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RESUMEN

Diversos patogenos que se han asociado a las infecciones de transmision sexual (ITS),
siendo considerados de gran importancia a nivel mundial por el impacto y las
consecuecias que generan, principalmente en términos de salud publica. Tal como la
relacion causal entre la persistencia de la infeccién de los tipos del virus de papiloma
humano (VPH) considerado de alto riesgo, con el dafio progresivo del cérvix y el
desarrollo de cancer cervical (CC). Se ha demostrado que la presencia Gnicamente del
VPH no es suficiente para que esta progresion se genere, lo que ha sugerido que la
presencia de otros cofactores pueden influir en el curso clinico y desenlace de la infeccién
por VPH. En este estudio, se analizd la depuracion y persistencia de la coexistencia de
dos infecciones de transmision sexual, una viral (VPH) y otra bacteriana (Chlamydia
trachomatis - Ct) en una poblacion de mujeres colombianas que asisten a los programas
de promocion y prevencion para el control del cancer cervical. Fueron incluidas 310
mujeres, las cuales se les tomo durante un periodo de tres afios muestras periodicamente,
con una diferencia de 6 meses entre cada visita (£3 meses). En todas las mujeres incluidas
se llevo a cabo la identificacion y cuantificacion molecular de 6 tipos de VPH de alto
riesgo (VPH-16, -18, -31, -33, -45 y -58), asi como la deteccion de la infeccion por Ct.
Los resultados del estudio mostraron para la line base (primera muestra) una frecuencia
una infeccion por VPH de 71,3% y por Ct 28,1%, la coexistencia entre VPH y Ct fue del
26,2%; la mayor deteccidn viral ocurrid en el seguimiento 2 (79,4%), mientras que para
Ct fue en el seguimiento 4 (36,6%); en cuanto a la distribucion tipo-especifica,los tipos
VPH-16 y -31 fueron los de mayor aparicion a lo argo de los seguimientos, en cuanto a
al numero de copias de VVPH los resulatdos mostraron que esta fue mayor en mujeres que
cursaban simultaneamente con infeccion por Ct (mediana: 424, IQR: 19300), este
comportamiento se observo para la mayor parte de los tipos virales con la excepcion de
HPV-33 donde la carga viral fue mayor en aquellas mujeres sin infeccién bacteriana
(mediana: 3640, IQR: 101864). Una regresion logistica con medidas repetidas en el
tiempo GEE mostro que la carga de VPH es modulada por factores como el origen de las
pacientes (para VPH-16), la étnia (para VPH-16), el método de planificacion familiar
(para VPH-16 y -45), nimero de gestaciones (para VPH-16, -18 y -33), menopausia (para
VPH-16) y nimero de comparieros sexuales (para VPH-45). Finalmente, la fuerza de la
asociacion entre la presencia de Ct y el riesgo de tener una infeccion por VPH se
cuantificd mediante el uso del estimador de riesgo hazard ratio (HR), se observaron de
riesgo para la coexistencia con la Ct la deteccion de VPH (HR = 2,06; 1C 95%: 1,46 a



2,89), infecciones por VPH-33 (HR = 1,45; IC 95%: 1,12 a 1,86) e infecciones por VPH-
58 33 (HR =1,37; IC 95%: 1,05 a 1,78). Este estudio longitudinal involucré mujeres de
tres poblaciones heterogéneas socio-demograficamente de Colombia, proporcionaron
datos sobre la distribucién de la coinfeccidn por dos de las ITS de mayor aparicion a nivel
mundial, por lo que la comprension del papel que desempefian otros patdgenos resulta
relevante y plantea nuevos retos en el abordaje e implementacidn de estrategias acertadas

que mejoren y prolonguen la calidad de vida en la poblacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que a
nivel mundial diariamente mas de un millon de personas contrae una infeccion de
transmision sexual (ITS), se ha demostrado que estas ITS comprometen la salud sexual y
reproductiva afectando tanto a hombres como mujeres, llegando incluso a afectar recién
nacidos (1-3). Dada la morbilidad de las ITS, éstas se han convertido en la quinta causa
de consulta médica, generando un gran interés en el desarrollo de politicas de salud
publica, por el gran impacto producido en la economia, debido a las incapacidades,

sobrecostos a los sistemas de salud aque estas conllevan (4-6).

Se han identificado méas de 30 patdgenos entre bacterias, virus y parasitos como los
principales causantes de las ITS, siendo las infecciones por el Virus de Papiloma Humano
(VPH) las mas comunes a nivel mundial. Anualmente mujeres entre 15 a 24 afios
presentan 14 millones de nuevas infecciones y se ha reportado una prevalencia del

11,52% de VVPH en mujeres con citologias normales (7).

No obstante, la presencia del VPH es el principal factor etioldgico en el desarrollo del
Cancer Cervix (CC) (5, 8). De los 200 tipos de VPH clasificados hasta el momento, trece
tipos virales han sido denominados como cancerigenos (VPH-AR-16, -18, ,31,-33, -35, -
39, -45, -51 -52, -56, -58, -59 y -68) por su potencial oncogénico y las lesiones que causan
(9-11). ElI CC es considerado la cuarta neoplasia mas comun en mujeres en el mundo
(principalmente en edad fértil); a nivel mundial para el 2018 se reportaron 569.847 nuevos
casos y 311.365 muertes, con tasas de incidencia y mortalidad de 15,2 y 7,1 casos por
100.000 habitantes respectivamente, siendo el 85% de los casos en paises en via de
desarrollo (12-14).

En Colombia se reportan 1.986 muertes por CC anualmente, con tasas de incidencia de
18,7 y mortalidad de 8,0 casos por 100.000 habitantes, convirtiéndose en la segunda causa
de muerte por cancer en mujeres en nuestro pais (12). Una de las razones por la que estas
tasas son tan elevadas, es por la falta de seguimiento de los programas de propocion y
prevencion (p&P) del CC en nusetro pais, por lo que muchas mujeres que cusan con
infecciones persistentes por VPH, son detectadas cuando ya hay dafio tisular presentando
lesiones neoplasicas (15).
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En cuanto a la historia natural de la infeccion por VPH se ha evidenciado que el 90% de
las infecciones se resuelven espontaneamente en periodos de tiempo entre 12 a 24 meses,
por lo tanto solo una pequefia fraccion de éstas contribuyen en el desarrollo de lesiones a
nivel de cérvix (13). Por lo que la patogénesis del CC puede estar condicionada a la
presencia de otros cofactores de riesgo relacionados con el comportamiento del individuo,
(como el nimero de comparieros sexuales, numero de embarazos, habitos de fumar, entre
otros), o factores bioldgicos del individuo (como el microambiente vaginal, la
susceptibilidad genética) o factores del virus (como la carga viral del VPH y los tipos

virales) y finalmente las infecciones con otras ITS (16, 17).

Uno de los principales cofactores asociados al desarrollo de CC, es la infeccion por
Chlamydia trachomatis (Ct); esta bacteria es considerada de transmision sexual, con alta
prevalencia a nivel mundial (18), anualmente se presentan cerca de 100 millones de casos
y se han relacionado con adquisicion de VPH (19) y la persistencia vral en el hospedero
(20), por lo que de esta manera facilita las condiciones del tejido favoreciendo el VPH
para que altere el metabolismo celular del hospedero, por lo que se presume que la
presencia de Chlamydia y VPH simultaneamente, incrementan las tasas de

transformacion de lesiones precursoras cancerigenas (21-23).

Un meta-analisis con mas de 4.291 casos de CC y 7.628 controles, reveld que la presencia
simultanea de las infecciones por Ct y VPH incrementan el riesgo de desarrollar CC (24),
por lo que se han venido dilucidando varias hipétesis sobre el efecto sinérgico de esta
coexistencia. Hasta el momento, se ha demostrado in vitro que la infeccion por Ct induce
la hipertrofia y metaplasia celular dafiando la integridad epitelial, debido a que Ct puede
modificar el tamafio celular ya sea por la alteracion de la reorganizacion de la actina de
la célula hospedero, ademas favorece la transformacion del tejido cervical por
acumulacion de factores involucrados en los procesos inflamatorios (25, 26); se ha
demostrado que Ct altera la transicion epitelio-mesenquimal (TEM), la adhesion y
diferenciacion celular, produciendo inflamacion crénica lo que facilita los procesos de
invasion del VPH (21, 27, 28). Finalmente, se ha demostrado que esta infeccion
bacteriana produce efectos antiapoptéticos, facilitando el crecimiento de células

programadas para muerte celular (29-31).
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En cuanto a la carga viral la informacion sobre su asociacion con el desarrollo de lesiones
cervicales ha sido contradictoria; existen estudios que sugieren una relacion entre el
aumento en el numero de copias virales y la presencia de lesion cervical, donde buena
parte del genoma de VPH se encuentra integrado al del hospedero (34, 35). Sin embargo,
otros reportes indican que infecciones virales que cursan con infecciones persistentes con
baja carga viral, presentan un peor pronostico a nivel del cérvix, explicado bajo el
concepto que infecciones en bajo nimero de copias hacen que el hospedero no monte una
respuesta inmune eficiente que permita la eliminacion del VPH, trayendo como

consecuencia persistencia viral y la aparicion de lesiones en el cérvix).

La coexistencia con otras ITS, afecta la multiplicidad y numero de los microorganismos
que estan infectando la célula, afectando incluso la carga viral del VPH (36). Por ejemplo
se ha reportado que la expresion del oncogén VPH-AR E6 modula la multiplicacién de
Ct, por lo que se ha propuesto una relacion sinérgica entre estos dos microrganismos,
debido a que al reducir la presencia de Ct se podia entrar en un estado antigénicamente
silencioso, promoviendo su supervivencia de los patdgenos al limitar una respuesta
inmune eficiente por parte del hospedero (37), Sin embargo, el efecto de la infeccion por

Ct sobre la carga viral de VPH es aun desconocido.

En este contexto, la asociacion entre VPH y CC se encuentra claramente establecida y se
ha avanzado hacia la comprension de la misma; la comprension del papel que desemperian
las ITS distintas a VPH en el desarrollo de neoplasia cervical resulta importante y plantea
nuevos retos en la implementacion de estrategias acertadas que mejoren y prolonguen la

calidad de vida en la poblacion femenina.
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JUSTIFICACION

En Colombia 1.986 mujeres mueren anualmente por Cancer de cérvix (CC),
convirtiéndose en la segunda causa de muerte en nuestro pais (12), lo que hace necesario
replantear la medidas de prevencion existentes, asi como la generacién de nuevos

enfoques de prevencion que permitan disminuir las tasas de mortalidad de nuestro pais.

Aungue la infeccion persistente por tipos de Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto
riesgo (VPH-AR), es el principal factor en el desarrollo de CC, su presencia no es
suficiente, por lo que en el desarrollo de CC, son necesarios otros factores que
involucrados en el curso clinico y desenlace de la infeccion viral (38, 39), entre dichos
factores se encuentra el nimero de copias del VPH (40, 41), se ha demostrado que la
carga viral alta pueden ser un marcador predictor en el desarrollo de CC, asi como del

avance de las lesiones preneoplésicas (41-43).

Otro factor relacionado con el desarroloo de CC es la coexistencia de VPH con otras
infecciones de transmision sexual (ITS), puesto que estudios sugieren que estas
interacciones favorecen la permanencia, replicacion e integracion del virus en el

hospedero, trayendo como consecuencia la aparicion de anormalidad a nivel cervical (43).

En este contexto Ct constituye una infeccion bacteriana transmitida sexualmente, en
nuestro pais, la frecuencia de la infeccion es del 28%, siendo una de las infecciones
bacterianas adquirida sexualmente mas comun (44). Muchas de estas infecciones pasan
asintomaticas (cerca del 70% de las infecciones), por lo que no reciben tratamiento
oportuno, lo que trae graves consecuencia para la salud sexual y reproductiva (44).

Adicionalmente, la infeccion por Ct y el VPH comparten la misma ruta de transmision,
que consiste en el contacto via sexual por lo estas infecciones comparten factores de
riesgo relacionados con el comportamiento sexual; adicionalmente estos patdgenos
presentan el mismo tropismo por el tejido que cubren los érganos sexuales, afectado
primordialmente la células epiteliales, donde ademas de compartir metabolitos de la
celula hospedera, actuan sinérgivamente para favorecer su persistencia en el organismo
(45, 46).
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Previamente, la Fundacion Instituto de Colombia reporté que Ct presenta una prevalencia
superior al 25% en mujeres colombianas que presentaban simultaneamente infeccion por
VPH, de las cuales, las mujeres que presentaban infecciones por multiples tipos virales
tenian mayor riesgo en la adquisicion de la Ct (3). Conocer la dinamica de la carga viral
de 6 tipos de VPH-AR vy si ésta se asocia con la presencia de Ct permitird aportar en el
conocimiento de las infecciones simultaneas por estas ITS en poblacion colombiana,

informacion relevante para el control de cancer cervical.
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ESTADO DEL CONOCIMIENTO

Céancer Cérvix

El Cancer Cérvix (CC) es la cuarta neoplasia mas comun a nivel mundial, con reportes
de 569.847 casos nuevos por afio, la distribucion de la incidencia y mortalidad por esta
causa varia de acuerdo a la situacién socioecondémica de los paises, concentrandose el

85% de las tasas de mortalidad en paises en via de desarrollo (figuras 1y 2) (14).
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Figura 1. Mapa de las tasas de incidencia estimada de Cancer Cérvix en el mundo (GLOBOCAN 2018).

La mortalidad en nuestro pais es elevada, teniendo en cuenta que el CC es una enfermedad
prevenible si se detecta a tiempo y se trata oportunamente (7). En paises desarrollados,
los programas de P&P has sido exitosos, por ejemplo, la introduccion en estados unidos
de la prueba Papanicolaou o citologia como principal prueba de tamizacion para el CC
entre 1950 y 1960 logré una reduccién en la mortalidad por esta causa (47, 48); no
obstante para los paises en via de desarrollo esta neoplasia sigue siendo una de las mas

comunes entre las mujeres (49).

