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Resumen

Introduccién: Poco se sabe acerca de la presencia del VPH en la mucosa oral en poblacion sana y cuales son los factores de riesgo que pueden llevar al virus a una
infeccion persistente que conduzca al desarrollo de un carcinoma.

Objetivos: en el presente estudio la deteccion del VPH se realizé en muestras de ADN obtenidas de la mucosa oral de 76 mujeres sanas.

Métodos: el VPH se detecté mediante la técnica de PCR anidada para el gen viral L1. La genotipificacion se realizé mediante la secuenciacion directa del fragmento
del gen L1 amplificado por el método de Sanger, seguido de un analisis de porcentajes de identidad.

Resultados: el porcentaje de deteccion de VPH fue de 6.6 por ciento. Los genotipos virales identificados fueron HPV-11, HPV-43 y HPV-72, todos clasificados de bajo ries-
go oncoldgico. Ademas, se observd que el no uso del conddn en este grupo de edad se asocio significativamente con la presencia de VPH en la mucosa oral (p = 0.037).
Conclusion: en la presente investigacion exploratoria se evidencio una mayor deteccién de VPH en la mucosa oral de mujeres sanas y su presencia se asocia con
una vida sexual activa sin una proteccién adecuada contra su transmision.

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, mucosa oral, comportamiento sexual, uso del condén.

Human papilloma virus detection in oral mucosa of women from Cali, Colombia.

Abstract

Introduction: little is known about the presence of HPV in the oral mucosa in the healthy population and what risk factors can lead the virus to a persistent infection
that leads to the development of a carcinoma.

Objectives: in the present study, HPV detection was performed on DNA samples obtained from the oral mucosa of 76 healthy women, and the presence of the virus
was associated with the sexual behavior of the participants.

Methods: HPV was detected by the nested PCR technique for the viral gene L1. Genotyping was performed by direct sequencing of the L1 gene fragment amplified
by the Sanger method, followed by an analysis of identity percentages.

Results: the percentage of detection of HPV was 6.6 percent. The viral genotypes identified were HPV-11, HPV-43 and HPV-72, all classified as low oncological risk.
In addition, it was observed that the lack of condom usage in this age group was significantly associated with the presence of HPV in the oral mucosa (p = 0.037).
Conclusion: in the present exploratory research the detection of HPV in the oral mucosa of healthy women is evidenced, and its presence is associated with an
active sexual life without adequate protection against its transmission.

Keywords: Human Papilloma Virus, oral mucosa, sexual behavior, condom usage.

Introducciéon des tempranas por uno o varios genotipos de VPH; donde la

mayoria resuelve espontaneamente la infeccién. El VPH es el
Los virus del papiloma humano (VPH) son un grupo de mas  agente causal necesario pero no suficiente para el desarrollo
de 150 virus ADN de doble cadena, donde alrededor de 40  de cancer de cuello uterino, siendo los genotipos HPV-16 y
genotipos virales se pueden propagar por contacto directo ~ HPV-18 los responsables de casi el 70% de todos los casos?.
de mucosas durante el sexo vaginal, anal y oral'. Mas de la Los VPH pueden causar también cancer de ano, de vagina, de

mitad de la poblacién sexualmente activa se infecta en eda-  vulvay de pene’. En los Gltimos afios, se ha reportado la aso-
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ciacién del VPH con canceres oro-faringeos de paladar blan-
do, de la base de la lengua y de las amigdalas, principalmen-
te del genotipo VPH-16°. Aunque la mayoria de los canceres
de la oro-faringe han estado tradicionalmente asociados con
el uso de tabaco y alcohol, el 30% de estos tipos de tumores
se consideran ahora relacionados con la infeccién oral por
VPH, el cual se transmite a través de relaciones sexuales tipo
oral principalmente. A nivel mundial, la incidencia de cancer
de oro-faringe asociado con el VPH ha aumentado durante
los dltimos 20 afios, especialmente en los hombres. Se ha
calculado que, para el afio 2020, el VPH causara mas canceres
de oro-faringe que canceres de cuello uterino en los paises
desarrollados como Estados Unidos®. Poco se conoce acerca
de la presencia del VPH en la mucosa oral en poblacion sana
y que factores de riesgo pueden llevar al virus a lograr una in-
feccién persistente que derive al desarrollo de un carcinoma.
En Colombia, se ha reportado la presencia de VPH en mucosa
oral de hombres en un 4.5%’. En la presente investigacion
exploratoria se realizé la deteccién del VPH en muestras de
ADN obtenidas de la mucosa oral de un grupo de mujeres
aparentemente sanas, y se determind potenciales tendencias
0 asociaciones entre la presencia del VPH en mucosa oral de
las participantes con sus variables sociodemogréficas y de
comportamiento sexual.

