWICI0 s o L4 TTED e camumin @ propuenis del
v ey al eshaln

Titebo Degincain tmolobtistis secontien & o evlmosbhn o degs e Papiies Fumaes (WH] p asccacids con gl
i TG

Virsldn Probocsis Cvsiussa: sty 2010
Varaiden Haja Tnformacidn o Pacisnts Drasasds: ¥F @ LLUANTI

1%, Conpiies gue

+ o El propertc s el wpseeds ue seguilion & @ Ly WI00T, S 1 de julis, de Deveshgaodn Baomerkos j s

o ey e

- e cumpien os regusion meorse e e sRridat el peohuold B0 Pelaciln con ke obetves ol emuds e

1liNeadol M g 7 PR e faa 6

- Gon EiECE TG O PrasEireTn Jue afiene ¢ Coes s R maikd COma i DEepeEaT B Evaly

PR o ST o Cnfn gue e Serteari i 4 g bl el el estude,

© o FECENOE e B CHTEMCEROCRES SRR Drelds b e (N o resle & s B e o
Lo Cpoptet o o Imeesiopiores g wn e e (Rpa ey son apeigiades g levet a cabe 38 deaes

2R P e Coe s CET e o DECTAMEN FAVORAILE
¥, FawEC adca e i sl o8 Fedlien o oy sperbe CEIC Devsm por s [oweslicidioes,

CEN g (OFS0E) O Dl Orod W)
TR ¢ SIS MY DT DS (oo S

Lo o T ol S, @ 00 O iabeirsilen g 2008

Foa;
[
1
B i B TIRTNES W Bt i Ly =] Eaa
[ g fgmrns fmpe= 18 [pees WA Deopus Exssly
b i | m iF Rgm &y 5] T iE em SSTET SEr e S

202



SRS, o
(=R L = B

mgm e m s adE
Aniy Commacy Lo, 11 pidwen 1|

i g

O gt L CONITE £ 10 08 BAESTIGACION CLMICE DN &EAL S

Era Wgng dansaes biegs. Socrwirg dut Comes Liog de Cwpmgacan Slimcs ie Sragoe
CERTIFICA.

T En b mundn gewtrgds o die D de seplaries de 000 conuspoodieni sk LAS0M =
FUTTEE (08 e setl Rk B B S Ecn Azl Dmerwis FIVEES § Decreln JAT0M
Sui Cobams dn ArSpo®. Modicans por o Decrem f~ para que W SECEEn de oain CFIG e

i 2

1 EICHC e Adamldn, 1aime es . compbaads tomp en wus PST, conpie San s noomas da 1R
4" Laoompascon del GEIC e Alepin & 6 oilsde lecha ra | siguisnie

L

Praujdesar; Capar Lorm Peiks, Mihco Semeiy de Peforis Foedile Lingesiann g Bl
wrrluﬂ&mh“ Inyw SR in

ldaniE Caikcd ABar Aendn, Midios. Sensco Je Melcing Prevertva § Sale POoios
H-I-HI’:'I‘I-I Limiswsi Lo Logens Disda Profapirat Semibeng sxpedc sn spdemangs iisos
Bezrmating WMars Dosrieg Hojps Femesiine
Bige Comm Conke, Friworend Unedsl Wita os invastiganon. Hoopks! Clnoe Lnvemsmng Larang

fimas
MEra s Riod, Bepreprranie e e Dgeeiecog 08 Conlarmdire v Lkshom

Farmaaifiod of Aanoon PRmens oe Zeagere Sams 9

Beig. MAlicn Cotn dr Saln de Araets Medono pon e SkseeTa g
-an “.h“hi_il 'l:l:ﬂ'-_:ir

gy A =

A i B0 R

AitEbeigm, Wacdc:  Sefrnc e Feccsossge Cices  fosacs Do

L
darais Srofpgorg = e Eacuimes B UEresie oreersetes ae Jawgare
Wit Careioz e St Arater ackeo Bl ko

e s e e Waden Fullee Sapings o8 Cencas 38 B Saul Acjreaalasss 8

s
’%!f!i!ii

203




ANEXO 4. FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS (CRD)

ESTUDIO HPPV
Disfuncion trofoblastica secundaria a la infeccion por Virus del Papiloma
Humano (VPH) y asociacién con el parto pretérmino.