16



ALK (World) per 100 000

CALA

4173

5,504

2743 I ot appicabie

1 No data

Figura 2. Mapa de las tasas de mortalidad estimada de cancer cérvix en el mundo (GLOBOCAN 2018).

Para los paises latinoamericanos en un periodo de 12 afios se presentd una tendencia en
la disminucién de las tasas de mortalidad, aunque en el ultimo informe de globocan del
2018, especificamente para Colombia, la disminucién en dichas cifras no fue considerable
(50). por lo que se presentaron 92.136 casos y 37.640 defunciones al afo, tasas de
mortalidad 3 veces més altas que las de Norteamérica (figura 3). Por lo tanto, analizar las
diferencias entre los programas de prevencion y detencidn entre estos paises y examinar
mas a fondo los factores de riesgos entre las poblaciones, podria dar un guia acerca de las
estrategias a implementar para disminuir la mortalidad por esta neoplasia (51, 52).
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Figura 3. Tendencia de las tasas estandarizadas de mortalidad en algunos paises de américa latina 2000-
2012 (Tomada de Capote, 2015).

Existen dos tipos principales de células que cubren el cérvix: las células escamosas no
queratinizadas localizadas en el exocérvixy las células glandulares ubicadas en el
endocérvix, las cuales forman una hilera de células cilindricas (53, 54). El punto en el que
estos tipos de células se encuentran, se conoce como zona de transformacion y es central
para entender la patogénesis del cAncer escamoso cervical, ya que es en esta zona donde
se lleva a cabo la metaplasia escamosa del cuello uterino, el cual consiste en el reemplazo
fisiolégico del epitelio columnar del endocérvix, por el epitelio escamoso estratificado,

proceso que es aprovechado por el VPH para su replicacion (55).

La prueba de Papanicolaou ha sido una prueba de tamizacién y prevencion de cancer
efectiva y de bajo costo, esta ha sido ampliamente empleada para obtener células
cervicales, con el fin de realizar los analisis histoldgicos necesarias para determinar algun
tipo de neoplasia (56), por lo tanto durante décadas se ha tratado de establecer una guia

para que los reportes de los hallazgos encontrados, sean lo mejor descriptivos y
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universales (57, 58), por lo que actualmente el sistema de clasificacion de Bethesda (TBS)

ha sido aceptado para la presentacion de los hallazgos citoldgicos (Tabla 1) (59).

Tabla 1. Sistema de clasificacién Bethesda. 2014 (59).

TIPO DE ESPECIMEN Indican el tipo de muestra (convencional, liquida,
otras
Espécimen Adecuado e  Satisfactorio para la evaluacion.

e Insatisfactorio para la evaluacion.

Categorizacion General ¢ Negativa para lesion intraepitelial o maligna.
e Anormalidad en células epiteliales.
e Otros.
Interpretacion Y Resultados e Negativa para lesién intraepitelial o maligna

e Anormalidades en células epiteliales
Células escamosas:
e  ASC-US de significancia indeterminada.
e Lesion intraepitelial de bajo grado
e Lesion intraepitelial de alto grado
e  Carcinoma de células escamosas.
Células glandulares:
e Atipicas (células endocervicales, células
endometriales, células glandulares.
e Adenocarcinoma endocervical in situ.
e  Adenocarcinoma.

Otras Neoplasias Malignas Otros tipos de cancer que no afectan al cuello uterino,
tales como el melanoma maligno, los sarcomas y los
linfomas.

Los dos tipos mas comunes de cancer de CC se conocen como el carcinoma de células
escamosas (69% de los casos) y el adenocarcinoma, el cual se origina en las células del
exocervix (25% de los casos). De los distintos tipos virales, el VPH-16 es él mas
prevalente y se encuentra en el 59.3% de los casos de carcinoma de células escamosas y
en el 36.3% de los casos de adenocarcinoma; el VPH 18 es el segundo tipo mas comun
en CC, siendo asociado y apareciendo con mayor frecuencia en adenocarcinoma (36.8%),
seguido en menor proporcion de aparicion (13.2%) en el carcinoma de células escamosas
del CC, (60). Las lesiones precancerosas que progresan a estadios malignos, son
clasificadas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) o lesién escamosa intraepitelial
(LEI) (58), estas ademas se categorizan de acuerdo al grado de lesién, siendo de bajo
grado (NIC1 o LEIBG) o de alto grado (NIC2/3 0 LEIAG) (61).

En la interpretacion y los resultados se tiene en cuenta los siguientes criterios:
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Negativa para lesion intraepitelial o maligna: Se reporta cuando no existe evidencia
de neoplasia celular, se debe indicar si las muestras presentan microrganismos,
cambios celulares reactivos, atrofia, o los estados glandulares post-histerectomia (59).
Células escamosas atipicas de importancia indeterminada ASCUS: Indica que hay
una ausencia de una conclusién determinada. Por lo tanto, la muestra no puede
clasificarse con seguridad como normal o anormal, esto ocurre generalmente debido
a un cambio celular cuantitativo o cualitativo insuficiente (62).

Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEIBG): Estas lesiones pertenecen a
una categoria de células displasicas superficiales e intermedias. Hay presencia de unas
pocas células displasicas superficiales que tienen abundante citoplasma translicido
claro con un ndcleo ligeramente agrandado que ocupa menos de un tercio del area
total de la célula. La cromatina nuclear es finamente granular, esta distribuida
uniformemente y solo es ligeramente hipercromatica. Este estadio se asocia con virus
de papiloma de bajo riesgo y un menor riesgo de progresion (63).

Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LEIAG): Estas generalmente se
localizan en la mucosa endocervical en la zona de transformacion y se extienden a las
invaginaciones del epitelio columnar. Se caracterizan citolégicamente por una mezcla
de células displasicas y cancerosas, los frotis son mas ricos en células anormales, hay
una mayor variacion en la poblacion celular y las células displasicas parabasales se
encuentran comunmente. La morfologia celular revela células mas pequefias del tipo
de células intermedias y parabasales que ocurren individualmente o en agregados
sincitiales con bordes celulares indistintos y ndcleos superpuestos, este estadio se
observa en la displasia grave y el carcinoma in situ. Los nucleos en las lesiones de
alto grado son agrandados, redondos u ovalados, ocupando dos tercios del area total
de la célula y la cromatina es finamente granular (57, 59, 61, 63).

Carcinoma de células escamosas invasivo: La morfologia celular revela pequefias
células redondas ovaladas dispuestas en agregados sincitiales con bordes celulares
indistintos y polaridad celular alterada. la cromatina nuclear es hipercromatica y
aproximadamente granular, observandose nucléolos en tumores menos diferenciados.
Adicionalmente, las ceélulas glandulares tipicas de importancia indeterminada

(AGUS) demuestran cambios mas alld de los encontrados en el proceso reactivo
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benigno, pero son insuficientes para el diagndstico de adenocarcinoma (57, 59, 61,
63).

e Adenocarcinoma: Un diagndstico de adenocarcinoma en el examen de frotis indica
un tumor invasivo, que podria ser de origen endocervical, endometrial, grupos de
células con efecto tridimensional y formas de roseta. los nlcleos son excéntricos y
muestran una variacion significativa en el tamafio con un cambio a hipercromatismo

moderado, cromatina irregular y nacleos prominentes (57-59, 61, 63).

Si bien el VPH esté presente en la mayoria de los CC, la presencia de este organismo no
conlleva obligatoriamente a la enfermedad (50). Estudios sobre la historia natural de la
infeccion han evidenciado que del total de mujeres que adquieren la infeccion por VPH
en algin momento de su vida, la mayor parte de ellas presenta una adecuada respuesta
inmune que le permite eliminar la infeccidn viral, por lo que en aproximadamente el 90%
de éstas depuran eficientemente el VPH en un lapso de 12 a 24 meses (64). No obstante,
las mujeres que no logran depurar el virus y presentan persistencia desarrollan lesiones
intraepitelial de bajo grado (LSIL), de este grupo solamente entre el 20 al 40% de las
mujeres la infeccion se mantiene persistente, limitando la resolucion de la lesion, y

progresando a lesiones intraepiteliales de alto grado (65).

Como se describio previamente se ha identificado la presencia de ADN del VPH-AR en
aproximadamente el 99,7% de los tumores de CC (66-68), lo cual ha permitido establecer
la asociacion del VPH como el principal factor de riesgo para adquirir la neoplasia. Esto
ha llevado a implementar mas de 193 pruebas comerciales diferentes, que detectan el
VPH en muestras provenientes de cérvix, aunque de esta pruebas solo 69 (35,7%), han
sido respaldados por la evaluacion analitica y clinica (69, 70). Entre las distintas pruebas,
la técnica molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa tiene los niveles de
especificidad y sensibilidad méas elevados, ademas permite la deteccion de ADN viral, asi

como su cuantificacion (71).

Generalidades Virus de Papiloma Humano (VPH).

Taxonomia del VPH: La familia Papillomaviridae estd compuesta de 49 géneros y mas
de 200 tipos de papilomavirus, los cuales se han asociado a las lesiones en la piel

(verrugas), en mucosas (condilomas), y procesos malignos en el epitelio como cérvix,
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vagina, ano, cabeza, cuello y piel (72). Los Virus de Papiloma que infectan humanos se
han agrupado en cinco géneros diferentes distribuidos de la siguiente manera:
Alphapapillomaviruses, Betapapillomaviruses, Gammapapillomaviruses,

Mupapillomaviruses y Nupapillomavirusalpha (Figura 4) (72).

La clasificacion de los VPH, se basa en la proteina de la capside L1, la cual ha sido
seleccionada porque es altamente conservada, por lo tanto si la secuencia de esta region
comparte menos del 90% es clasificado en otro tipo de VVPH, si la identidad es entre el 90
al 98% se clasifica como subtipo y una identidad mayor al 98% se agrupa como variante
virar (Tabla 2) (73).

Tabla 2. Criterio clasificacion para la definicion de especie, tipo subtipo y variante, identidad de la

secuencia de nucleétidos L1.
CLASIFICACION IDENTIDAD SECUENCIA L1 (%)

Especie 60-70
Tipo 71-89

Subtipo 90-98

Variante >08

Por otra parte, en cuanto al origen de los VPH, estudios lograron aislar ADN de VPH de
un Actinopterygii, lo que podra indicar que desde hace aproximadamente 420 millones de
afios este virus ha venido co-evolucionando con diversas especies, adicionalmente se ha

detectado en mamiferos, aves y reptiles (74).
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Los papilomavirus infecta principalmente el tejido epidermal, tomando como ventaja los
diversos nichos ecoldgicos producto de la amplia gama de epidermis en los vertebrados.
En cuanto a la especificidad del nicho, se ha demostrado que el epitelio cutaneo es
infectado por los cinco géneros de VPH, pero solo el género alpha tiene tropismo tanto
para el epitelio cutdneo, como el mucoso (75), teniendo en este Gltimo, un rol clinico
importante debido a que los tipos virales oncogénicos (de alto riesgo asociados al cancer),
se encuentran agupados filogenéticamente en este género y dentro de las especies 9y 7
(Figura 4 y Tabla 3) (76-78).

Figura 4: Arbol filogenético de los tipos de VPH basado en la region L1 (tomado de McBride AA. 2017
(74))
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Tabla 3. Genotipo del VPH, tropismo y enfermedad asociada (Tomado y traducido de Harden 2017).

Género

al

o2

o4

Alfa-VP
o7

09

al0

Blc

Beta-VP B2

B3

vl
Gama-VP
v4

pl
Mu-VP
p2

Nu-VP N

especie

Tipo representativo de
VPH

32

3,10,28

2,21,57

18,39,45,59,68

16,31,33,35,52,58

6,11

5,8,12,14,19,20,21,24,25,3
6,47

9,15,17,22,23,37,38

49

4,65

60

63

41

Tropismo

Mucosal

Cutanea

Cutanea

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Cutanea

Cutanea

Cutanea

Cutanea
Cutanea
Cutanea
Cutanea

Cutanea

Enfermedad asociada
Neoplasia intraepitelial,
carcinoma invasivo

Verrugas planas

Verrugas comunes

Neoplasia intraepitelial,
carcinoma invasivo
Neoplasia intraepitelial,

carcinoma invasivo
Condiloma puntiagudo

Epidermodisplasia
verruciformes
Epidermodisplasia
verruciformes
Epidermodisplasia

verruciformes

Verrugas
Verrugas
Verrugas plantar
Verrugas

Verrugas

Estructura y genética VPH: Los VPH se caracterizan por ser pequefios (entre 53 a 60

nm), carecen de envoltura y su genoma consiste en una molécula de ADN, bicatenario

circular, que se asocia con las proteinas de la histona (H2a, H2b, H3 y H4) de la célula,

en un complejo similar al de la cromatina y representado en color gris en la figura 5 (en

gris todas las proteinas de la estructura celular utilizada del hospedero para su

ensamblaje), este codifica sus propias proteinas virales por medio de MRNAs

policistronico y representados en color amarillo (79).
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CAPSIDE

Proteina capside L1

ADN viral

Proteina capside L2

ensamblaje del ADN

Figura 5. Estructura del VPH. Tomado y modificado de https://www.visual-

science.com/ru/projects/human-papillomavirus/3d-model/

El tamafio de su genoma oscila entre 6800 a 8400 pares de bases (pb), cuenta con ocho
marcos de lecturas abiertos (ORF de las siglas del inglés Open Reading Frame), dividido
en tres regiones, una region de control (URR de las siglas del inglés Upstream Regulatory
Region) la cual no codifica para ningina proteina, una region de genes tempranos (genes
E1-E3, E4-E7), donde se encuentran aquellos relacionados con los procesos oncogeénicos,
y finalmente una region de genes tardios (genes L1y L2), responsables de la composicion

de la capsula viral (Figura 6) (80).
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Figura 6: Organizacion genémica del VPH (tomado de varisicio 2017), Region reguladora corriente

arriba ( URR:upstream regulatory region), origen de replicacién (ori), promotor de la region tardia (PL),

promotor de la region temprana (PE), sitios de poliadenilacion tardios y temprano (pAE y pAL)

Region de control: esta region se encuentra corriente arriba de la region temprana y
comprende entre 10 al 15 % del genoma viral, en esta region esta presentes dominios de
unién de diversos factores de transcripcion como: AP1, cEBP NF1, YY1, Octl, TEF1
(TF1), TFIID, Sp1, el receptor glucocorticoide y el receptor de la progesterona (GR/PR),
desempefiando funciones esenciales en la expresion viral, ademéas esta compuesto de
motivos amplificadores de expresion como M33 y el motivo m29, que cumplen roles de

represores transcripcionales (80).

