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RESUMEN

Introduccion. El cancer de cuello uterino (CCU) asociado a la infecciéon por VPH se considera un importante
problema de salud ptblica a nivel mundial. En Colombia, es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres.
En el municipio de Pasto (N) ubicado al suroccidente de Colombia, la tasa de incidencia es de 27,3/100.000
habitantes. Profundizar en la historia natural de la infeccién por VPH permitiria mejorar las estrategias de
control y diagnéstico temprano para evitar la progresion de este tipo de cincer. Métodos. Se realiz6 la deteccion
y tipificacion del VPH, mediante Reverse line blot - GP5+/GP6+, en muestras de cepillado cervical tomadas de
145 mujeres que acudieron a toma de citologia en 7 Instituciones Prestadoras de Salud del municipio de Pasto.
Los resultados obtenidos se analizaron junto con algunas variables poblacionales. Resultados. Se detecté VPH
en 6,9% de las pacientes, los genotipos encontrados fueron VPH 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 y 84, los tipos virales
de alto riesgo representaron el 54,6%. El 10% de las mujeres VPH positivas, presentaron infeccion multiple.
La edad, la infeccidn por otros microorganismos, el niimero de gestas, el uso de anticonceptivos y los cambios
celulares reactivos asociados a inflamacién no constituyeron factores determinantes para adquirir o explicar la
infeccion por el VPH en mujeres con citologia normal. Conclusion: La infeccion por VPH fue mas frecuente en
mujeres < 37 afios, con al menos una gesta previa y con algin grado de inflamacién en el cérvix.

Palabras clave: Virus de papiloma humano, cancer de cuello uterino, reverse line blot hybridization, infeccién. (Fuente:
DeCs, BIREME).
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ABSTRACT

Introduction. Human Papillomavirus is sexually-transmitted well known for being the main cause of cervical
cancer, which constitutes a major problem of public health worldwide. In Colombia, cervical cancer is the second
cause of women mortality, and Pasto shows one of the highest incidence rates (27.39 per 100,000 inhabitants).
Further in-depth research about natural history of HPV infection, would enable to improve the early-diagnosis
and control strategies of the viral infection avoiding the progression to cancer. Methods. In the present study
was performed the HPV-detection and typing by Reverse line blot - GP5+/6+, in cervical cell samples taken from
145 women who attended the cytology’s taking in 7 IPS (health provider institutions) of Pasto city (Colombia).
Such results were analyzed together with some population variables. Results. The HPV was detected in 6.9 % of
the patients studied; meanwhile, the genotypes found were: HPV 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 and 84, the high-risk
HPV types represented 54.6%. Among women HPV positive, 90% had a single HPV infection and 10% of patients
had a multiple HPV infection. Age, infection with other microorganisms, the number of pregnancies, the use of
contraceptives and reactive cellular changes associated with inflammation were found to be not decisive factors
for acquiring or explain HPV-infection into the group of women with normal cytology. Conclusion. The HPV
infection was more often for women under 37 years having at least one previous pregnancy together with some
degree of cervix inflammation.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, reverse line blot hybridization, infection. (Source: MeSH,
NLM).

INTRODUCCION varios autores sugieren que hay otros factores
relacionados con las células hospederas,
El cancer de cuello uterino (CCU) es un problema habitos del hospedero y su medio ambiente que
de salud publica a nivel mundial, es la segunda predisponen a la neoplasia cervical maligna. ,
neoplasia maligna mas frecuente en mujeres
y la quinta causa de muerte por (jg'[ncer_L3 En En la actualidad, la citologl'a cervical es el
Colombia, la incidencia estimada por edad método preventivo mas empleado en la
para el periodo 2002-2006 de CCU fue de 28,2 deteccion de alteraciones celulares causadas
por 100.000 habitantes y la tasa de mortalidad por VPH. Una evaluacién citologica anual de
observada por edad para el mismo periodo fue manera Optima permitiria prevenir hasta un
de 10 por 100.000 habitantes., En el municipio 70% de las neoplasias cervicales. A pesar de
de Pasto, la incidencia de CCU para el periodo todas las ventajas de la citologia, su evaluacion