Etiqueta del paciente:

Direccion:
Correo electrénico:
1) Ingreso en el estudio

NHC:
ID HPPV:
GRUPO: CASO (1) / CONTROL

(9)
CP

Fecha de la tltima regla

Fecha de inclusion en el estudio

Fecha nacimiento materna

Origen étnico materno

Africa
Asia

Europa Sudamérica

Magreb Otros

Nivel educativo:

sin estudios estudios primarios
estudios secundarios estudios universitarios

Actividad Laboral

Consumo de tabaco (cigarrillos/dia)

Peso materno al inicio de la gestacion (Kg)

Talla materna (cm)

Paridad (nimero de partos > 22 semanas)

Edad gestacional al parto en las
gestaciones anteriores

Antecedente de infeccion genital por HPV

No: Sl (¢.qué?)

2) Muestras tracto genital inferior

VPH en el tracto genital inferior

Tomado  Negativo Positivo  Serotipo

Infeccién Mycoplasma TGl

Tomado Negativo Positivo

Infeccién Chlamydia trachomatis TGl

Tomado Negativo Positivo

Infeccién Ureoplasma TGl

Tomado Negativo Positivo

3) Ecografia ingreso estudio

Fecha

Longitud cervical (mm)

Peso fetal estimado (gramos)

IPAU

IP ACM

IPm AUT

Perfusion suprarrenales

Realizado No realizado

Volumen suprarrenales

Realizado No realizado

4) Ingreso hospitalario por APP (casos)

Fecha de ingreso hospitalario APP

Fecha de alta hospitalario APP
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Bishop ingreso

Bishop alta

Longitud cervical ingreso (mm)

Longitud cervical al ta (mm)

Tocolitico utilizado (dias)

Atosiban Rotodrine
Nifedipino
Ninguno Indometacina

Maduracién pulmonar

Dexametasona Betametasona
No

Sexo fetal:

Masculino Femenino

Patologia materna:

PCR (sangre)

Leucocitos (sangre)

Neutrofilos (sangre)

RPMA durante el ingreso

No: Si: (fecha)

Infeccion VIH

Si No

Dias de ingreso en reingresos por APP

5) Ecografia control

Fecha

Longitud cervical (mm)

Peso fetal estimado (gram 0s)

IPAU

IP ACM

IPm AUT

Perfusion suprarrenales

Realizado No realizado

Volumen suprarrenales

Realizado No realizado

6) Resultado perinatal

Fecha del parto

Tipo de parto

Eutdcico Forceps Ceséarea

Amniorrexis espontanea

Sl No

Peso neonatal (gr)

Cesérea urgente por RPBF

Si No

pH arteria umbical fetal al nacer

Apgar 5 minutos

Reanimacién neonatal

Si No

Preeclampsia

Si No

Preeclampsia grave

Si No

Mortalidad perinatal

Si No

Dias en Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (dias)

Morbilidad neonatal significativa

NO

convulsiones

hemorragia intraventricular > grado lll,
leucomalacia periventricular
encefalopatia hipoxicoisquémica,
electroencefalograma anormal
enterocolitis necrotizante

fallo renal agudo

fallo cardiaco
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7) Muestras parto

Recogido | Entregado | Etiqueta laboratorio Resultado
(Nombre) | (Nombre) | (n°referencia)

VPH frotis placenta SI NO SI NO

VPH biopsia placenta SI NO SI NO

IL6 sangre corddn SI NO SI NO

TNF sangre cordon SI NO SI NO

IL6 trofoblasto SI NO SI NO

IFN gamma trofoblasto SI NO SI NO

TNF trofoblasto SI NO SI NO
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ANEXO 5

Magnetic Luminex’ Screening Assay

Human Premixed Multi-Analyte Kit

Catalog Number LXSAHM

For the simultaneous detection of multiple human biomarkers in cell culture supernates,
serum, and plasma.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INTRODUCTION

This kit contains the components required to screen up to 50 human biomarkers in cell culture
supernate, serum, and plasma samples in multiplexed sandwich ELISAs.