Genes y proteinas virales tempranas: esta region codifica para las proteinas E1, E2, E4,
E5, E6 y E7. E1 codifica una helicasa viral dependiente de ATP necesaria para la
replicacion y amplificacion del ADN, mientras que E2 codifica activadores
transcripcionales, estas proteinas desempefian papeles fundamentales en la replicacion
viral (81, 82), El gen de la proteina E4 esta dentro de la region codificante de E2 y se
expresa principalmente como una proteina de fusion E1"E4, durante las Gltimas etapas

del ciclo de vida del VPH, esta ademas se une a los filamentos de citoqueratina, alterando
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su estructura, por lo que se cree que juega un papel en el escape viral de las capas

epiteliales, ayudando ademas a evadir las defensas epiteliales del hospedero (83, 84).

E5 codifica para una proteina hidrofébica transmembranal que interactia con los
receptores de tirosin quinasa y las proteinas transmembranales de sefializacion célular,
juega ademas un rol importante en la apoptosis y evasion de la respuesta inmune (85),
finalmente E6 y E7 son las oncoproteinas primarias las cuales tienen como papel principal
dirigir la entrada al ciclo celular. Las principales diferencias entre los tipos virales
clasificados como de alto y bajo riesgo, se deben a variaciones en las proteinas E6 y E7
(86-88).

Proteinas tardias: estas proteina forman la capside viral e intervienen en el
reconocimiento y unién celular; la proteina L1 es la de mayor abundancia en la capside,
mientras que la L2 es menor cantidad, esta Gltima ademas contribuye a la infectividad, el

trafico viral, la encapsulacion del ADN viral y la liberacion del virion (72, 89).

Tabla 4. Funciones y caracteristicas de las proteinas del VPH (Tomada de santos et al. (90))

Tipo de proteina Nombre Funcion de la proteina
El Tiene funciones de helicasa, es esencial para la replicacién y la
transcripcion
E2 Esencial para replicacion y transcripcién viral, segregacion
genémica y encapsidacion.

E4 Regulacion la expresion de genes tardios, controla maduracién y
salida viral
E5 Estimula la actividad transformarte de E6 y E7 promueve la fusion

celular generando aneuploidia e inestabilidad cromosémica,
No estructurales contribuye a la invasion de la respuesta inmunitaria

E6 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores
p53, inhibiendo la apoptosis, interactda con proteinas del sistema
inmunitario innato, contribuye a la evasion de la respuesta
inmunitaria y a la persistencia del virus; activa la expresién de la
telomerasa.

E7 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores
PRB, incrementa la actividad de quinasas dependiente de ciclina;
afecta la expresion de genes de fase S por interaccion directa con
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factores de trascipcion E2F y con histonas desacetilasas;
contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria.

L1 Proteina principal de la capside. Reconoce receptores sobre la
célula hospedera; es altamente inmunogénica e induce anticuerpos

neutralizantes.
Estructurales = : — _— = —
L2 Proteina secundaria de la capside. Participa en la unién del virion

a la célula, en su entrada a la célula y su transporte al nucleo, la

liberacion del genoma y el ensamble de los viriones.

Ciclo de vida del VPH: el VPH requiere de epitelios estratificados para llevar a cabo su
ciclo de vida, el cual se lleva a cabo entre 2 a 3 semanas, correspondiente con el tiempo
que tarda las celulas epiteliales basales en madurar y progresar a la capa superior (176).
La infeccion del VPH inicia en las células basales, y va progresando a medida que el
epitelio se va diferenciando y ascendiendo, diversos procesos de expresion génica y

maduracion se van desarrollando, este ciclo se lleva en diferentes fases:

Infeccion por VPH: Inicialmente el VPH infecta células indiferenciadas epiteliales de la
capa basal, las cuales se caracterizan por ser mitéticamente activas, dado que estas células
estan protegidas por varias capas de células diferenciadas no son facilmente accesibles,
por lo tanto se requiere de la presencia de una microruptura del tejido, que le permita la

exposicion de las células inferiores de la capa epitelial basal (Figura 7) (28).

Una vez el virus entra en contacto con la célula blanco ocurre su unién por medio
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG), esta se da por contacto de L1 y HSPG
induciendo cambios conformacionales en la capside viral (85), y activacion de otros
receptores que internalizan el virus (91). Posteriormente, el VPH queda susceptible a la
escision por furin-proteasas, la internalizacion de capsides desde la superficie de la célula
es asincronica y puede tomar de dos a cuatro horas (72, 92, 93); una vez dentro de la
célula basal, el genoma viral se mantiene como un episoma (circular) de bajo nimero de
copias, si persiste la infeccion por VPH, aumenta el nimero de episomas viricos por
célula y aumenta la probabilidad de integracion del genoma viral en el genoma del

hospedero.
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Figura 7. Ciclo de vida de los VPH-AR. PAE: Posicién del sitio de poliadenizacion temprana; PAL:
Posicion del sitio de poliadenizacion tardia ; PE: promotor temprano, PL: promotor tardio (Tomada de
John Doorbar 2012).

Replicacion y expresion del genoma viral: un proceso clave en la transformacion celular
y formacion de células malignas, es el evento de integracion del ADN del virus al genoma
del hospedero, este proceso se da cuando el nimero de copias virales han alcanzado un
umbral (entre 50 a 100 copias), proteinas E1 y E2 son las primeras en ser sintetizadas y
mientras se van replicando, la formacion de las células hijas del hospedero hace que las
células infectadas migren hacia la superficie epitelial (90). En las capas intermedias del
epitelio cervical, se expresa la proteina E4 viral y tipicamente estan en las fases S 0 G2
del ciclo celular (94), la expresion de E2 disminuye, por lo que se expresan los oncogenes
E6 y E7 y ocurre la integracion del genoma viral la del hospedero, por lo que se describe
que una de las funciones de E2 es la regulacion de la transcripcion de E6 y E7 (89) (Figura
8).

La pérdida de E2 aumenta los niveles de oncoproteinas E6 y E7, lo que fomenta la
supervivencia celular a medida que las células contindan dividiéndose, llevando a
la inestabilidad gendmica y anomalias cromosémicas, como los procesos de metilacion
contintan acumulandose, aumenta la probabilidad del desarrollo tumoral (95), E6y E7
contribuyen al ciclo de vida del VPH al modificar el entorno celular para permitir la
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amplificacion del genoma viral en células terminalmente diferenciadas, las cuales en

condiciones de normalidad serian incompetentes para la replicacion del ADN (96, 97).

En particular, E6 y E7 dirigen la proliferacion celular en las capas basal y parabasal
causando un aumento progresivo en el tamafio del area infectada. La proteina E7 del
papilomavirus se dirigen a la pRB supresor tumoral del retinoblastoma, degradando esta
Gltima a través del sistema ubiquitina-proteasoma (98). E7 provoca la liberacion de
miembros de la familia E2F de los complejos represores transcripcionales unidos a
proteinas chaperonas; esto da como resultado la activacion constitutiva de los programas
de expresion génica modulada E2F que controlan la sintesis de ADN vy la proliferacion
celular, adicionalmete, algunas E7 evita desencadenar la detencion de G1 durante la
diferenciacion de células epiteliales mediante la inactivacion de los inhibidores de CDK2,
CDKN1A y CDKN1B tal como se representa en la figura 8 (99, 100). Por otra parte, la
proteina E6 de VVPH de alto riesgo inactivan el supresor tumoral p53 al dirigirlo hacia la
degradacion proteasomal a través de la ubiquitina ligasa E3, UBE3A (E6AP).

Degradacién de POZ

[ /’“'w

6 — ﬂ

‘ t»g--a.maems' g
p21 o
por La unlon de *° Q9
Expresion de NTERT (oA C o
Detnccién G
Oxcdo coludar G) ’ Cheto codullar $

RS < Ubecacion €25
{ ¥
| Sitn o it | »‘ ® &
Odhnkl cox2
Progresion de cicko
\ f lodotlcﬂo" colubar (GS 2 %)

PRO [ EoF ) e (E7] pRb
K \

p2t (p27

Figura 8. Proteinas E6 y E7 del VPH-AR y su rol en el desarrollo del cancer (Tomado de Senba y col.
2012 (108))

Esta accion bloquea las actividades antiproliferativas y pro-apoptéticas de p53 en
respuesta al dafio del ADN vy al estrés celular causado por la entrada aberrante de la fase
S (101, 102) La expresion de E6 también regula positivamente la actividad de la
telomerasa, permitiendo el mantenimiento de la integridad de los telomeros a pesar de las

divisiones celulares repetidas, ademas, las proteinas E6 se dirigen al dominio PDZ celular
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que contiene proteinas que regulan el contacto celular y las vias de sefializacion (103-
105).

Finalmente, la infeccion por VPH induce una respuesta al dafio del ADN (DDR), por lo
que los VPH secuestran las vias de sefializacion ATR y ATM DDR para su diferenciacion
(106-108).

Ensamblaje y maduracion del VPH: las actividades de replicacion viral ocurren en todas
las capas del epitelio, pero los viriones solo se ensamblan y liberan en la capa celular mas
superficial (109). En las capas epiteliales superiores, las células abandonan el ciclo
celular, y en un subconjunto de las células que expresan E4, se sintetizan las proteinas L1

y L2 viral, lo que permite el empaquetamiento del genoma viral (110).

La finalizacion del ciclo de vida del VPH involucra la expresion de la proteina L2, la
salida de la célula del ciclo celular y finalmente la expresién de la proteina de la cubierta
principal L1,para permitir el empaquetamiento del genoma (106-108). La encapsidacion
del genoma implica el reclutamiento de L2 a las regiones de replicacion a traves de E2,

antes de la expresion de L1 y el ensamblaje de la capside icosoédrica en el ndcleo (109).

La maduracion de las particulas virales ocurre en las capas superiores del epitelio
escamoso terminalmente diferenciado, donde las particulas se exponen a un ambiente
oxidante (111). Este proceso de maduracién implica la acumulacion de enlaces disulfuro
entre las proteinas L1, dando como resultado la condensacion de la capside, aumentando
asi su estabilidad y resistencia a la digestion proteolitica. Los VPH no son liticos y la
diseminacion virica ocurre debido a la pérdida normal de la integridad nuclear y
citoplasmica durante la diferenciacion terminal del queratinocito infectado. E4 también
puede contribuir a la liberacion del virion uniéndose a los filamentos de citoqueratina y

alterando su estructura (112, 113).

Se cree que los niveles de expresion de E6 y E7 aumentan a partir de la neoplasia
intraepitelial cervical grado 1 a 3 (CIN1 a CIN3) y que estos cambios en la expresion
génica subyacen directamente al fenotipo neoplasico, También se cree que la

desregulacion virica observada en CIN2 / 3 facilita la integracion del episomal viral en el
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cromosoma de la célula hospedero, lo que puede desregular ain mas la expresion de E6
y E7 (103).

Historia natural de la infeccidn por el virus de papiloma humano: ElI VPH es adquirido
por contacto directo con personas que ya se encuentran infectadas, siendo obtienido
principalmente por via sexual, la poblacion con mayor riesgo y tasas de prevalencia mas

altas son los jovenes sexualmente activos, generalmente entre 17 y 25 afios (Figura 9).

Este pico va descendiendo al aumentar los afios, 1o que se ha relacionado con la respuesta
inmune y el aumento de la capacidad del hospedero por eliminar el virus, quedando un
porcentaje (entre el 3 al 5%) de mujeres con infeccidn viral persistente, lo que
corresponde al grupo que van a presentar los mayores riesgos de desarrollar la

neoplasia(114).

En cuanto a la incidencia de cancer cervical, entre los 35 a 40 afios se presenta el pico
mas alto, un segundo pico de incidencia de CC empieza en mujeres que tienen mas de 55
afios, lo que también se ha asociado a la disminucién en la respuesta inmune relacionado
con la edad y salida del virus de su estado de latencia lo que conlleva al desarrollo de
cambios a nivel celular (115-117).
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Figura 9. Prevalencia de VPH-AR e incidencia de cancer relacionadas con la edad. tomada y modificada
de Bosch y col, 2002 (115) ASIR: incidencia de Cancer cervical (siglas en ingles: age specific incidence

rate).

En el momento de la infeccidn, el virus aprovecha las hendiduras existentes del epitelio

estratificado, necesario para infectar las células basales (118). En algunas mujeres la
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infeccion puede progresar a lesion intraepitelial de bajo grado (NIC 1) y ser detectado en
la citologia; otro grupo de mujeres la infeccién no afecta el tejido celular y pasa
desapercibida para las técnicas de tamizacion, el 80% de todas las infecciones se
resuelven sin ningln tipo de tratamiento en un periodo de 12 A 24 meses, debido a la

efectiva respuesta inmune del hospedero.