2003-2007 fue de 27,3 por 100.000 habitantes ~ ©€Std basada en parametros subjetivos y
y la tasa de mortalidad ajustada por edad fue de requiere una alta experticia por el personal de
6,6 por 100.000 personas/afio. Segiin el registro ~ Salud encargado de la toma de la muestra y su
poblacional de cancer del municipio de Pasto  |ectura, que genera una proporcién importante

para el periodo mencionado, la tasa de incidencia de f;lsos p(()is,ltlvosho negativos, Es lpor ello,
ajustada por edad, de neoplasia in situ de cuello que hoy en dia, se ha propuesto complementar

uterino fue de 30,3 por 100.000 habitantes., l(,)s .metodos convenaon.ales con EI, .uso de
técnicas moleculares sensibles y especificas, que

permitan la deteccidn, genotipaje y evaluaciéon de
la carga viral del VPH, como nuevas estrategias
de prevencion y manejo de la infeccion viral,
destinadas hacia una intervencion oportuna en
aquellas mujeres con alto riesgo de desarrollar
CCU,aun cuandolainfeccién sea asintomatica.

El VPH es considerado como el principal agente
causal de las lesiones intraepiteliales y del
CCU, especialmente los tipos de alto riesgo
oncogénico, sin embargo, la presencia del VPH

no es suficiente para la progresiéon a cancer,
10,11
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En este estudio se realizé la deteccién y
tipificacion de VPH a partir de muestras de
cepillado cervical en mujeres con resultado de
citologia normal, mediante el sistema Reverse
Line Blot (RLB). La genotipificaciéon se realiz6
con el fin de obtener informacién acerca de la
infeccién viral, los genotipos circundantes y la
influencia de otros factores poblacionales que
podrian permitir un mejor entendimiento de la
dindmica de la infeccién por VPH en mujeres del
Municipio de Pasto.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon de estudio. Se incorporaron al
estudio 160 mujeres que acudieron a la toma
de citologia, en 7 Instituciones Prestadoras de
Servicios de Salud (IPS), pertenecientes a la
Empresa Social del Estado de Pasto, distribuidas
en las zonas norte, oriente, occidente y sur del
municipio. Los criterios para la inclusiéon en este
estudio fueron, mujeres entre 18 y 60 afios de
edad, pertenecientes al régimen subsidiado de
salud y carnetizadas en los estratos 1, 2 y 3, que
aceptaron participar de forma voluntaria a través
de la firma de un consentimiento informado. No
se incluyeron pacientes histerectomizadas y/o
que hayan recibido tratamiento para neoplasia
cervical y/o infeccion por VPH. El estudio fue
aprobado por el comité de ética de la Universidad
de Narifio y se desarroll6 de acuerdo con los
aspectos éticos y legales de la investigacion en
seres humanos, contemplados en la Resoluciéon
N2 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la
Republica de Colombia.

Muestras y recoleccion de informacién. Para
la recoleccién de las muestras, la informacion
poblacional y la firma de los consentimientos
informados, se conté con la colaboraciéon de
personal de Pasto Salud E.S.E. A cada paciente
se le tom6 una muestra de cepillado cervical
mediante procedimientos estandar. La muestra
se utiliz6 para realizar la citologia convencional,
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que fue leida y clasificada segin el sistema
Bethesda 2001, y el remanente de la muestra
de cepillado cervical se utilizé en la deteccién y
tipificaciéon molecular de VPH.

Deteccion y tipificacion de VPH. Para todas
las reacciones de amplificacion por PCR, se
parti6 de un lisado celular. Las muestras se
resuspendieron en 750ul de buffer fosfato salino
1Xy timerosal al 0,05%, luego se homogenizaron
y se llevaron a 90°C en plancha de calentamiento
durante 10 minutos. Para su conservacion se
llevaron primero a 4°C y luego a -20°C, hasta el
posterior uso.