Magnetic Luminex® Screening Assays can be used to assess the levels of biomarkers of your
choosing in a single sample. For ease of use, the microparticles are premixed in one vial as are
the biotinylated detection antibodies.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

Magnetic Luminex Screening Assay multiplex kits are designed for use with the Luminex
MAGPIX® CCD Imager. Alternatively, kits can be used with the Luminex 100/200™ or Bio-Rad®
Bio-Plex®, dual laser, flow-based sorting and detection platforms.

Analyte-specific antibodies are pre-coated onto color-coded magnetic microparticles.
Microparticles, standards and samples are pipetted into wells and the immobilized antibodies
bind the analytes of interest. After washing away any unbound substances, a biotinylated
antibody cocktail specific to the analytes of interest is added to each well. Following a wash to
remove any unbound biotinylated antibody, streptavidin-phycoerythrin conjugate
(Streptavidin-PE), which binds to the biotinylated antibody, is added to each well. A final wash
removes unbound Streptavidin-PE, the microparticles are resuspended in buffer and read
using the Luminex MAGPIX Analyzer. A magnet in the analyzer captures and holds the
superparamagnetic microparticles in a monolayer. Two spectrally distinct Light Emitting
Diodes (LEDs) illuminate the beads. One LED identifies the analyte that is being detected and
the second LED determines the magnitude of the PE-derived signal, which is in direct
proportion to the amount of analyte bound. Each well is imaged with a CCD camera. Kits can
also be used with Luminex 100/200 or a Bio-Rad Bio-Plex dual laser, flow-based systems.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

« FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.
« The kit should not be used beyond the expiration date on the kit label.
« Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources.

- If samples generate values higher than the highest standard, further dilute the samples with
Calibrator Diluent and repeat the assay.

« Any variation in standard diluent, operator, pipetting technique, washing technique,
incubation time or temperature, and kit age can cause variation in binding.

- Variations in sample collection, processing, and storage may cause sample value differences.

« Discepancies may exist in values obtained for the same analyte utilizing different
technologies.

» Magnetic Luminex Screening Assays afford the user the benefit of multianalyte analysis of
biomarkers in a single sample. A multipurpose diluent is used to dilute samples, if necessary,
and provide accurate estimates of natural analytes in cell culture supernates, serum, and
plasma.

- Only the analytes listed on the enclosed Certificate of Analysis can be measured with
this kit.

www.RnDSystems.com 1
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MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS

Store the unopened kit at 2-8 °C. Do not use past kit expiration date.
This kit contains sufficient materials to run multiplex assays on one 96 well plate.

STORAGE OF OPENED, DILUTED,
PART PART # DESCRIPTION OR RECONSTITUTED MATERIAL
Human Standard 893899
Cocktail A*
Human Standard 893901
Cocktail B
Human Standard 894368
Cocktail C*
Human Standard 893985
Cocktail D*
Human Standard 893986
Cocktail E' Once reconstituted, any
Human Standard 894162 | 2 vials of recombinant human biomarkers in a buffered remaining standard must
Cocktail Ff protein base with preservatives; lyophilized. be discarded. Use fresh
Human Standard 894625 standard(s) for each assay.
Cocktail G
Human Standard 896017
Cocktail H*
Human Standard 896018
Cocktail I
Human Standard 896019
Cocktail Jt
Human Standard 894824
Cocktail K

*Provided this is within the expiration date of the kit.
"Each premixed kit may contain 1 or more of the unique Standard Cocktails (A-K), depending upon the analytes selected.

Note: The reconstitution method for the standard cocktail vials results in a 10X standard cocktail.
Therefore, the maximum number of different standard cocktails that can be mixed is ten. In the rare
instance more than ten different standard cocktails are provided, two standard curves must be
generated (e.g. if twelve different standard cocktail vials are provided, two standard curves must be
assayed. The first would contain ten standard cocktails and the second would contain two standard
cocktails).