El los casos donde no se logra depurar la infeccion por VPH se considera como infeccion
persistente (Figura 10), esta persistencia se ha relacionado con el tipo de virus presente,
siendo los de alto riesgo los que persisten durante mayor tiempo (58). Las infecciones
persistentes expresan y replican los genes virales, en las capas de las células intermedias
y terminales, conocida como la fase infeccion replicante, los tejidos empiezan a afectarse

manifestandose las lesiones intraepiteliales de alto grado (NIC 2y 3).
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>

Figura 10. Historia natural de la infeccién por VPH. LEIBG: Lesién intraepepitelial de bajo grado;
LEIAG: Lesion intraepitelial de alto grado; SIL lesion intraepitelial escamosa; CIN: neoplasia cervical

intraepitelial

Los estudios poblacionales indican que para que estos cambios se produzcan tiene que
pasar un periodo de hastal5 afios; no obstante, aunque se hayan expresado los genes
virales, un 20% de estas mujeres sufre de regresion de la lesion (119). En el porcentaje
que continua con infecciones persistentes, se continua con la expresion de los oncogenes

E6 y E7, esta fase se conoce como infeccion transformante, en esta se produce la
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inestabilidad y cambios en las células del hospedero que transforma la célula a tal grado

que se produce el cancer y puede convertirse en un carcinoma invasor (65, 120).

Cofactores potenciales: la historia natural de la infeccion muestra una fuerte tendencia

a la regresion, son pocas las mujeres que una vez se han infectado por el VPH presentan

cambios histopatoldgicos que produzcan el desarrollo de la neoplasia, por lo tanto, se han

asociado a cofactores importantes en la progresion de la infeccion de VPH:

Fumar: varios estudios epidemioldgicos han demostrado que mujeres que fuman son
maés susceptibles al CC en presencia de VPH-AR. Mujeres con VPH y anormalidad
cervical que fuman tenian hasta tres veces mas probabilidades de ser diagnosticadas
con CIN3, comparadas con las que no fuman, sugiriendo que el tabaco influye en la
progresion de la neoplasia (121, 122). Adicionalmente la exposicion aguda al humo
de tabaco, activa directamente la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16
a través de varias vias de sefializacion celular del hospedero, por ejemplo la activacion
del promotor p97, que involucra la activacion de la via de sefializacion EGFR / PI3K
[ Akt / C-Jun en celulas de Cancer de Cérvix entre otras (123, 124). Fumar reduce la
respuesta inmune tanto humoral como celular del hospedero, por lo tanto, el VPH

aprovecha esta disminucion para continuar con su historia natural (125).

Anticonceptivos orales: el consumo prolongado de anticonceptivos orales aumenta el
riesgo de CC. Un estudio encontré un riesgo aumentado en 10 % por menos de 5 afios
de uso; un 60 % de riesgo aumentado por 5 a 9 afos de uso, y el doble de riesgo por
10 o més afios de uso, con el aumento del doble en el riesgo a desarrollar CC (126,
127), indicando que los estrogenos y la infeccion por VPH acttan de forma sinérgica
para afectar el CC (128).

Multiparidad: las mujeres en cada estado de embarazo pueden inmunosuprimirse y
propiciar el micro ambiente para la persistencia del VPH; la exposicion de la zona de
transformacion en el exocérvix facilita la exposicion al VPH, por lo que los traumas
cervicales que causa cada parto facilitan la exposicion de las células basales;. los
cambios hormonales por su parte contribuyen a que la infeccidn progrese, por lo que

un mayor nimero de embarazos aumenta el riesgo de desarrollo de CC (129, 130).
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e Infecciones de transmision sexual: se ha identificado algunos microorganismos de
transmision sexual que pueden facilitar el proceso de dafio en el ADN del hospedero
y anormalidades cromosomicas en las células epiteliales cervicales, que conllevan al
desarrollo de CC; por ejemplo, el Virus Herpes Simple 2 (HSV2) con VPH-16
aumenta hasta un 25% el riesgo de progreso de lesiones cervicales, demostrandose in
vitro que la presencia de HSV2 incrementaba la integracion y replicacion de VPH
(131). Por otro lado, también se ha reportado que el VIH, aumenta la persistencia del
VPH, y por lo tanto el riesgo de CC (132, 133).

Distribucion de los tipos de VPH en Colombia: en Colombia se realiz6 un estudio
donde se analizaron los patrones de distribucion de seis tipos de VPH de alto riesgo (AR-
VPH-16, -18, -31, -33, -45, -58) y dos tipos de bajo riesgo (BR VPH-6 and -11), los
resultados mostraron una distribucion variable de los tipos de VPH segln la regién
geogréfica analizada, tal como se aprecia en la Figura 11 (134), en general para Colombia
el tipo de VPH mas prevalente es VPH-16, lo que concuerda con lo reportado a nivel
mundial (135), el segundo mas prevalente es VPH-31 y no VPH-18 como se esperaba de
acuerdo a lo reportado previamente en estudios en su mayoria con poblacion Europea
(135). Uno de los principales hallazgos de los estudios llevados a cabo con infecciones
por multiles tipos de VVPH, fue que la poblacion indigena puede ser mas susceptible a

adquirir la infeccion y coinfeccion por tipos de alto riesgo de VPH (134, 135).
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Figura 11. Prevalencia de los tipos de VPH en diferentes regiones de Colombia. (Camargo,
2011)

Rol de la carga viral del VPH en el cancer cervical

Estudios sugieren una relacion entre el aumento en el nimero de copias virales y la
presencia de lesion cervical, donde buena parte del genoma de VPH se encuentra
integrado al del hospedero (34, 35, 136). La infeccion por VPH-AR puede dar como
resultado lesiones preneoplasicas como CIN1 en la mayoria de los casos, pero se ha
demostrado que infecciones de VPH-AR con altas cargas virales puede persistir por un
tiempo mas prolongado y eventualmente progresar a CIN2 /3; raz6n por la cual el nimero
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de copias del virus ha sido asociado como un predictor de la persistencia y progresion de
las lesiones (137, 138).

Adicionalmente la gravedad de la neoplasia cervical se puede medir por la carga viral
presente del VPH-AR, estudios han demostrado que la carga de VPH-16 aumentaba el
grado de lesion, en este sentido la carga viral por unidad de ADN genomico es un posible
biomarcador que permitiria predecir la poblacion en riesgo de desarrollar CC (136), donde
un namero alto de copias del virus son encontradas, principalmente integrado al genoma
del hospedero (35, 43).

La carga viral minima que se ha asociada con la deteccion visual de citologia anormal
(ASCUS +) es de 6,5 VPH copias por célula (69, 139, 140). En contraste, otros estudios
indican que infecciones virales que cursan con baja carga viral, presentan a través del
tiempo un peor prondstico respecto al cambio a nivel cervical, al tener infeccidn en bajo
numero de copias, el hospedero no logra montar una respuesta inmune eficiente que
permita la eliminacion del VPH, trayendo como consecuencia persistencia y la aparicion
de lesiones cervicales (141).

Previamente en estudios llevados a cabo por FIDIC, se logré determinar que valores bajos
de carga para VPH-31 se asocian con persistencia de este tipo a través del tiempo, y bajos
valores de carga para VPH-16, fueron un indicador de prondstico negativo para el cambio
colposcopico. Por lo tanto, la asociacion entre la carga viral y la frecuencia de la lesion
intraepitelial es tipo especifica y podria depender de la duracion de la infeccion, siendo
las altas cargas relacionadas con infecciones transitorias, mientras que las bajas cargas
con persistentes (142, 143).

Chlamydia trachomatis como co-factor del cancer de cérvix.

Generalidades de Chlamydia trachomatis: esta bacteria pertenece al phylum Chlamydiae,
dentro de este phylum, la familia clinicamente relevante es conocida como
Chlamydiaceae, compuesto por 11 especies, algunas de estas son consideradas patogenos
de interés en salud por producir infecciones zoonéticas, donde los humanos son
hospederos accidentales; no obstante, Cr constituye la especie de mayor impacto a nivel
de salud publica, siendo considerada una de las infecciones de mayor prevalencia a nivel
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mundial. Ct es una bacteria gram-negativa, transmitida sexualmente, y es de gran interés
debido a que los reportes de la WHO indican que alrededor de 130 millones de personas

presentan infeccion por esta bacteria(18, 144).

La gran mayoria de infecciones sin tratar se resuelven espontaneamente por la respuesta
del sistema inmune del hospedero, no obstante cerca del 20% se reinfecta nuevamente en
un periodo de 12 meses. Por otra parte, el 70% de las infecciones presentan un cusro
clinico asintomatico, por lo que las infecciones persistentes son reconocidas como las
principales causantes de enfermedades inflamatorias y complicaciones en el tracto

reproductivo tanto de hombres como mujeres (145).

Variantes de Ct: a través de la proteina mayor de membrana (OMP de las siglas del inglés
Outer Membrane Protein), 19 variantes de Ct han sido identificadas y agrupadas en tres
complejos, el primero conformado por las variantes A, B, Ba y C, las cuales son las
responsables de enfermedades oculares entre ellos tracoma y ceguera; el segundo las
variantes D-K, Da, la y Ja, las cuales son las de mayor prevalencia, y responsables de
infecciones a nivel genitourinario y finalmente las variantes L1-L3, L2a-b, L2c asociadas

a linfogranuloma venéreo (Figura 12) (146-148).

Chlamydia

trachomatis

Linfogranuloma

. Oculogénital
venéreo
Serovariantes Serovariantes
genitales oculares
L1-L2 L2B, L2A, Y
D-K, Da, lay Ja AB,BA,yC

L2C

Figura 12. Clasificacion de Chlamydia trachomatis basada en tropismo tisular. Tomado y modificado de
Abdelsamed y colb, 2013 (148).
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Ciclo de vida de Ct: Ct tiene un ciclo bifésico, que inicia con la adherencia de la particula
metabolicamente inactiva (conocida como cuerpo elemental o CE) a la célula hospedero,
ingresando a través de adhesinas bacterianas; este CE hace una diferenciacién formando
la particula metabdlicamente activa o cuerpo reticular (CR) que es la forma intracelular
(Figura 13), esto impide que el fagosoma se fusione con el lisosoma evitando la
destrucciédn de la bacteria por las enzimas citoplasmaticas, porteriormente se forma una
inclusién donde los CR se dividen por fisién binaria y se reorganizan nuevamente en la
progenie de CE que se liberan por lisis celular , logrando asi la infeccidén a nuevas células
vecinas (145, 149).
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Figura 13. Ciclo de vida Chlamydia trachomatis (Tomado de Brunham y colb, 2005).

Ct como Cofactor: algunos estudios ha documentado a Ct como una bacteria de infeccion
sexual comun a nivel mundial, que puede afectar el funcionamiento normal de las celulas,
donde produce enfermedades como cervicitis, salpingitis, enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI) La prevalencia de Ct aumenta en relacion con la presencia de VPH tal
como lo muestra la tabla 5, lo que indica que la coinfeccion Ct/\VVPH pueden alterar la
persistencia de estos microoganismo y por lo tanto modificar la actividad de proliferacion

celular que conlleva al desarrollo del cancer (150).
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Tabla 5. Prevalencia de Chlamydia trachomatis relacionado con la presencia de
VPH (Tomado y modificado de Zhu, 2016).

ESTUDIO REGION n PREVALENCIA DE Ct OR
VPH positivo VPH negativo
(%) (%)

Deluca Argentina 227 34,9 19,0 2,28
Golijow Argentina 279 10,9 12,5 1,40
De paula Brasil 250 13,0 6,7 -

Finan Lebanon 299 25,8 6,7 4,84

Verteramoet Italia 857 53,6 46,3 2,82

Varios estudios que han tratado de identificar el mecanismo de Ct puede participar en el
desarrollo de la neoplasia (Tabla 6). Ct puede alterar vias importantes de sefializacion
celular y eventos moleculares que producen transformacién celular, tales como cambios
en las vias de sefializacion del ciclo celular del hospedero, inducen la transformacién
epitelio mesenquimal; adicionalmente, evaden sefiales como la apoptosis o de respuesta
a dafio de ADN, finalmente interactta con el sistema inmune y evadiendo su respuesta
(FALTA REFERENCIA). Adicionalmente puede acelerar la proliferacion celular
mediante la activacion de las vias como MEK-ERK, inhibir la apoptosis de las células
infectadas, alterar la respuesta al dafio del ADN e inducir la proliferacion celular, Ct es
responsable de las desestabilizacion estructural y funcional en el citoplasma y el nlcleo
(151-153).

Tabla 6. Estudios del rol de Chlamydia trachomatis y el desarrollo del cancer cervical.

TIPO DE VIA MOLECULAR OBSERVACIONES REFERENCIA
ESTUDIO
In vitro Cambios en el perfil ribosomal =~ Absorbancia ARN 154

del hospedero (bloqueo en el Western blot.
inicio de la transcripcion.
In vitro Disminucion de la polimerasa PCR cuantitativa en = 155
B por la inhibicion directa a tiempo real.
través de miR-499a y | Immunoblot.
regulacion a la baja de p53 Ensayo cometa.
debilitar la célula hospedero
reparacion por escision de base

durante la infeccion
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In vitro

In vitro

Modelo
orgnanotipico.
In vitro

In vivo (ratén)

In vitro

In vitro

In vitro

In vivo (ratén)

In vitro

In vitro

Induce la regulacién positiva
del receptor EphrinA2 de la
tirosina quinasa de la
superficie celular (EphA2) a
través de la activacion de la via
ERK, que mantiene a la célula
infectada en un estado
resistente a la apoptosis.
Bloquea la division de la célula
hospedero para obtener una
ventaja de crecimiento
adicional en células
multinucleadas

Altera metaloproteinasas de la
matriz de la matriz
extracelular.

Induce la transicién epitelio

mesenquimal

El ADN de Ct se une al cGAS
para activar STING e inducir
respuestas de IFN de tipo |
durante la infeccion. Induce
patogénesis

Ctevade la inmunidad innata
al inhibir la produccién de NO
a través de la induccion de la
via de poliamina alternativa.
Aumento en la proliferacion
celular en el cuello uterino y
evidencia de displasia cervical
inestabilidad cromos6mica.
Intervienen en la respuesta en

la respuesta de dafio de ADN

Inhibe la sefializacion del dafio
telomérico del ADN a través de
la regulacion ascendente de
hTERT transitoria

siRNA vy transfeccion = 156
Citometria de flujo
Microscopia de

inmunofluorescencia

Inmunoflorescencia 157
Microscopia

epifluorescente.