Materiales y métodos

Poblacion de estudio

El presente estudio es de tipo exploratorio en donde fueron
captadas un total de 76 mujeres sanas que aceptaron parti-
cipar mediante la firma de un consentimiento informado que
autorizaba la toma de una muestra bioldgica y la realizacion
de un cuestionario con preguntas sobre variables socio-de-
mograficas y de comportamiento sexual. La 76 participantes
fueron captadas entre el mes de junio de 2013 y mayo de
2014 en la ciudad de Cali, Colombia, de un grupo de 400 mu-
jeres que habian participado anteriormente en el proyecto ti-
tulado “Infeccion del Virus del Papiloma Humano en placenta
y su transmisién al recién nacido” de la Universidad del Valle/
Colciencias (Codigo 11065-431-524).

El presente estudio contd con la aprobacién del Comité Insti-
tucional de Revisién de Etica Humana de la Facultad de Salud
de la Universidad del Valle (Acta de Aprobacién N° 05-013
del primero de Marzo del afio 2013).

Toma de la muestra biolégica

La muestra bioldgica consistio en células de la mucosa oral
recolectadas mediante un raspando de la cara interna de la
mejilla con un hisopo estéril. Las muestras fueron re-suspen-
didas en 500 pL de buffer fosfato salino (10X PBS) a un pH
8.3, y almacenadas a -20°C hasta su posterior analisis. La ex-
traccion del ADN se realizd con el Kit comercial Puregene
Bucal Cell Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo el protocolo del
fabricante. La concentracién y pureza de las muestras ADN
se evaluo utilizando un espectrofotdmetro NANODROP 2000
(Thermo Scientific, USA). Ademas, la integridad del ADN se

evalué mediante la amplificacion del gen de beta—globina
con los cebadores PCO3 = 5'-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-
3"y PC04 = 5'-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3".

Deteccion y genotipificacion del VPH

La deteccién del ADN del VPH se realizd mediante le técnica
molecular de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR).
En el procedimiento se realizé una amplificacion anidada de
un fragmento del gen L1 con los cebadores genéricos exter-
nos MY09: 5'-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3"y MY11: 5'-
GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3'; y con cebadores gené-
ricos internos, GP5+:5"-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’
y GP6+:5'-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-38. La mez-
cla de la primera reaccién de amplificacién del PCR anida-
do consistié de 0.2 ng de dNTPs; 10 pmol de cada cebador
MY09/MY11, Tag 1x de buffer (100 mM tris-HCI), 15mM de
MgCl2, 1.5 unidades de Ampli Taq Gold (Perkin Elmer, USA).
Las condiciones de amplificacion fueron: una desnaturaliza-
cion inicial de 1 min a 95°C; seguido por 40 ciclos de 95°C
por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min, con un paso de
extension final de 72° por 1 min. Para la segunda reaccion
de amplificacion del PCR anidado se utilizaron las siguientes
condiciones de amplificacién: desnaturalizacién inicial de 1
min a 95°C, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 50°C por
1 min, 72°C por 1 min, con un paso de extensién final de 72°
por 1 min. Los productos amplificados fueron visualizados en
geles de agarosa al 2% tefiidos con Bromuro de Etidio. Como
control positivo fue utilizado el ADN extraido de la linea in-
mortalizada Hela positiva para VPH-18.

Posteriormente, las muestras de ADN positivas para VPH se les
realizo la identificacion de su genotipo viral mediante secuen-
ciacion directa del fragmento del gen de L1 amplificado por
el método Sanger®, seguido de un anélisis de porcentajes de
identidad con el algoritmo BLASTh usando como secuencias
de referencia los genotipos de VPH almacenados en la base
de datos del GenBank-NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Analisis estadistico

La principal variable dependiente del estudio fue la deteccion
del VPH. Los resultados de la deteccién del VPH fueron ana-
lizados en relacion a las siguientes variables independientes:
edad, estado civil, nivel de educacién, quintil de pobreza y
uso de conddn en el acto sexual. Se realizaron estimaciones
de asociacion entre la variable dependiente y las variables
independientes a través de tablas de 2x2 en el caso de las va-
riables dicotomicas y tablas 2xR para las variables politémicas
sexo mediante el test exacto de Fisher con una significancia
estadistica del 5%. Los andlisis estadisticos se realizaron con
el programa STATA14 (Copyright 1985-2015 StataCorp LP).