2 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.

210



MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS CONTINUED

STORAGE OF OPENED, DILUTED,

PART PART # DESCRIPTION OR RECONSTITUTED MATERIAL
Human Magnetic 894723 | 0.6 mLof a concentrated microparticle cocktail with
Premixed Microparticle preservatives. May be stored for up to
Cocktail 1month at 2-8 °C.*
Human Premixed 893988 | 0.6 mL of a concentrated biotin antibody cocktail with Once diluted, these solutions
Biotin-Ab Cocktail preservatives. must be discarded. Use fresh
Streptavidin-PE 893535 | 0.250 mL of a concentrated streptavidin-phycoerythrin dilutions for each assay.
Concentrate conjugate with preservatives.
Diluent RD2-1 895970 | 11mL of a buffered protein base with preservatives.
Calibrator Diluent 895438 | 2vials (21 mL/vial) of a buffered protein base with
RD6-52 reservatives May be stored for up to

P : 1month at 2-8 °C.*
Wash Buffer 895003 | 21mL ofa25-fold concentrated solution of buffered
Concentrate surfactant with preservative. May turn yellow over time.
Microplate 641385 | 1flat-bottomed 96 well microplate used as a vessel for the assay.
Certificate of Analysis 752890 | 1sheet listing the selected analytes with the microparticle regions, standard reconstitution

volumes, and concentrations for the provided Standard(s).
Mixing Bottles 895505 | 2 empty 8 mL bottles used for mixing microparticles with Diluent RD2-1.
Plate Sealers 640445 | 3 adhesive foil strips.

*Provided this is within the expiration date of the kit.

TECHNICAL HINTS

« When mixing or reconstituting protein solutions, always avoid foaming.

- To avoid cross-contamination, change pipette tips between additions of each standard level,
between sample additions, and between reagent additions. Also, use separate reservoirs for
each reagent.

- To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation steps is
necessary.

« Protect microparticles and Streptavidin-PE from light at all times to prevent photobleaching.

PRECAUTIONS

Some components in this kit contain ProClin® which may cause an allergic skin reaction. Avoid
breathing mist.

Wear protective gloves, clothing, eye, and face protection. Wash hands thoroughly after
handling. Please refer to the MSDS on our website prior to use.

www.RnDSystems.com
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OTHER SUPPLIES REQUIRED

« Luminex MAGPIX, Luminex 100/200, or Bio-Rad Bio-Plex analyzer with X-Y platform.
« Hand-held microplate magnet or platewasher with a magnetic platform.

« Pipettes and pipette tips.

+ Deionized or distilled water.

« Multi-channel pipette, manifold dispenser, or automated dispensing unit.

+ 500 mL graduated cylinder.

« Polypropylene test tubes for dilution of standards and samples.

« Horizontal orbital microplate shaker (0.12" orbit) capable of maintaining a speed of
800 = 50 rpm.

« Microcentrifuge.

SAMPLE COLLECTION & STORAGE
The sample collection and storage conditions listed below are intended as general
guidelines. Sample stability has not been evaluated.

Cell Culture Supernates - Remove particulates by centrifugation and assay immediately or
aliquot and store samples at < -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Serum - Use a serum separator tube (SST) and allow samples to clot for 30 minutes at room
temperature before centrifuging for 15 minutes at 1000 x g. Remove serum and assay
immediately or aliquot and store samples at < -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Plasma - Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge for 15 minutes
at 1000 x g within 30 minutes of collection. Assay immediately or aliquot and store samples at
<-20°C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Note: Citrate plasma have not been validated for use in this assay.

SAMPLE PREPARATION

To determine the appropriate dilution for each analyte, refer to the table located in the
following link http://www.RnDSystems.com/Products/LXSAHM.

Serum and plasma samples require at least a 2-fold dilution. A suggested 2-fold dilution is
75 pL of sample + 75 pL of Calibrator Diluent RD6-52. Mix thoroughly.

High abundance biomarkers may require additional dilution such as 50- or 200-fold.