Inmunohistoquimica 17

Microarreglo 158
PCR en tiempo real
cuantitativa.

gRT-PCR 159

microscopia confocal

Inmunoblot 160
inmunoprecipitacion

PCR cuantitativa

Citometria de flujo
Microscopia confocal =~ 161

Histopatologia

Inmunofluoresecenci 153
a

Inmunoblot

gRT-PCR 162
microscopia

FISH cuantificacion
Immunoprecipitation
Western blot
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In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Intervencion en el ciclo celular.
Separacién  prematura  de

cromosomas

Defectos en los polos del huso

mitético

Estructura  especifica  en
lamembrana de inclusion
de Ct puede ser responsable de
las interacciones conocidas de
las clamidias con la red de
microtdbulos y los efectos
resultantes en la estabilidad del
centrosoma

Mantiene la capacidad de
mantener el ciclo celular del
hospedero después de
infectada y previene la
apoptosis.

Defectos en el centrosoma,
causando defectos en la

segregacion

Inmunohistoquimica
Ensayo de fusion
celular

Westerblot
Microscopia

Wester blot
Immunoprecipitacion
Microscopia

inmunofluorescente

Microscopio de
transmision por
electrones

Coinmunoprecipitaci

on y Western Blott

Revision

Microscopia

163

164

165

166

167
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Analizar los cambios en la dindmica de la carga viral de los tipos de VPH 16, -18, -31, -

33, -45y -58, en presencia 0 no de Ct en una cohorte de mujeres Colombianas.

Objetivos Especificos:

e Describir las caracteristicas sociodemograficas de las mujeres participantes.

e Establecer latasa de infeccion de Ct en mujeres que no inician con infeccion por VPH.

e Determinar la dindmica de la carga viral de seis tipos de VPH y los factores de riesgo
asociados en presencia o no de Ct.

METODOLOGIA

Poblacién de estudio y consideraciones éticas.

Este es un estudio de cohorte retrospectivo llevado a cabo entre el afio 2007 al 2010, el
estudio fue realizado por la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia y aprobado
por los comités de ética de cada uno de los tres centros hospitalarios, las mujeres
asistieron voluntariamente entre abril del 2007 y marzo de 2010 y firmaron el
consentimiento en cada una de las visitas realizadas, los consentimientos de menores de

18 afios requirieron asentimiento y fueron firmados por un tutor responsables.

Las mujeres incluidas en el estudio asistieron a tres centros médicos asistenciales
localizados en diferentes ciudades de Colombia; el Hospital San Juan Bautista en la
ciudad de Chaparral, localizada en el departamento del Tolima; Nuevo Hospital San
Rafael Girardot, ubicada en el departamento de Cundinamarca y el Hospital de Engativa

Nivel 1l en Bogota, Distrito Capital de Colombia.
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Como criterio de inclusién, las mujeres debian tener minimo tres seguimientos, con un
periodo de tiempo de recoleccion de 6 meses entre muestras (= 3 meses), en cada visita
se realiz6 una encuesta donde se solicitababa informacion sociodemogréfica (edad,
origen, raza, ingresos mensuales, nivel educativo) y posibles factores de riesgos como
habitos de fumar, edad de su primera relacion sexual, numero de comparieros sexuales,
método anticonceptivo usado, numero de abortos, presencia de la menopausia,
infecciones de transmision sexual, estos datos son suministrados por las mujeres y con
la informacion obtenida en la linea de base se realiza los analisis sociodemograficos y de
riesgo de la poblacién (44, 134).

Los datos socio-demograficos y de comportamiento sexual de la poblacion descritos para
el estudio se reportan segln los datos obtenidos al comienzo del seguimiento (linea de
base) (170), y la distribucion se determind de acuerdo al tipo de infeccién por VPH
presente en las muestras: VPH negativa, infeccion unica definida como infeccion por un
Unico tio de VPH e infeccion mdaltiple definida como la infeccion simultanea por méas de
un tipo de VPH.

Obtencidn de las muestras, procesamiento y analisis molecular.

A las mujeres que asistieron a los programas de P&P de las instituciones participantes y
que aceptaron voluntariamente participar en el estudio, se les tomaron dos muestras; la
primera correspondio al test de Papanicolaou y permitio identificar el estado del cérvix a
nivel citologico (siendo estos hallazgos confirmados por colposcopia); una segunda
muestra fue tomada, conservada en etanol al 95%, esta muestra fue empleada para realizar
la identificacion de Ct, la deteccion genérica de VPH y la cuantificacion de la carga viral
de seis tipos virales (VPH-AR-16, -18, - 31, - 33, -45, -58) (168).

Tipificacion del VPH

Para la deteccion de VPH se llevo a cabo una PCR convencional, se usaron dos sets de
cebadores genéricos dirigidos al gen L1, el set de cebadores GP5+/6+ tiene la secuencia
directa TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC y reversa
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC (5°-3’) con un producto amplificado de 150
pb, y la secuencia de los cebadores MYQ09/11 corresponde a forward
CGTCCMARRGGAWACTGATC y reverse GCMCAGGGWCATAAYAATGG con un
producto amplificado de 450 pb (169).
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Gen

E7

El

E6

E7

El

E7

Carga viral

En aquellas muestras que por la PCR genérica se detectd la presencia viral, se les realizé
La identificacion y cuantificacion de 6 tipos de VPH (VPH-AR-16, -18, - 31, - 33, -45, -
58), por medio de PCR en tiempo real (QPCR) empleando cebadores y sondas Tagman,

los cebadores empleados fueron dirigidos hacia las regiones E1, E6, E7; como

normalizador fue empleado el gen Human hydroxymethylbilane synthase (HMBS).

Las condiciones de estandarizacion y corrido de la qPCR se llevo a cabo siguiendo

protocolos descritos previamente por nuestro grupo de investigacion (Tabla 7 y 8), la

estandarizacion gPCR se realizo con diluciones seriadas del plasmido de cada tipo viral,

y el gen HMBS, desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos

de amplificacion durante 10 segundos a 94°C y 30 segundos a 53,7°C. La

desnaturalizacion inicial del VPH-16 fue seguida por 30 ciclos de PCR durante 30

segundos a 54°C y 30 segundos a 94°C.

Tipo
viral

VPH-16
VPH-18
VPH-31
VPH-33

VPH-45

VPH-58

HMBS

Cebador

DO VOXVWOXX OO WO 1O

Tabla 7. Cebadores empleados en la gPCR (Tomado de soto y colb. 2014)

Secuencia cebadores
(5'-3)

AGCTCAGAGGAGGAGGAT
GGTTACAATATTGTAATGGGCTC
CATTTTGTGAACAGGCAGAGC
ACTTGTGCATCATTGTGGACC

ACGATTCCACAACATAGGAGGA

TACACTTGGGTTTCAGTACGAGGT
ATTAAGTGACAGCTCAGATGA

ACATAAACGAACTGTGGTGTT
CCATTTGTGAACAGGCAGAGC
CAACACCTGTGCATCATTCTGA
CGAGGATGAAATAGGCTTGG
ACACAAACGAACCGTGGCGT
GCCTGCAGTTTGAAATCAGTG
CGGGACGGGCTTTAGCTA

Tm
(°C)

54
53.7
53.7

53.7

53.7

53.7

53.7

Longitud
del
producto

(pb)
78

76
81
124

80

109

119

NUmero de
moléculas
ADN viral

1.43x10712

1.19x10712

1.35x10712

1.86x10712

1.59x10712

1.23x10712

1.98x10712

Reaccion
PCR

R1

R2

R2

R3

R3

R4

R4

Sonda

FAM
Cy5
HEX
FAM
Cy5
HEX

FAM

Abreviaciones: D y R: directo y reverso. Tm: temperatura melting; VPH: Virus del Papiloma Humano;
HMBS: Hydroxymethylbilane synthase; PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa; FAM (6-
carboxyfluorescein); Cy5: FluoroLink; mono reactive dye Cy5; HEX: hexachlorofluoresceine;
ZEN/IBFQ: ZEN and lowa Black FQ; IBRQ: lowa Black RQ.
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Se obtuvieron diluciones seriadas de cada plasmido obtenido 1:10 (105-10''copias).

La ecuacién 1, permitié determinar el nimero de moléculas de ADN.

Ecuacion 1. Numero de copias de ADN viral.

Cantidad ADN (ng) * 6.022x1023(ntimero/mol)
Longitud producto (pb) * 1x10°(ng/g) * 650 (g/mol de pb)

Numero de copias =

6.022x1023 moléculas/mol: Numero de Avogadro. 650 Daltons: peso medio de un par de bases (pb).

Se multiplica por 1*109, para convertir a ng y luego por la cantidad de ADN cuantificado (ng).

Se construyeron curvas de calibracion para el gen control y para cada tipo viral, se analiz
cada muestra para HMBS, VPH-16, -18, -31, -33, -45 y -58. Se amplificd el gen
constitutivo HMBS en todas las muestras para determinar el nimero de copias virales por

celulay verificar la integridad del ADN.

Tabla 8. Concentraciones de los diferentes reactivos empleados para la PCR en tiempo real.

Tipo Buffer MgCl. dNTP Cebador Cebador Enzima Sonda
Viral (x) (mM) (AT,C,G) (D) (R) Mango Taq DNA (nM)
(nM) (nM) (nM) polimerasa
(U/ulL)
VPH-16 1 1.5 250 c/u 250 250 15 500
VVPH-18 1 2 275 clu 500 500 15 500
VPH- 31 1 2 275 clu 250 250 15 500
VPH-33 1 1.75 275 clu 250 250 15 500
VPH-45 1 1.75 275 clu 500 500 15 500
VPH-58 1 1.87 250 c/u 500 500 15 500
HMBS 1 1.87 250 c/u 500 500 15 200

Abreviaciones: mM: Milimolar; nM: Nanomolar; A: Adenina; T: Timina; C: Citosina; G: Guanina; Dy R:
directo y reverso; U/uL: Unidades por microlitro.

Todas las reacciones de PCR en tiempo real, contenian 2 uL de ADN humano y agua

libre de ADN para completar el volumen final.

La PCR en tiempo real fue corrida en platos de 96 celdas, donde se incluyeron 6 puntos
de diluciones seriadas de plasmidico para cada tipo viral y HMBS. Para descartar la
contaminacion con ADN, fueron incluidos un control negativo y un NTC (no template

control).
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Ecuacion 2: Se cuantifico de la carga viral absoluta, y relativa para cada tipo viral. Para
la carga viral relativa, se utiliz6 como gen de referencia el gen HMBS. De esta manera, se
normalizo la carga viral con relacion a la cantidad de ADN humano presente en cada

muestra,

Ecuacion 2: Cuantificacion carga Viral relativa.

Numero de copias virales
Nimero de copias HMBS /2

Carga Viral (copias virales/célula) =

Deteccion C. trachomatis

Para la amplificacion de Ct se realiz6 PCR convencional, con dos juegos de cebadores
diferentes, los cuales iban dirigidos a la regién pLGV440 del plasmido criptico de Ct, los
cebadores se denominan KL5/KL6 cuya secuencia corresponde a forward 5°- TTT GCC
TTA ACC CCA CCA TT-3” y reverse 5°- CGT CCT TCC TAA AAG AGC TA -3’
amplificaron un fragmento de 350pb, y el otro juego de cebadores denominado KL1/KL2
la secuencia corresponde a forward 5°- TCC GGA GCG AGT TAC TAA GA -3’y
reverse 5’- AAT CAATGC CCG GGA TTG GT -3’ y el producto amplificado es de 241
pb (Tabla 9). Las condiciones de la PCR fueron previamente descritas por el grupo de

investigacion.

Tabla 9. Cebadores usados en la PCR convencional para identificacion de Chlamydia trachomatis.

REGION CEBADORES SECUENCIA

KL5 5- TTT GCC TTA ACC CCA CCA TT-3’
pLGV440

KL6 5’- CGT CCT TCC TAA AAG AGC TA -3’

KL1 5’- TCC GGA GCG AGT TAC TAA GA -3’
pLGV440

KL2 5’- AAT CAA TGC CCG GGA TTG GT -3’

Analisis estadisticos

Para este estudio se definid infeccion por Ct a un hallazgo positivo con alguno de los dos
juegos de cebadores en cualquiera de las visitas, se definié depuracion como un hallazgo
negativo después de haber presentado en una visita previa infeccién por Ct, y la

persistencia se definié como dos hallazgos positivos en visitas consecutivas.

La infeccion por VPH se definio como el resultado positivo por gPCR en cualquier visita,
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se considerd persistencia de la infeccion como la deteccion del mismo tipo de VPH en al
menos dos visitas consecutivas, la depuracion de la infeccion se determiné como la
ausencia de deteccidn de cada tipo en dos muestras consecutivas, tomadas con intervalos
de 3 a 9 meses posterior a una muestra positiva, la redeteccion de la infeccién, se definio

como la positividad para el mismo tipo viral luego de la no deteccidn de éste.

En aquellas muestras donde se presentan hallazgos positivos tanto de de Ct como de VPH
simultdneamente, se defini6 como coexistencia. Se definieron las infecciones Unicas
cuando en la deteccion molecular solo se reporta la presencia de un tipo viral de los seis
analizados y infecciones mdaltiples se definieron por la presencia simultanea de mas de un
tipo de VPH.

Para la evaluacion de los anélisis estadisticos de este estudio se usé el software STATA
14®. Diferencias en las ditribuciones de evaluaron mediante prueba de Chi2 o exacta de
Fisher, segun los datos; las variables cuantitativas se reportaron con medianas y sus
respectivos rangos intercuartilicos (IQR). Diferencias entre medias se comprararon con
los estadistico Mann—Whitney U o Kruskal-Wallis dependiendo del nimero de grupos a

comparar.