Resultados

En total, 76 muestras de ADN fueron evaluadas para la pre-
sencia del VPH, donde cinco muestras fueron positivas para
el virus, porcentaje de deteccion del 6.6 por ciento (Tabla
1). Los genotipos del VPH identificados fueron: el VPH-11y
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VPH-43 en dos muestras con un porcentaje de deteccion del
2.6 por ciento, y el VPH-72 en una muestra con un porcentaje
de deteccién de 1.3 por ciento.

Con relacién a la edad de la participantes del estudio, el por-
centaje de deteccion del VPH fue significativamente mayor
para el grupo con edades entre los 25 a 31 afios, con un valor
de p = 0.05.

Para el estado civil, todas las participantes positivas para el
VPH pertenecian a la categoria nunca casada o en union libre.
Ninguna de las participantes con nivel de educacién superior
fue positiva para el VPH. Con relacién al quintil de riqueza,
todas las participantes positiva para VPH pertenecian al nivel
mas bajo (Tabla1).

Para el comportamiento sexual, 55 participantes sefialaron
tener en el momento de la encuesta una vida sexual activa 'y
21 participantes informaron no haber tenido relaciones se-
xuales en el Ultimo afio (Tabla 1). Siendo en el grupo de par-
ticipantes sexualmente activas donde se detect Unicamente
la presencia del VPH. Ademas, al analizar solo las respuestas
dadas por las participantes sexualmente activas acerca del
uso de preservativos de barrera como el condén, los resulta-
dos mostraron que en el grupo de mujeres que respondieron
no usar condén en sus relaciones sexuales, el porcentaje de
deteccién de VPH es mucho mayor para el grupo de edad
entre 25 a 31 afos (Tabla 2), siendo lo anterior estadistica-
mente significativo con un valor de p = 0.04. En contraste, en
el grupo de mujeres que afirmaron usar condén, no se en-
contro diferencias significativas en la deteccion de VPH por

grupo de edad. Igualmente, a las mujeres se les pregunté
por: edad de la primera relacion sexual; nimero de compa-
fieros sexuales en los Gltimos seis meses; la presencia de ve-
rrugas genitales; y enfermedades de transmision sexual. Sin
embargo, ninguna de las anteriores variables de comporta-
miento sexual mostro una asociacién significante o alguna
tendencias con la presencia del VPH.

Discusion

Es claro el papel causal del VPH en el desarrollo de un sub-
grupo de canceres de cabeza y cuello™. Sin embargo, poco
se sabe sobre la presencia del VPH en mucosa oral en pobla-
cion sana. En nuestro estudio se logré determinar una pro-
porcion de deteccion de VPH en mucosa oral de 6.6 por cien-
to en un grupo de mujeres aparentemente sanas con edades
entre los 18 a 31 afios de la ciudad de Cali, Colombia. Este
hallazgo es importante ya que permite conocer el porcen-
taje de la presencia de este virus en la cavidad oral en mu-
jeres sanas, informacién Gtil para la realizacién de estudios
epidemioldgicas que pretendan determinar una asociacion
etiolégica del VPH con canceres de la cavidad oral. Igual-
mente, para estudios que pretendan determinar el efecto de
la vacunacién contra la infeccién oral del VPH en la poblacién
femenina vacunada'™. En Colombia, el Programa Ampliado
de Inmunizaciones (PAI) de la secretaria de salud de Santiago
de Cali a finales del afio 2012 empez6 jornadas de vacuna-
cion gratuita contra el VPH16/18/6/11 en nifias entre los 9 a
17 afios de edad aplicando una segunda dosis a mediados
del aflo 2013. La gran cantidad de nifias eran escolarizadas y
en un menor porcentaje no escolarizadas. A pesar de que la

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas segln la deteccién y genotipo del VPH en mucosa oral de 76 mujeres de la
ciudad Cali, Colombia, 2013 -2014.