A suggested 50-fold dilution is 10 pL of sample + 490 uL of Calibrator Diluent RD6-52.
Mix thoroughly.

A suggested 200-fold dilution can be achieved by adding 10 uL of sample to 90 uL of
Calibrator Diluent RD6-52. Complete the 200-fold dilution by adding 10 L of the diluted
sample to 190 uL Calibrator Diluent RD6-52.

4 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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REAGENT PREPARATION
Bring all reagents to room temperature before use.

Wash Buffer - If crystals have formed in the concentrate, warm to room temperature and mix
gently until the crystals have completely dissolved. Add 20 mL of Wash Buffer Concentrate to
deionized or distilled water to prepare 500 mL of Wash Buffer.

Standards - The standards provided in the kit will differ depending on the analytes selected,
but may include up to 10 unique Standard Cocktails (A-J). Reconstitute 1 each of the unique
Standard Cocktails provided in the kit with Calibrator Diluent RD6-52. Refer to the Certificate of
Analysis for reconstitution volumes. Allow the standard to sit for a minimum of 15 minutes with
gentle agitation prior to making dilutions. Upen reconstitution, each Standard Cocktail is a

10X concentrate.

Use polypropylene tubes. Combine the Standard Cocktails with Calibrator Diluent RD6-52
according to the table below. This results in a single 1X Standard containing all of the selected
analytes. Label this as Standard 1.

Number of Unique Standard Volume to Combine into Volume of Calibrator Total Volume of
Cocktails Provided a Single Tube Diluent Required Standard 1
1 100 L 900 pL 1000 pL
2 100 L of each 800 uL 1000 pL
3 100 pL of each 700 pL 1000 pL
4 100 pL of each 600 pL 1000 uL
5 100 pL of each 500 pL 1000 pL
6 100 L of each 400pL 1000 pL
7 100 pL of each 300 pL 1000 pL
8 100 pL of each 200 L 1000 pL
9 100 pL of each 100 uL 1000 pL
10 100 pL of each oL 1000 pL

Pipette 200 L of Calibrator Diluent RD6-52 into each of 5 test tubes labeled 2-6. Use
Standard 1 to produce a 3-fold dilution series (below). Mix each tube tharoughly before the
next transfer. Standard 1 serves as the high standard. Calibrator Diluent RD6-52 serves as the
blank. Refer to the Certificate of Analysis for the assigned values of combined Standard 1.
Note: If more than ten standard cocktails are supplied, refer to the note on page 2.

100 pL of

each Standard \
100 uL 100 uL 100 pL 100 uL 100 L
b |
> E | Fm 3 g F > /-\ /-‘ /-\ /-\ N

STANDARD TANDARD STANDARD TANDARD STANDARD — o
Standard Standard Standard Standard Standard
Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail

L] B L] r ] l‘ b
Emmu Emuo.mn anmu STANDARD mww ' '\ m m|
@ '8 el e e

Standard Standard Standard Standard Standard Standard 1 Standard2 Standard3 Standard4 Standard5 Standard 6
Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail
www.RnDSystems.com 5
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DILUTED MICROPARTICLE COCKTAIL PREPARATION

1. Centrifuge the Microparticle Cocktail vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing
the cap.

2. Gently vortex the vial to resuspend the microparticles, taking precautions not to invert
the vial.

3. Dilute the Microparticle Cocktail using Diluent RD2-1 in the mixing bottle provided.

Number of Wells Used Microparticle Cocktail + Diluent RD2-1
96 500 pL + 5.00 mL
48 250 + 2.50mL
24 125 L + 1.25mlL

Note: Protect microparticles from light during handling. Prepare microparticles within 30 minutes
of use. Diluted microparticles cannot be stored.

DILUTED BIOTIN ANTIBODY COCKTAIL PREPARATION

1. Centrifuge the Biotin Antibody Cocktail vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing
the cap.

2. Gently vortex the vial, taking precautions not to invert the vial.
3. Dilute the Biotin Antibody Cocktail in Diluent RD2-1. Mix gently.