El modelo de regresion multivariada incluy6 el uso de una ecuacién de estimacion
generalizada (GEE) en los datos de seguimiento de las mujeres para analizar los valores
de carga de tipo viral, teniendo en cuenta el origen longitudinal de los datos y las medidas
N repetidas para la variable dependiente. EI modelo de regresion trato la infeccion por
cada tipo de VPH-AR como un resultado independiente (es decir, se realiz6 un modelo

para cada tipo viral).

Se tom0 el logaritmo de la carga viral normalizada (variable dependiente) para garantizar
la idoneidad de la GEE, dando coeficientes de correlacion que representan el cambio
esperado en el registro de la media de la carga viral para cada cambio en cada co-variable.
La estructura de autocorrelacion se determind para cada tipo mediante la evaluacion
preliminar de matrices de correlacién de medidas repetidas. Una matriz de correlacion no
estructurada fue el método mas eficiente para ajustar los datos, ya que no hubo un patrén

de regresion automatica o independencia.
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La carga viral de cada tipo se propuso como una variable dependiente para dicho andlisis
y aquellos con coeficientes de correlacion significativos en el modelo bivariado como
variables independientes. EI cambio en la carga viral normalizada para cada tipo se evaluo
mediante la correlacion de la presencia de co-variables que representan factores de riesgo;

Los valores fueron interpretados de acuerdo a los coeficientes resultantes del modelo.

Para evaluar la asociacion entre aparicion de infeccion por Cty VPH y los 6 tipos de VPH
se utilizaron modelos de riesgos proporcionales de Cox, estos fueron ajustados por las
variables ciudad, edad, primera relacion sexual, nimero de comparieros sexuales, método

de planificacion, gestaciones.

RESULTADOS

Caracteristicas sociodemograficas

El estudio de seguimiento incluyé 310 mujeres, las cuales participaron voluntariamente
durante un periodo de tres afos, las participantes aportaron al menos 3 seguimientos
(adicional a la toma en linea base), con una diferencia de 6 meses entre cada visita (£3
meses). El 22.9% (n= 71) de la poblacion muestreada alcanzd a tener un cuarto
seguimiento, es decir proporcionaron informacion para 5 visitas. todas las muestras
presentaron resultados positivos en la amplificacion de Human hydroxymethylbilane
synthase (HMBS).

Para este estudio la media de la edad de la poblaciéon fue de 41,8 afios (DE: 11,09,
intervalo entre 17-72 afios), la étnia de las mujeres fue principalmente mestiza 97,7% (n=
303: 1C95%: 1,95-1,99), la mayor parte de la poblacién provenian de la ciudad de
Girardot 67,4% (n=209: 1C95%: 0,66-0,78 95%). Diferencias estadisticas se encontraron
en algunas de las categorias evaluadas y se m8uestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Distribucién sociodemogréafica y de factores de riesgo de acuerdo con los diferentes tipos infeccion por

VPH.
VPH Negativo Infeccion Unica | Infeccion maltiple | Valor-P
Caracteristicas n % n % n %
Edad en afios
<30 12 27,3 10 22,7 22 50,,0
30-40 31 37,4 8 9,6 44 53,0 0,130
>40 46 25,1 34 18,6 103 56,3
Origen
Bogota 23 24,7 21 22,6 49 52,7 0.434
Girardot 63 30,1 30 14,4 116 55,5
Chaparral 3 37,5 1 12,5 4 50,0
Etnia
Mestizo 86 28,4 52 17,2 165 54,4
Negro 40,0 0 3 60,0 0,903
Indigena 50,0 0 1 50,0
Ingresos mensuales
< minimo 78 28,6 43 15,7 152 55,7 0,366
> minimo 11 29,7 9 24,3 17 46
Nivel educativo
Analfabeta 0 0 1 14,3 6 85,7
Primaria 32 23,4 25 18,2 80 58,4
Secundaria 50 36,0 17 12,2 72 51,8 0,043
Técnica 4 25,0 5 31,3 7 43,7
Profesional 3 27,3 4 36,4 36,4
Habito de fumar
No 63 27,5 43 18,8 123 53,7
Si 26 32,1 9 11,1 46 56,8 0.267
Edad de la primera relacion sexual, En afios
<18 53 29,1 28 15,4 101 55,5 0.737
>18 36 28,1 24 18,8 68 53,1
Numero de compafieros sexuales
1 39 27,5 25 17,6 78 54,9
2 29 27,9 16 15,4 59 56,7 0,910
>3 21 32,8 11 17,2 32 50,0
Método anticonceptivo
Ninguno 30 24,8 25 20,7 66 54,5
Hormonal 12 33,3 3 8,3 21 58,4 0237
Cirugia 37 35,6 14 13,5 53 50,9
Barrera 10 20,4 10 20,4 29 59,2
Embarazos
Ninguna 5 50,0 2 20,0 3 30,0
1-2 54 22,9 39 16,5 143 60,6 0,001
>3 30 46,9 11 17,2 23 35,9
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Historia de abortos
No 51 31,1 28 17,1 85 51,8
; 0,557
Si 38 26,0 24 16,4 84 57,6
Menopausia
No 76 29,0 46 17,6 140 53,4
; 0,596
Si 13 27,1 6 12,5 29 60,4
Infecciones de trasmision sexual
No 55 24,6 37 16,5 132 58,9 0.021
Si 34 39,5 15 17,5 37 43,0 '
Infeccidén por Ct
Negativo 65 29,2 38 17,0 120 53,8 0.924
Positivo 24 27,6 14 16,1 49 56,3 ‘

Hallazgos histolégicos

En cuanto a los hallazgo citoldgicos de la linea base de la poblacién (n= 310), se
reportaron 295 resultados para el test Papanicolau los cuales se clasificaron de acuerdo al
sistema Bethesda, con un 92,2% (n= 272; 1C95%: 88,5-94,9) resultados negativos para
lesion cervical y 7,8% (n=23, 1C95%: 5,0-11,4) con alguna anormalidad cervical, Para el
hallazgo ASCUS se reportaron 10 mujeres (3,3%; 1C95%: 1,6-6,1) y con LEI-BG 13
(4,4%; 1C95%: 2,3-7,4). A lo largo de los seguimientos se observo una disminucion del
numero de mujeres con reporte anormalidad cervical siendo LEI-BG la anormalidad de

mayor aparicion en la poblacion (Tabla 11).

Adicional al test de Papanicolau, se obtuvieron los resultados del estado del cérvix a
través del examen de colposcopia en 221 mujeres, de los cuales un 78,2% (n= 173,;
IC95%: 72,2-83,5) fueron reportados como negativos para lesion, un 21,8% (n= 48;
IC95%: 16,4-27,2) present6 algin tipo de anormalidad (Tabla 11), siendo LEI-BG el
21,4% (n=41; 1C95%: 16,0-27,2) y LEI-AG el 0,4% (n=1; 1C95%: 0,01-2,4). Al igual
que en citologia a traves del seguimiento se observé una disminucion en los hallazgos
anormales colposcapicos, esta distribucién fue estadisticamente significativa (p = 0,001;
prueba exacta de Fisher) (Tabla 11).
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Tabla 11. Distribucion de los hallazgos citoldgicos, colposcépicos, VPH y C. trachomatis de acuerdo con
el nimero de seguimiento.

Hallazgos
Citologicos
Normal
Anormal

Hallazgos
Colposcopicos

Normal
Anormal

Deteccion-VPH

Negativo
Positivo
VPH-16
Negativo
Positivo

VPH-18

Negativo
Positivo

VPH-31
Negativo
Positivo

VPH-33
Negativo
Positivo

VPH-45
Negativo
Positivo

VPH-58
Negativo
Positivo

C, trachomatis
Negativo
Positivo

Coinfeccién
Negativo
Positivo

Coexistencia

Negativo
Positivo

Linea de base

272
23

173
48

89

221

153
157

192
118

228
82

296
14

214
96

210
100

223
87

141
169

247
63

%

92,2
7,8

78,3
21,7

28,7

71,3

49,4
50,6

61,9
38,1

73,5
26,5

95,5
4,5

69,0
31,0

67,7
32,3

71,9
28,1

45,5
54,5

79,7
20,3

Primer

seguimiento

n %
278 95,2
14 4,8
225 88,6
29 11,4
72 23,2
238 76,8
264 85,2
46 14,8
163 52,6
147 47,4
150 48,4
160 51,6
258 83,2
52 16,8
214 69,0
96 31,0
192 61,9
118 38,1
230 74,2
80 25,8
120 38,7
190 61,3
245 79,0
65 21,0

Segundo
seguimiento
n %
279 95,2
14 4,8
253 95,1
13 4,9
64 20,6
246 79,4
237 76,5
73 23,5
168 54,2
142 45,8
162 52,3
148 47,7
265 85,5
45 14,5
211 68,1
99 31,9
195 62,9
115 37,1
206 66,5
104 33,5
115 37,1
195 62,9
214 69,0
96 31,0

Tercer
seguimiento
n %
274 95,1
14 4,9
248 96,1
10 3,9
65 21,0
245 79,0
200 64,5
110 35,5
209 67,4
101 32,6
203 65,5
107 34,5
220 71,0
90 29,0
220 71,0
90 29,0
246 79,4
64 20,6
201 65,0
108 35,0
146 47,1
164 52,9
210 68,0
99 32,0

Cuarto
seguimiento
n %
69 100
0 0
61 96,8
2 3,2
18 25,4
53 74,6
23 32,4
48 67,6
67 94,4
4 5,6
47 66,2
24 33,8
62 87,3
9 12,7
59 83,1
12 16,9
64 90,1
7 9,9
45 63,4
26 36,6
42 59,2
29 40,8
50 70,4
21 29,6
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0,077

0,001

0,119

0,001

0,001

0,001

0,001

0,148

0,001

0,052

0,002

0,001



Distribucion VPH

En cuanto a la distribucion de la infeccion por VPH en cada uno de los seguimientos,
todos los valores superon el 70%, siendo el seguimiento 2 el de mayor porcentaje (79,4%)
de detecidn viral, seguido por el seguimiento 3 (79%), mientras que la linea de base

presento los niveles bajos del estudio (71,3%) (Figura 14, Tabla 11).

En cuanto a la distribucion de los tipos de VVPH, al evaluar en la totalidad de las muestras
se encontré el tipo VPH-31 fue el de mayor frecuencia (39.8%; 1C95%: 37.1-42.4),
mientras que VPH-33 fue el de menor aparicion (16.0%; 1C95%: 14.0-18.1) en las
muestras analizadas (Figura 14, tabla 11). Para la Linea base el tipo viral de mayor
frecuencia fue VPH-16 (50.6%; 95%IC: 44.9-56.3), seqguido por VPH-18 (38.1%;
95%IC: 32.6-43.7), VPH-58 (32.2%; 95%IC: 27.0-37.7), VPH-45 (31.0%; 95%IC: 25.8-
36.4), VPH-31 (26.5%;95%IC: 21.6-31.7) y finalmente VPH-33 (4.5%; 95%IC: 2.4-7.4);
en cuanto a la distribucion de los tipos virales a traves del seguimiento, los resultados
mostraron que en las dos siguientes visitas, VPH-31 fue el de mayor frecuencia
(sequimiento 1: 51.6% y seguimiento 2: 47.7%; p= 0.001); seguido por HPV-18
(seguimiento 1: 47.4% and seguimiento 2: 45.8%; p= 0.001), para los seguimientos
restantes VPH-16 nuevamente se encontré como el de mayor aparicion (seguimiento 3:
35.5% and seguimiento 4: 67.6%; p=0.001) (Figura 14, tabla 11).
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Figura 14. Porcentaje de VPH y distribucién tipo especifica de 6 tipos de VPH-AR en la linea de base y a
traves de los seguimientos.

PRESENCIA DE Chlamydia trachomatis

En cuanto a la deteccion de Ct en cada seguimiento, los resultados mostraron que para la
visita de linea de base, hay un porcentaje de infeccién de 28,1% (n=87; 1C95%: 23,1-
33,4) (Tabla 12 y Figura 15), en el seguimiento 1 hay una disminucién de mujeres con
infeccidn bacteriana (25,8%), incrementando la deteccién a través de los seguimientos,
siendo en la Gltima visita la que mayor frecuencia de Ct reportd (36,6%; p=0,052; Prueba
de Chi?) (Tabla 12, Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de mujeres infectadas por Ct durante el estudio. LB: linea base

Las participantes aportaron 1,403 meses al estudio (aproximadamente 2 afios). El 28,7%
mujeres (n=89) iniciaron el estudio (linea de base) sin infeccién por VPH y Ct, a lo largo
del estudio determind que la tasa de infeccion por Ct fue de 6,97 por cada 100 mujeres
por mes (95%IC: 4,87-9,98 Kaplan Meier) y para los 12,4 meses, la mitad de la poblacion
ya habia adquirido la infeccion (Figura 16).
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Figura 16. La probabilidad de riesgo de que una mujer sin VPH en linea de base adquiera la infeccion

por C. trachomatis durante las visitas.

Al evaluar la presencia simultanea de Ct y VPH (coexistencia) los resultados mostraron
que del total de la muestras (n=1.310) el 26.2% (n= 344; 1C95%: 23.8-28.7) presentaron
este coexistencia, siendo mayor en aquellas mujeres que presentaban coinfecciones
(maltiples tipos de VPH) comparadas con aquellas con infecciones por un unico tipo de
VPH (34.8% y 32.2%, respectivamente; p= 0.001), a través de los seguimientos la
coexistencia fue de 20,3 % en linea de base, este valor va aumentando en cada
seguimiento, siendo el seguimiento 3 (32%) el mas alto (Tabla 11). En cuanto a la la
coexistence de acuerdo al tipo viral, los resulatdos mostraron que la ocurrida con VPH-
16 fue la de mayor aparicion (36.7%; 95%IC: 27.6-36.6), mientras que la coexistence con
VPH-45 la menor (27.7%; 95%IC: 23.3-32.4), otras coexistencias se muestran en la figura
17.
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Figura 17: Distribucidon VPH en presencia o ausencia de Ct.