Deteccion del VPH

Genotipo del VPH

Variab(l: ::;zgcativa Negativo Positivo VPH-11 VPH-43 VPH-72
Numero (%) Numero (%)

Grupo de Edad*
18 - 24 (67) 59 (96.72) 2 (3.28) . 2 (3.28) 3
25 -31(15) 12 (80.00) 3 (20.00) 2(13.33) - 1(6.67)
Estado Civil
Nunca casada/Unida™ 65 (92.86) 5(7.14) 2 (2.86) 2 (2.86) 1(1.43)
Casada/Separada® 6 (100) - = = -
Educacion
Sin Educacion/Primaria?® 27 (93.10) 2 (6.90) - 2 (6.90) =
Secundaria® 28 (90.32) 3(9.68) 2 (6.45) = 1(3.23)
Superior'™® 16 (100) - o - -
Quintil de riqueza
Més bajo* 42 (89.36) 5 (10.64) 2 (4.26) 2 (4.26) 1(2.13)
Bajo/Medio® 29 (100) - - = -
TOTAL™ 71 (93.42) 5 (6.58) 2 (2.63) 2 (2.63) 1(1.32)

™ Estadisticamente significativo, valor de p < 0.05
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Tabla 2. Asociacion entra las mujeres sexualmente activas que usan o no
condon con la deteccion del VPH en mucosa oral.

Deteccion del VPH

Variable Explicativa (n total)

Negativo Positivo
Numero (%)

MUJERES SEXUALMENTE ACTIVAS
Grupo de Edad que no usa condén
18 - 243 34 (97.14) 1 (2.86) 0.037
25-31" 8 (72.73) 3(27.27)
Grupo de Edad que usa condon
18 - 248 7 (87.50) 1(12.50) 0.889
25-31" 1 (100.00) .
TOTAL*® 50 (90.91) 5 (9.09)

vacunacién contra al VPH ya habia iniciado para la época que
se realizé el presente estudio, entre junio de 2013 y mayo de
2014, ninguna de las participantes reporto haber recibido la
vacuna contra el VPH. Posiblemente debido a que la edad de
las participantes era superior a los 17 afios y la mayoria eran
no escolarizadas.

Estudios previos realizados en Estados Unidos y en Europa
han publicado porcentajes de deteccion de VPH en mucosa
oral en individuos aparentemente sanos entre un 2% al 10%,
el cual va incrementando con la edad™ ™. En nuestro estudio
encontramos resultados similares en donde se encontré un
mayor porcentaje de detecciéon de VPH en el grupo de edad
de 25 a 31 afos en comparacién con el grupo de 18 a 24 afios.

Un estudio previo en Colombia, se reportd para la ciudad de
Cali la presencia del VPH-16 en un 43.8% en mucosa oral de
43 mujeres sanas mayores de 18, lo anterior no concuerda
con nuestros resultados de 6.6%, ni con lo reportado para
otros paises de Suramérica como Peru y Brasil, los cuales han
detectado el VPH en mucosa oral de mujeres sanas en por-
centajes entre un 5 al 6%'®". Ademas, no se identificé geno-
tipos de alto riesgo oncogénico como el VPH-16. Los geno-
tipos detectados fueron de bajo riesgo oncogénico: VPH-11,
VPH-43 y VPH-72. En el 2010, fue publicada por el Instituto
de Nacional de Céancer de los Estados Unidos una revision
sistematica de 18 estudios que detectaron el ADN del VPH
oral en 4581 sujetos sin cancer para determinar la prevalen-
cia del virus y llegaron a la conclusién que la presencia del
VPH-16, una infeccién anogenital comun, poco se detecta en
muestras orales, sin embargo, una proporcion pequefa de
la poblacién sana tiene infecciones orales por VPH con tipos
que se sabe que causan cancer en la region oral®.

En un estudio internacional realizado por la Agencia Inter-
nacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, siglas en in-
gles) en el 2005, sefialo que la prevalencia de VPH en mujeres
con citologia normal para Colombia era del 13.9 por ciento,
en nuestro estudio la cavidad oral en mujeres sanas la detec-

cion del virus fue menor, 6.6%, lo cual sugiere que la presen-
cia del virus puede variar segun el tejido o muestra biolégica
bajo estudio, posiblemente debido al tipo de relacién sexual,
sea vagina u oral y de la proteccién que se use en las mismas.
En dicho estudio, los genotipos VPH-11, VPH-43 y VPH-72
presentan un porcentaje de deteccion de 1.4%, 2.4% y 2.6%,
respectivamente’. Los anteriores porcentajes de deteccién
para estos genotipos de VPH son similares a los encontrados
en el presente estudio, a pesar de que las muestras analiza-
das proceden de la region de la boca y no del area vaginal.