Number of Wells Used Biotin Antibody Cocktail + Diluent RD2-1
96 500 pL + 5.00 mL
48 250 pL + 2.50 mL
24 125 L + 1.25mL

STREPTAVIDIN-PE PREPARATION

Use a polypropylene amber bottle or a polypropylene test tube wrapped with aluminum
foil. Protect the Streptavidin-PE from light during handling and storage.

1. Centrifuge the Streptavidin-PE vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing the cap.

2. Gently vortex the vial, taking precautions not to invert the vial.

3. Dilute the Streptavidin-PE Concentrate to a 1X concentration by adding 220 uL of
Streptavidin-PE Concentrate to 5.35 mL of Wash Buffer. This provides enough Streptavidin-PE
to assay one 96-well microplate. If assaying less than 96 wells, adjust these volumes
accordingly.

6 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INSTRUMENT SETTINGS
Luminex MAGPIX analyzer:

a) Assign the microparticle region for each analyte being measured
(see Certificate of Analysis for details)

b) 50 events/bead

¢) Sample size: 50 uL

d) Collect Median Fluorescence Intensity (MFI)

Luminex 100/200 and Bio-Rad Bio-Plex analyzers:

Note: Calibrate the analyzer using the proper reagents for superparamagnetic microparticles (refer

to instrument manual).

a) Assign the microparticle region for each analyte being measured (see Certificate of Analysis
for details)

b) 50 events/bead

¢) Minimum events: 0

d) Flow rate: 60 uL/minute (fast)

e) Sample size: 50 pL

f) Doublet Discriminator gates at approximately 8000 and 16,500

g) Collect MFI

Note: The CAL2 setting for the Bio-Rad Bio-Plex analyzer should be set at the low RP1 target value.

www.RnDSystems.com 7
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ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents and samples to room temperature before use. It is recommended that
all samples and standards be assayed in duplicate.

Note: Protect microparticles and Streptavidin-PE from light at all times.

1.
2.

3.

6.
7.

Prepare all reagents, standards, and samples as directed in the previous sections.

Resuspend the diluted microparticle cocktail by inversion or vortexing. Add 50 pL of the
microparticle cocktail to each well of the microplate.

Add 50 pL of Standard or sample* per well. Securely cover with a foil plate sealer. Incubate
for 2 hours at room temperature on a horizontal orbital microplate shaker (0.12" orbit) set
at 800 + 50 rpm. A plate layout is provided to record standards and samples assayed.

. Using a magnetic device designed to accommodate a microplate, wash by applying the

magnet to the bottom of the microplate, removing the liquid, filling each well with Wash
Buffer (100 uL) and removing the liquid again. Complete removal of liquid is essential for
good performance. Perform the wash procedure three times.

Note: Refer to the magnetic device user manual for proper wash technique using a flat bottom
microplate.

. Add 50 L of diluted Biotin Antibody Cocktail to each well. Securely cover with a foil plate

sealer and incubate for 1 hour at room temperature on the shaker set at 800 + 50 rpm.
Repeat the wash as in step 4.

Add 50 pL of diluted Streptavidin-PE to each well. Securely cover with a foil plate sealer and
incubate for 30 minutes at room temperature on the shaker set at 800 + 50 rpm.

8. Repeat the wash as in step 4.

9. Resuspend the microparticles by adding 100 uL of Wash Buffer to each well. Incubate for

10.

2 minutes on the shaker set at 800 + 50 rpm.

Read within 90 minutes using a Luminex or Bio-Rad analyzer.
Note: Resuspend microparticles inmediately prior to reading.

*Samples may require dilution. See Sample Preparation section.

8

For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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CALCULATION OF RESULTS

Use the Standard concentrations on the Certificate of Analysis and calculate 3-fold dilutions for
the remaining levels. Average the duplicate readings for each standard and sample and
subtract the average blank Median Fluorescence Intensity (MFI).

Create a standard curve for each analyte by reducing the data using computer software
capable of generating a five parameter logistic (5-PL) curve-fit.

If samples have been diluted, the concentration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor.

CALIBRATION

This assay is calibrated against highly purified recombinant human biomarkers produced at
R&D Systems.