Dinadmica de la carga viral de VPH de acuerdo al estado de infeccion por Chlamydia
trachomatis.

Se evalué el comportamiento de la carga viral normalizada de los seis tipos de VPH en
presencia de Ct (Tabla 12), a nivel general los resultados mostraron una mayor carga viral
(mediana: 424, IQR: 19300) en aquellas mujeres con infecciones por Ct comparadas con
aquellas sin infeccion bacteriana (mediana: 264, IQR: 18599); en cuanto a los tipos virales
los valores de la mediana de la carga se encontraron entre 10-! a 10* copias. Al analizar
la carga viral tipo especifica en mujeres con presencia de Ct los resultados mostraron para
los tipos de VPH-16, -18, -31 y -45, cargas virales mayores a las encontradas en mujeres
sin presencia de esta bacteria, siendo para el tipo viral VPH-45 el de mayor diferencia
(median: 119 and 14 respectivamente), en contraste para VPH-33 y -58 cargas virales
mayores fueron encontradas en mujeres sin Ct; no obstante diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de la carga viral de acuerdo a la presencia de Ct se
encontraron solo para VPH-18 (Mann-Whitney U, p= 0.0030) (Tabla 12).
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C, trachomatis

C, trachomatis

Tabla 12. Distribucion de la carga viral total y de acuerdo con la presencia de C. trachomatis.

VPH  VPH-16  VPH-18 = VPH-31 = VPH-33  VPH-45 VPH-58
ndeinfecciones 660 295 (67,9) 333 330 (63,3) 145(691) 284 262 (64,8)
< (%)  (65.8) (65,0) (72,3)
K cv-
8 Normalizada
< Media 264 0,4 3 95 3640 14 0,19
[IQR] [18599] [2,2] [1,1] [10099]  [101864]  [28267] [5,9]
ndeinfectiones 343 139 (32,1) 179 191 (36,7) 65 (30,9) 109 142 (35,2)
§ (%) (34.2) (35,0) (27,7)
= CV-
w
8 Normalizada
Median 424 1 8.4 140 461 119 0,14

[IQR] [19300] [644] [13499] [39699] [94440] [9603]
CV: Carga Viral; IQR: rangos intercuartilicos

El mapa de calor de la figura 19 muestra el comportamiento de las medianas de la carga
viral normalizada para los tipos virales de VPH a lo largo del seguimiento, teniendo en
cuenta ademas la infeccion por Ct. Los resultados mostraron que en mujeres con Ct, VPH
33, obtuvo la carga viral a través del tiempo, mientras que la carga mas baja en todas las
visitas fue para VPH-58,. Por otra parte, en mujeres sin infeccién por Ct, el incremento
mayor en la carga viral a traves del tiempo , fue para VPH 18, mientras que VPH 58
también obtuvo en este grupo los menores valores en todas las visitas (Figura 19).
Diferencias en la distribucion de las medianas a través de los seguimientos de acuerdo a
la presencia de Ct se evaluaron mediante el estadistico Kruskal-Wallis, los resultados
mostraron diferencias significativas para VPH-16 en mujeres Ct positivo, VPH-18
independiente de la presencia o no de la infeccion bacteriana y VPH-58 en Ct negativo
(Figura 18).
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Ct- POSITIVO Ct- NEGATIVO
Seguimiento Seguimiento
1 2 3 4 5 p 1 2 3 4 5 p
3 023 0,45 1 2 0,0104 | 0,2 4 0,13 0,73 0,1235
0,39 45 0,93 0,0009 | 0,44 2 0,0058
1 0,1033 0,4833
ND 0,0639 | 3,61 0,2364
4 € 3 8,91E-4 | 0,4031 | 0,17 0,0001
0,40 0,18 0,45 1,51E-3 | 8,08E-8 | 0,0679 | 0,39 | 0,43 | 0,37 | 0,010 | 2,21E-4 | 0,0119

Menor valor Percentil 50 Mayor valor

B |

Figura 18. Mediana de la carga viral de los tipos de VPH presencia o ausencia de Ct. Valores en negrilla

son estadiaticamente significativos

A través del modelo estadistico de GEE se evaluo la asociacion entre los factores de riesgo
y la carga viral (disminucion o incremento) para cada tipo viral evaluado. Los resultados
mostraron que para la variacion en la carga viral de VPH-16, se encontro, que pertenecer
auna ciudad diferente a la capital (Bogota) (coef: 1,72: 95%IC: (-)2,60-(-)0,84; p=0,000),
ser afrodescendiente (coef: 4,903: 95%IC: (-)8,26-(-)1,55; p= 0,004), usar un método de
planificacion familiar hormonal (coef:1,640: 95%IC: (-)3,03-(-)0,25; p=0,020) y estar en
la etapa de la menopausia (coef: -2,539: 95%IC: (-)4,22-(-)0,85; p=0,003), redujeron la
carga viral de VPH-16 en varias unidades logaritmicas (Tabla 13).

El incremento de la carga en este tipo viral VPH-16 fue modulado, en este estudio por el
namero de gestaciones ya que haber tenido 1 o 2 hijos aument6 en mas de 4 unidades
logaritmicas la carga viral. El reporte de haber tenido 1 hijo lo aument6 en 4,434 unidades
logaritmicas (95%IC: 0,85 a 8,01; p= 0,015) y para 2 en 4,313 unidades logaritmicas
(95%IC: 0,54 a 8,08; p=0,025) (Tabla 13).

Para el caso de VPH-18 las variables que modularon su carga fueron: en el aumento el
reporte de mas de 2 gestaciones en 3,816 unidades logaritmicas (95%IC: 0,22 a 7,40 IC
p= 0,037) (Tabla 13). Las variables analizada tales como: numero de gestaciones (1y 2
hijos: coef: 5,338: 95%IC: 0,07 a 10,5; p= 0,047) y tener mas de dos hijos (coef: 7,290:
95%IC: 1,24 a 13,34; p=0,018) (Tabla 13).
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Se observo para VPH-45 el incremento en 1,60 unidades logaritmicas de la carga en
aquellas mujeres de la poblacion que reportaron haber tenido 2 compafieros sexuales
(Tabla 14). En cuanto la disminucién dela carga para este tipo viral, el método de
planificacion de barrera tuvo un impacto estadisticamente significativo en la disminucion
de -2,07 unidades logaritmicas (95%IC: (-)3,35-(-)0,79; p= 0,002) de la carga viral de
VPH-45. Luego de aplicar la estimacion estadisica, ajustada por las demas variables
tenidas en cuenta, no se identificé una clara modulacion directa de la carga viral por la
presencia de Ct (Tabla 14).

Finalmente, se analizo el riesgo de infeccion por Ct para cada tipo viral, los resultados
mostraron que las mujeres con VPH presentaron mayor riesgo (HR= 2,06) en la
adquisicién de Ct, a nivel tipo especifico esta asociacion se encontré para VPH-31 (HR=
1,45) y VPH-58 (HR= 1,37) (Tabla 15).
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DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Variable

Ciudad

Edad
Grupo étnico

Edad de la primera
relacién sexual

Numero de
compafieros sexuales

Método de
planificacion

Gestaciones

Categoria

Bogota
otra

Mestizo
Indigena
Afrodescendientes

<=18

>18
Ninguno
1
2

mas de dos
Ninguno

Hormonal
Barrera
Ninguna

1-2
>2

Coef.

()1,725

0,0315

2,362
(-)4,903

0,092

(-)0,252

(-)0,940

(-)1,640
(-)0,587

4,434
4313

Tabla 13. Estimacidn estadistica generalizada (GEE) para VPH-16, 18 y -31

MODELO PARA CADA TIPO DE VPH

VPH -16

P 95%IC
0000  [-2,60 a-0,84]
0,233 [-0,0220,08]
0578  [-5,97a10,69]
0004  [-826a-155]
0,854 [-0,89a1,07]
0,645 [-1,3220,82]
0175  [-2,29a 0,42]
0020  [-3,03a-0,25]
0,265 [-1,61a0,44]
0,015 [0,85a 8,01]
0,025 [0,54 a 8,08]

Coef.

0,047

(-)0,019

(-)0,890
1,183

(-)0,035

0,149

(-)0,781

1,024
0,157

2,254
3,816

VPH -18
p 95%IC

0,930 [-0,99a1,09]
0,556  [-0,08a0,04]
0844 [-976a7,98]
0614 [-342a5,79]
0945 [-1,04a097]
0,800 [-1,01a1,30]
0,246 [-2,10a054]
0,272 [-0,80a 2,85]
0773 [-0,91a 1,23]
0,187 [-1,09a559]
0,037  [0,22a7,40]

Coef.

0,050

0,044

1,331
(91,731

(-)0,276

(-)0,420

(-)0,370

0,442
0,079

2,405
3,153

VPH -31
p 95%IC
0926 [-1,01a1,11]
0,175 [-0,02a 0,10]
0725 [-6,07a 8,73]
0352 [538a191]
0,605 [1,32a0,77]
0485 [-1,59a0,76]
0598 [-174a 1,01]
0631 [1,36a225]
0884 [-0,99a 1,14]
0112 [-0,56a537]
0,060 [-0,13a 6,44]
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Abortos No

i (0258 0557  [-1,12a0,60]
Chlamydia No S - -
trachomatis si ()0234 0614  [1,14a067]
Menopausia No
si (2539 0003  [422a-0,85]

Tabla 14. Estimacion estadistica generalizada (GEE) para VPH-33, -45y -58

(-)0,069

0,894

(-)0,494

0,903

0,094

0,572

[-1,18 21,04]

[-0,1521,94]

[-221a1,22]

0,157

0,319

(-)0,450

0,778

0,551

0,625

[-0,93a 1,25]

[-0,7321,37]

[-2,25a1,35]
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DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Variable

Ciudad

Edad
Grupo étnico

Edad de la primera
relacién sexual

Numero de
compafieros sexuales

Método de
planificacion

Gestaciones

Abortos

Categoria

Bogota
otra

Mestizo

Indigena

Afrodescendiente

S
<=18

>18
1
2

mas de dos
Ninguno

Hormonal
Barrera
Ninguna

1-2
>2
No
Si
No

Coef.

0,541

(-)0,023

2,300
(2,216

(-)1,202

(-)0,089

(-)0,127

0,496
(-)0,480

5,338
7,290

0,399

VPH-33
P

0,638

0,759

0,619
0,509

0,281

0,945

0,928

0,791
0,674

0,047
0,018

0,745

95%IC

[-1,71a2,79]

[-0,17 a0,12]

[-6,77 a11,37]
[-8.79a 4,36]

[-3,39.20,98]

[-2,62 a 2,44]

[-2,89 a 2,64]

[-3,17 a 4,16]
[-2,72 21,76]

[0,07 a 10,59]
[1,24 a13,34]

[-2,0122,81]

MODELO PARA CADA TIPO DE VPH

Coef.

(-)0,126

0,024

4,786
3,254

0,561

1,604

(-)0,142

(-)0,060
(-1)2,068

(-)1,094
1,565

0,524

VPH-45
p

0,859

0,614

0,192
0,082

0,416

0,048

0,860

0,961
0,002

0,467
0,375

0,485

95%IC

[-152a1,27]

[-0,070 2 0,12]

[-2,41 a11,98]
[-0,42 2 6,93]

[-079a191]

[0,02 a 3,19]

[-1,73a1,44]

[-2,46 a 2,34]
[-3,35a-0,79]

[-4,04 a1,85]
[-1,89 a5,02]

[-0,94 a 1,99]

Coef.

0,091

0,047

3,548
()1,51

(-)0,522

(-)0,225

(-)0,810

1,094
0,620

2,117
2,376

(-)0,109

VPH-58
p

0,871

0,175

0,209
0,318

0,330

0,705

0,241

0,242
0,274

0,093
0,099

0,849

95%IC

[-1,01a1,19]

[-0,02a0,11]

[-1,99 a 9,09]
[-4,8a1,45]

[-1,57 a0,53]

[-1,39 a0,94]

[-2,16 a 0,54]

[-0,74 a2,93]
[-0,49 a 1,73]

[-0,35a4,59]
[-0,45 a 5,20]

[-1,2321,01]
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Chlamydia Si (-)0,329 0,751 [-2,37a1,71] (-)1,008 0,182 [-2,49 a 0,47] 0,078 0,883  [-0,96a1,11]
trachomatis

Menopausia No - - - - - - - - -

Si (-)0,679 0,754 [-4,93 a3,57] (-)0,812 0,437 [-2,86a 1,23] (-)0,664 0,489 [-2,54 a1,21]
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Tabla 15. Modelo Cox

INFECCIONES POR Ct

HR (IC 95%) P
VPH
Negativo Referencia
Positivo 2,06 (1,46-2,89) 0,001
VPH-16
Negativo Referencia
Positivo 1,05 (0,81-1,38) 0,068
VPH-18
Negativo Referencia
Positivo 1,27 (0,99-1,65) 0,057
VPH-31
Negativo Referencia
Positivo 1,45 (1,12-1,86) 0,004
VPH-33
Negativo Referencia
Positivo
VPH-45 1,09 (0,78-1,53) 0,590
Negativo Referencia
Positivo 0,78 (0,59-1,03) 0,092
VPH-58
Negativo Referencia
Positivo 1,37 (1,05-1,78) 0,020

aHazard ratio (HR) ajustado por ciudad, edad, primera relacion sexual, nimero de compafieros sexuales, método

de planificacion, gestaciones.
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DISCUSION

La asociacion entre VPH y CC se encuentra claramente establecida y se ha avanzado
considerablemente en su comprension; sin embargo, el por qué sélo una fraccién de las
mujeres que cursa con infecciones virales por VPH desarrollan lesiones cervicales y la
influencia que los factores adicionales tienen en este proceso, esta pendiente por resolver. A
pesar de su importancia clinica, la prevalencia de algunas ITS se desconoce para la poblacion
nuestro pais, lo que en parte se debe a dificultades en los diagndsticos que dependen de
métodos tradicionales, como son los cultivos y los inmunoensayos enzimaticos (39). Al
compartir estas infecciones una misma via de transmision, presentar algunas de ellas
tropismo por los mismos tejidos y ser organismos intracelulares obligados, no es
sorprendente que puedan co-existir y favorecer mutuamente su existencia en un mismo
hospedero (17, 22, 40). Este trabajo consolida la dinamica de las cargas virales, presentes en
muestras cervicales de una poblacion de mujeres colombianas seguidas cada 6 meses, por al

menos 2 afios, asi como la identificacion de la presencia de Ct.