Con relacién a las variables sociodemogréficas, el 80% de la
poblacion femenina participante en el estudio tenian una de
18 a 24 afios, el 92 por ciento sefialaron presentar un estado
civil de soltera o en unién libre, el 37% tenian un nivel de
educacion alcanzado de secundaria y el 62 por ciento per-
tenecian al quintil de riqueza mas bajo. Al respecto es im-
portante resaltar que los resultados de nuestra investigacién
son similares a los reportados por la encuesta nacional de
demografia y salud 2015 (ENDS 2015) en donde el 40 por
ciento de la poblacion femenina encuestada tenia un nivel de
escolaridad de primaria a secundaria®.

En nuestro estudio el porcentaje de mujeres que no alcan-
zaron a completar la secundaria fue del 38.1 por ciento, el
porcentaje de mujeres que tiene secundaria completa fue del
40.8 por ciento, y el de las mujeres que tienen una educacion
superior fue del 21 por ciento. Lo anterior, sugiere que a pe-
sar de contar con un escaso numero de participantes, nuestra
poblacion de estudio refleja estd acorde con el registro na-
cional para las mujeres en este grupo de edad.

En el presente estudio se observa que todas las mujeres con
presencia de VPH en mucosa oral no eran casadas o estaban
en unién libre. Ademas, con edades mayores a los 24 afos
que pertenecian al quintin de riqueza con nivel mas bajo. Se-
gun la encuesta ENDS 2015, en Colombia, mas de un tercio
(35.6%) de la poblacién femenina nunca ha estado casada
0 unida, y otro tercio esta unida (32.6%), lo que equivale al
68% de las mujeres®. Estos hallazgos podria estar relacio-
nado directamente con el acceso limitado a los servicios de
salud asi como a métodos efectivos de proteccion frente a
enfermedades de transmision sexual que sumado al desco-
nocimiento del tema incrementaria la vulnerabilidad de esta
poblacion a contraer este tipo de infecciones.

Estudios epidemioldgicos has propuesto que el mecanismo
mas plausible mediante el cual se presenta la infeccién por
VPH en cavidad oral es la practica de sexo oral donde el nu-
mero de parejas sexuales ha sido considerado el mayor fac-
tor de riesgo, y no se descarta que los besos pueda ser una
via de transmisién?', Los resultados del presente estudio su-
gieren que las mujeres activas sexualmente que no utiliza un
método anticonceptivo de barrera como el conddn presenta
una mayor porcentaje de infecciéon del VPH. En un estudio
realizado en México se encontré que la utilizacion del con-
don esta asociada a una menor presencia del VPH en mujeres
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jovenes activas sexualmente??, lo que el uso del condon pue-
de bloquear la infecciéon o reinfeccién entre los dos miem-
bros de la pareja acortando, por tanto, la duracion de la in-
feccién. Igualmente, en un estudio realizado en Estados Uni-
dos, con mujeres jovenes que habian iniciado recientemente
la vida sexual activa, se encontré que aquellas mujeres cuyas
parejas usaron condones en todas sus relaciones sexuales en
los ocho meses anteriores a la prueba de deteccién de VPH,
presentaron una probabilidad 70% inferior de adquirir una
nueva infeccion por VPH que aquellas mujeres cuyas parejas
habian usado el condén en menos del 5% de sus relaciones®.

Un limitante del presente estudio es el tamafio de la muestra
pequefo, el cual al ser exploratorio posiblemente no per-
mitiria hacer generalizaciones con relacion a los resultados
obtenidos. Adicionales estudios con un nimero mas elevado
de participantes es necesario.

En conclusion, el presente estudio permitié determinar la
tasa de deteccion del VPH en cavidad oral, en una poblacion
de mujeres aparentemente sanas no vacunadas, asi como los
genotipos prevalentes. Si bien nuestros resultados concuer-
dan con reportes previos, consideramos que pueden ser con-
siderados como un punto de partida para futuros estudios
donde se evallen grupos poblacionales mayores con carac-
teristicas y factores de riesgo variados que permitan plantear
una asociacion mas amplia con respecto a las caracteristicas
evaluadas y la presencia del ADN del VPH.
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