All trademarks and registered trademarks are the property of their respective owners.

www.RnDSystems.com 9
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PLATE LAYOUT
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO Codigo: PNT.T22.12.17
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1705
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de Cienzias de la Salud

1. OBJETO

Describir como realizar la extraccion de DNA a partir la sangre con la quimica Flexigene.

2. ALCANCE

A todas las muestras de sangre a que se extraen DNA con la quimica Flexigene.

3. MATERIALES Y REACTIVOS

| Nombre | Especificacién

Liquido de lisis FG1
Liquido de extraccion FG2
Tampén para disolver DNA FG3

Etanol para lavado 70% (v/v)

2-propanol

Tubos de reaccion De 1,5y de 2 ml 6 15ml 6 50 ml, estériles y libres de DNAsas y RNAsas

Etiquetas tubos Etiquetas para impresora Brady

| |
| |
| |
| |
| |
‘ Puntas de pipetas | Estériles y libres de DNAsas y RNAsas
| |
| |
| |
| |
| |

Proteasa Proteasa Q (Qiagen)
Papel De filtro y de mano
Guantes Nitrilo sin polvo
4. EQUIPOS

m Agitador de un tubo HEIDOLPH REAX T22-AG02.
m Nevera Edesa Clase A Dinamic T22-NEVO01.

m Nevera Edesa Romantic T22-NEV02.

m Congelador -20°C asociado a NEV0O1 T22-COO01.
m Congelador -20°C asociado a NEV02 T22-CO02.
m Congelador -80° SANYO T22-CO03.

M Pipeteador automatico PanAid T22-PA01.

® Incubador Comfort T22-XXX.

m Bario de agua T22-BA01.

B Pipetas T22-MPPREO02, T22-MPPREO05, T22-PA01.

m T22-CT01.

5. MEDIDAS DE SEGURIDAD Y PRECAUCIONES A TOMAR

m Cuando se manipulen sustancias quimicas que supongan un riesgo para la salud, se
realizara con las medidas de proteccion adecuadas.

m Los desechos de sustancias se eliminaran en los contenedores dispuestos para tal fin
dependiendo de su tipo de toxicidad.

m Cualquier accidente que ocurra se comunicara al Responsable del Servicio.

m Todos los reactivos deben ser considerados peligrosos.

m Solo deben ser manejados por personal entrenado.

m La persona que vaya a utilizar esta técnica manipulara material biolégico y debe llevar bata
de laboratorio y guantes de laboratorio de nitrilo SIN POLVO.
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de Ciencias de la Salud

6.

6.1

m Los reactivos no deben entrar en contacto con ojos y piel. En caso de contacto con ojos o
piel, lavar inmediatamente la zona de contacto con abundante agua.

DESARROLLO

Preparacion de reactivos

Los reactivos FG1, FG2, FG3 y 70% de etanol se preparan segun PNT.T22.12.11 Preparacion de
reactivos.

La proteasa Q se disuelve con 7 ml de FG3 y se almacena en alicuotas en el congelador.

6.2

10.

11

14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.

21.

Operativa

Prepararemos el fichero de ensayo F.T22.12.02.01 Extraccion manual de DNA donde
rellenaremos la identificacién de la muestra, el cédigo del cliente y control de la muestra
previa extraccion en la hoja “Fichero Ensayo” del fichero de ensayo.

Prepararemos tubos con FG1 segun la tabla 2.
Descongelaremos la muestra de sangre en el bafio de agua T22-Bfi01 a 37°C.

Anadiremos la cantidad de sangre necesaria al tubo con FG1 y mezclaremos invirtiendo el
tubo cerrado entre 3 y 5 veces.

Centrifugaremos segun la tabla1.
Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo.

Resuspenderemos las células mezclando durante unos segundos con ayuda del agitador T22-
AGO02.

Anadiremos FG2/proteasa Q segun la tabla 2 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-
AGO02 hasta resuspender las células.

Incubaremos un minimo de 10 minutos a 65°C en el bafio de agua T22-Bi01.
Anadiremos 2-propanol segun la tabla 1 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-AG02.