La comparacion entre los hallazgos a nivel de inspeccion del cervix obtenidos a través de
citologia y colposcopia sugieren que, si bien la citologia ha sido una herramienta importante
dentro de los esquemas de tamizacion, un porcentaje de mujeres pueden presentar falsos
negativos (133). La efectividad de la citologia cuando se practica regularmente indica que
reduce hasta en un 60% la morbi-mortalidad por este tipo de céncer lo cual ha sido
ampliamente demostrado en paises desarrollados; sin embargo, en paises en desarrollo como

Colombia esta tendencia no ha sido la observada (134, 135).

A pesar de que la prueba de oro para la identificacion de mujeres en riesgo de desarrollo de
CC es el test Pap (logra identificar la presencia de cambios en la arquitectura del cérvix), esta
presenta grandes limitaciones, por lo que recientemente se ha venido trabajando en la
busqueda de nuevas estrategias que permitan identificar en un punto mas temprano aquellas
mujeres que estan en riesgo de sufrir algln tipo de proceso neoplésico (136-140). Debido a
el establecimiento del vinculo causal entre la infeccion con VPH y el desarrollo CC, se han

implementado test moleculares complementarios a las pruebas de tamizacion, para detectar
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de forma especifica infecciones por tipos de VPH, que permitan identificar las mujeres en
riesgo de desarrollar enfermedad, en un punto mas temprano de la historia natural de la
enfermedad (141-145).

Estudios han demostrado que la inclusion de pruebas moleculares para la deteccion de HPV -
DNA ha permitido la deteccion de un mayor nimero de mujeres que cursan con displasias
de bajo grado o peores, en comparacion con aquellos que se basan exclusivamente en Pap
test; adicionalmente la tipificacion de VPH-16 y -18 ha mostrado ser una herramienta que
brinda niveles de sensibilidad y especificidad aceptables (138-141).

La distribucién de la frecuencia de los tipos de VPH para la poblacién estudiada, mostro que
el tipo de VPH mas frecuente fue VPH-16, lo que concuerda con las frecuencias reportadas
a nivel mundial, no obstante el segundo tipo de mayor aparicion fue VPH-31, esto se ha
observado previemente para nuestro pais, pero difiere de lo resportado para varios paises

latinoamericanos, (142-150) y algunas poblaciones Europeas (135).

Estas diferencias en la distribucion tipo-especifica indican que la prevalencia de VPH puede
variar de acuerdo a la region geografica analizada, esto puede ser explicado en el hecho que
factores genéticos como el HLA explicados previamente, puesto que polimorfismos en los
genes responsables de la respuesta inmune podrian estar favoreciendo la eliminacién o la
persistencia de tipos de VPH especificos entre las poblaciones factores de riesgo,
adicionalmente factores medio-ambientales no tenidos en cuenta en este trabajo, pueden

contribuir a distribucién diferencial entre las regiones analizadas (151-153).

Con respecto a la disminucion de la carga normalizada para las mujeres infectadas por VPH-
16 pertenecientes a ciudades diferentes de Bogota, no es sencillo establecer los parametros
que afectan ya que hay aspectos en cuanto a las costumbres y a la alimentacion que no fueron
medidas en el estudio y pueden influir en la infeccion por estos tipos. Las diferencias entre
Girardot y Bogotd, han sido previamente identificadas en relacién a la prevalencia de VPH,
la distribucion tipo-especifica, la presencia de infecciones multiples y el tiempo en el que se

determina la depuracion viral (154).
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Otro factor involucrado en disminuir la carga viral fue un mayor nimero de compafieros
sexuales, que involucrd un tipo de VPH representativo de la especie A7 (VPH-45). Segln
estos datos se podria inferir que un aumento en el nimero de compafieros sexuales favorece
una regulacion de la carga viral de tal forma que no incida en el reconocimiento por el sistema

inmune y de esta forma en la depuracion viral (155-158).

Para el caso del aumento de la carga viral, la variable que presenté un mayor nimero de tipos
relacionados fue el nimero de gestaciones, lo cual aumento la carga viral para VPH-16, -18
y -33. Para poblaciones de América Latina, algunos estudios se han dirigido a identificar los
factores de riesgo, clasificandolos en dos grupos: los denominados a corto plazo y que se
asocian con un mayor riesgo de infeccion por el VPH (como edad de la primera relacion
sexual, nimero de compaiieros sexuales) y los conocidos como a largo plazo, que se asocian
con un mayor riesgo de persistencia de la infeccion del VPH, la cual conlleva al desarrollo
de cancer cervical (como el uso de anticonceptivos orales, el numero de gestaciones y el

consumo de cigarrillos) (160-165).

Interesantemente la etnia Afrodescendiente tuvo un efecto en disminuir considerablemente
la carga viral para VPH-16. Se ha indicado que puede existir preferencias de algunos tipos
virales en infectar etnias determinadas o que existen patrones comportamentales en las
diferentes etnias que hacen que se de esta preferencia (166). Se ha descrito que las variantes
moleculares para VPH-16 afectan mas a las poblaciones de las cuales provienen, por ejemplo,
variantes Africanas tendrian preferencias por mujeres étnicamente Afrdescendientes (166-
172); no obstante, futuros estudios que incluyan la determinacién de las variantes
involucradas, son necesarios y de manera tal que permitan confirmar los resultados obtenidos

aca.

La disminucion del namero de copias virales para la mayor parte de los tipos de VPH-AR en
presencia de otras infecciones de transmision sexual (ITS), se ha descrito previemente, para
patdbgenos como HSV-2, estas pueden deberse a una reaccion sinérgica entre
microorganismos, en busqueda de favorecer la persistencia de estos en el hospedero y asi

lograr pasar desapercibidas el sistema inmune, evitando que se lleve a cabo una adecuada
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respuesta inmunitaria (173-176). Adicionalmente, dado que en el transcurso de la infeccion
por VPH, puede conllevar a otras coexistencias esta relaciones son influenciadas por
interacciones de competencia o de cooperacidn, favoreciendo o afectando algun tipo viral
especifico (177, 178).

Los resultados de este estudio mostraron una elevada circulacion de Ct para esta poblacion,
superior a lo previamente reportado, esto puede ser en parte explicado por la diferncia en las
técnicas de deteccion de la bacteria implementados en los distintos estudios, que variaron
desde técnicas de cultivos celulares (sensibilidad del 50%), técnicas de inmunoensayo
(sensibilidad del 60% y especificidad de 99%), hasta ensayos de anticuerpos de fluorescencia
directa (sensibilidad 85%) (179). La técnica empelada en el presente estudio fue la PCR, la
cual ha mostrado tener una especificidad del 99% y sensibilidad del 90%, lo que permiti6
una identificacion de Ct con mayor sensibuilidad y robustes epidemioldgica no obstante al
comparar las frecuencias de Ct con previos reportes que emplean técnicas moleculares, la

frecuencia de Ct es similar a la reportada aca (168, 169).

La infeccion por Ct puede variar de acuerdo al tipo de VPH especifico que se encuentre en
coexistencia, generando la posibilidad que esta interaccion genere una sinergia o
competencia segun el tipo de VPH analizado (179-182). Nuestros resultados sugieren que la
presencia de Ct, pueden afectar incluso a mas del doble la carga viral del VPH, ya sea
aumentandola (VPH-16, 18 , 31 y 45) o dismuyendola (VPH-33 y 58), lo que indicaria una
de las en que Ct contribuye al desarrollo de la neoplasia cervical tal como han indicado varios
estudio (30, 32, 183).

Por otra parte, la importancia de evaluar el nimero de copias virales podria permitir que esta
sean un factor predictor del descenlace de las infecciones, por ejemplo el aumento de la carga
viral de VPH-16 ha sido asociado con el empeoramiento de la lesion cervical, en VPH-18 'y
-31 con la persistenciay VPH-45 con el desarrollo de cancer, incluso VPH-16 se ha propuesto
como predictor de carcinoma invasivo por presentar cargas virales altas, ya que mayor carga

viral sostenida a lo largo del tiempo puede representar un biomarcador para la progresion
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(35, 136, 184, 185). Adicionalmente, tipos como VPH-31, uno de los mas prevalentes en

nuestra poblacion, se ha asociado a un riesgo a corto plazo de desarrollo de CIN2-3 (186).

Se podria pensar que para aquellos tipos virales que presentaron cargas bajas cuando hay
infeccion por Ct, podrian tener una coexistencia sinérgica, de manera tal que estas infecciones
persistan en el hospedero por largos periodos, incrementando asi el riesgo de progresion de
lesiones de mal pronodtico. Se ha demostrado que VVPH-16, se integra facilmente al genoma
con cargas altas, sin embargo, se ha visto que cuando hay cargas virales bajas hay una
disminucion en la tasa de depuracion (187), por lo que podria pasar a un estado de latencia 'y
estar evadiendo la respuesta inmune del hospedero, lo mismo podria estar sucediendo en
aquellos casos donde se cursa con infecciones por VPH-33 y -58 que en este estudio
disminuyeron sus cargas virales en presencia de Ct. (37, 188) previamente se ha reportado
que las cargas virales medias 0 bajas no son detectadas por el sistema inmune el hospedero,
y por lo tanto una disminucion en las tasas de depuracion (187) por lo que se ha sugerido
que esta evasion es aprovechada por el VPH para aumentar su persistencia, lo que ha sido

asociado con el desarrollo de CC (189).

Las variables gque involucran cambios hormonales en las mujeres tienen influencia en
modular la carga viral ya que el uso de anticonceptivos hormonales incremento la carga viral
del VPH-16 pero las mujeres que presentaban menopausia tuvieron una disminucién en la
carga de este tipo . Algo similar se encontré en una cohorte de mujeres jévenes canadienses
donde el VPH-18 tenia cargas mayores, en mujeres que usaban un método de planificacién
hormonal (190).

Los proteoglicanos, algunas hormonas presentes en anticonceptivos y la menopausia se ha
asociado a la activacién de los promotores de la replicacion viral y facilidad del ingreso e
invasién a la célula hospedero, por lo que aumenta de manera comprensible la carga debido
a este efecto, por otro lado los anticonceptivos de barrera favorecieron la disminucion de la
carga viral de VPH- 45, aunque no se diferencio en el estudio el método de barrera utilizado.

La menopausia a su vez, genera a cambios hormonales, asociados a los niveles circulantes
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de hormonas esteroideas sexuales, testosterona y posiblemente estradiol, en la etiologia del

CC que también facilitan la invasion y multiplicacion del virus (191, 192).

Se ha reportado ampliamente que factores de comportamiento sexual como tener dos
comparieros sexuales favorece el incremento de la carga viral del VPH (193),
especificamente para VPH-45, se ha relacionado el nimero de comparieros con un mayor
riesgo de exposicion a coinfectarse, por lo tanto las interacciones que se forman por las
nuevas infecciones adquiridas, inician la competencia por el medio celular y los recursos para
llevar los procesos de transcripcion o traduccion necesarios para la supervivencia en la célula
hospedero (193), por lo tanto se generan relaciones sinérgicas que favorecen su crecimiento,
y se ha visto que estas relaciones son tipo especificas y son favorecidas dependiendo la

especie (194).

Para futuros estudios variables relacioandas con el método anticonceptivo (como tiempo de
uso, carga hormonal mensual, entre otros) deberian ser evaluados con mas detalle y
profundidad, adicionalmente, otras ITS deben ser consideradas e incluidas en futuros analisis,
de manera tal que permitan establecer y caracterizar de manera adecuada factores
relacionados con la depuracién y persistencia de las infecciones por VPH en nuestra

poblacion.

Este es un estudio de cohorte retrospectivo que analizo la dinamica de la carga viral de 6
tipos de VPH de alto riesgo en presencia de Ct, los resultados sugieren una elevada
coexistencia que podria estar implicando una interaccion entre estos dos microoganismos,
lo que en udltimas favorece su persistencia en el organismo conllevando a la transformacién
celular y en dltimas al desarrollo del CC, por lo que para los esquemas de promocion y
prevencion implementados en la actualidad, podria ser considerado la deteccion activa de
otras ITS como una herramienta que contribuya en la disminusién de las infecciones por VPH
y por lo tanto en la dismininicion de las tasas de CC para Colombia. Los resultados obtenidos
permitieron determinar la dindmica de la carga viral de 6 tipos de VPH-AR y como se asocian
con la presencia de Ct, aportando valioso conocimiento de las infecciones simultdneas por

ITS en la poblacién colombiana, lo que a futuro esperamos contribuya en el disefio y mejora

72



de los programas de promocion y prevencién de CC, asi como en los planes de mejoramiento

de salud publica.

CONCLUSIONES

La frecuencia de los tipos de VVPH varia de acuerdo en el transcurso del seguimiento,

siendo los més frecuentes VPH-16 y VPH-31 en la poblacién de estudio.

e Factores sociodemograficos pueden afectar la dinamica de la carga viral de VPH, pero

van a depender del tipo viral presente.

e Latasa de infeccion de Ct son mas altas en ausencia de VPH, sugiriéndose una respuesta

del sistema inmune mas activa cuando previamente se ha infectado por VPH.

e Las interacciones encontradas en el estudio indican una posible relacion sinérgica entre
VPH y C trachomatis en términos de aumento de la carga viral para VPH-16, -18, -31y

-45 y disminucién la carga viral para VPH-33 y -58.
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