. Centrifugaremos 5 minutos a 2500Xg.
12.
13.

Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo.

Afadiremos 70% etanol (V/V) segun la tabla 2 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-
AGO02.

Centrifugaremos 5 minutos a 2500Xg.

Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo y dejaremos escurrir encima de un papel
absorbente durante 3 a 5 minutos.

Bajaremos el liquido durante unos segundos en la centrifuga y quitaremos el 70% etanol con
pipeta.

Dejaremos secar durante 3 a 5 minutos a temperatura ambiente.
Anadiremos la cantidad de FG3 segun la tabla 2 o segun acordado con el cliente.
Incubaremos durante al menos una hora a 65°C.

Mezclaremos durante unos segundos con ayuda del agitador T22-AG02 y centrifugaremos
durante unos segundos.

Transferiremos el DNA a un tubo de 1,5 ml, previamente etiquetado y guardaremos en la nevera.
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Tabla 1: Condiciones centrifugacion.

Volumen muestra (ml) Tlp?ntlubo Centrifugacion sangre (rcf) Cer.ltl"lfugamon
I

| <05 11000 | 16000
| 0,5-4 | B 2300 | 2500
| 5-10 | 50 2300 | 2500

Tabla 2: Volumenes reactivos requeridos.

muestra (ml proteasa Q (ml

| <05 | 1,250 ‘ 250 | 250 | 250 | 0,1
| 1 | 2,5 ‘ 05 | 0,5 | 0,5 | 0,2
| 2 | 5 | T T o] 02
| 3 | 7,5 ‘ 15 | 1,5 | 1,5 | 0,3
s+ [ W[ e [ =z [z | o
| 5 | 12,5 ‘ 3 | 4 | 4 | 0,5
| 6 | 15 ‘ 3 | 4 | 4 | 0,6
| 7 | 17,5 ‘ 35 | 4 | 4 | 0,7
| 8 | 20 ‘ 4 | 4 | 4 | 08
| 9 | 22,5 ‘ 45 | 5 | 5 | 0,9
| o | % 5 | 5 | s | 1

6.3Conservacion del producto

Las muestras de DNA obtenidas, debidamente identificadas con etiqueta, las guardaremos en la
nevera Edesa Romantic (T22-NEV02) hasta entregarlas al usuario. Si la muestra lo requiere y a
peticién del usuario se guardaran las muestras en el congelador -80 (T22-CO03).

7. CONTROLES DE CALIDAD

La concentracion del DNA obtenido dependera de la cantidad y composicion de la muestra pero
debe superar una concentracion de 20ng/ul.

El ratio 260/280 de las absorbancias obtenidas a 260nm y 280nm indican la pureza del DNA
obtenido y el valor del ratio 260/280 debe estar entre 1,7 y 2,0.

En caso de que no se alcanzasen los valores, se comunicaria de inmediato al cliente y se procede a
la apertura de una No Conformidad.

8. ANEXOS

m Poner los formatos cuando estén

222




ANEXO 7

PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES DERIVADAS DE ESTA TESIS
DOCTORAL

M Garceés, P Breton, D Oros, R Gonzalez de Aguero, JV Gonzéalez-Navarro,
Ernesto Fabre Gonzalez. Human papillomavirus infection of the lower genital
tract : a possible cause of placental dysfunction. Hospital Clinico Universitario
Zaragoza, Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud, Zaragoza, Spain,9th
Congress of the European Society of Gynecology. Copenhagen, Denmark, 8-11
September 2011.

P Breton Hernandez, M Garcés Valenzuela, E Moreno Romea, C Paules Tejero,
R Benito, D Oros. Lower genital tract infection by HPV: correlation with HPV-
induced trophoblastic dysfunction in late preterm birth. P Bretébn Hernandez, M
Garcés Valenzuela, E Moreno Romea, C Paules Tejero, R Benito, D Oros.
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa, Zaragoza. 24th World Congress on
Ultrasound in Obstetric and Gynecology. Barcelona , Spain, 14-17 september
2014.
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