Analisis de calidad del ADN. Para evaluar la
integridad y la calidad del ADN de las muestras
recolectadasyexcluiraquellasconADNdegradado
0 no detectable, se realizé la amplificacién de
un fragmento de 110 pb del gen constitutivo
de B-globina (HHB), con los iniciadores PCO3
(sentido) 5’ ACACAACTGTGTTCACTAGC3 yPCO4
(antisentido)  5'CAACTTCATCCACCTTCACCS’,
segun la metodologia descrita por Garcia y cols.
Para hacer uso de estos iniciadores se realiz6
una confirmacién bioinformatica de la region de
anillamiento en el gen de la B-globina humana,
usando la herramienta Blastn/Megablast del
National Center for Information Biotechnology
(NCBI). La reaccion de PCR se realizé en un
volumen final de 25ul que contenia 2,5ul buffer
de PCR 1X, 3,5mM de MgCI2, 200uM de cada
dNTP, 1uM de cada iniciador, 1,25U de GoTaq
flexi (Promega BioSciences, San Luis Obispo, CA,
USA), 5ul de lisado celular y para completar el
volumendereacciénse utilizé agua ultrapura. Los
ciclos de amplificacion se llevaron a cabo en un
termociclador My Cycler™ (Biorad Laboratories
LTDA, Hertfordshire, U.K) bajo la siguiente
programacion: 4 minutos a 94°C, 40 ciclos de
amplificacién de 94°C durante 30 segundos, 52
°C por 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto.
Y una extension final a 72°C por 4 minutos. Los
productos de amplificacién fueron verificados
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mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiidos con Syber safe (1ul/ml). La corrida
electroforética sellevé a cabo en el equipo Biorad
Power PAC 3000, con buffer TBE 1X, durante una
horaa80V,50A y 100mA. La visualizacion del gel
se realizd con luz UV en un fotodigitalizador de
geles con el software Quantity One de Biorad. Las
muestras se consideraron positivas para el gen
de B-globina cuando se observé una banda del
tamafio esperado, compatible con el marcador
de peso molecular GeneRuler™ Ultra Low Range
DNA Ladder (10-300bp) y el resultado de la
muestra fue interpretado como negativo en
ausencia de banda de tamafo esperado, como
blanco se utilizé agua destilada estéril.

Tipificacion de VPH mediante Reverse Line
Blot - RLB. La deteccién y tipificaciéon de VPH se
realiz6 usando los amplificados por PCR GP5+/
bio-GP6+ y la técnica RLB, de acuerdo con la
metodologia descrita por Van den Brule y cols,,
Se realizé la amplificacién de un fragmento
de 150 pb de la region L1 del genoma VPH a
partir de las muestras positivas para el gen de
B-globina (HHB) utilizando los iniciadores GP5+
(sentido) 5'TTTGTTACTGTGGTAGATACTA3’
y GP6+ marcado con biotina (antisentido)
5'GAAAAATAAACTGTAAATCATA3’. La reaccion
de PCR se realiz6 en un volumen final de 25ul
que contenia 2,5ul buffer de PCR 1X, 1,5uM
de MgCl2, 200uM de cada ANTP, 1uM de cada
iniciador; 1,25U de GoTaq flexi (Promega), 5ul de
lisado celular y agua ultrapura para completar el
volumen de reaccidn. Los ciclos de amplificacién
se llevaron a cabo en un termociclador My
Cycler™ (Biorad) bajo la siguiente programacion:
4 minutos a 94°C, 40 ciclos de amplificacién
de 94°C durante 1 minuto, 40°C por 2 minutos,
72°C durante 30 segundos y una extension final
a 72°C por 4 minutos.

Los productos de PCR GP5+/bio-GP6+
fueron sometidos a hibridacién no radiactiva
con diferentes sondas de oligonucleotidos,
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utilizando el sistema Minibloter 45 Immunetics,
Inc (Drydock Boston, MA, USA). Las oligosondas
acopladas detectan 37 tipos de VPH: HPV 6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70,
72,73,82,83,84,71,81y CP6108. , .
La membrana Biodyne C fue activada
usando 16% (p/v) de EDAC [1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide; Sigma,
St. Louis, Mo.] y posteriormente ubicada en
el sistema miniblotter (MN 45; Immunetics),
donde se depositaron en lineas paralelas las 37
oligosondas. Para llevar a cabo la hibridacion,
los productos obtenidos en la PCR GP5+/Bio-
GP6+ fueron denaturados a 99°C. La hibridacion
se realiz6 a 42°C durante 1 hora, se incubé con
el conjugado estreptividina peroxidasa (Roche,
Bogota, Colombia) por 45 minutos a 42°C, se
lavé en SSPE 2x, SDS 0,5% y se incub6 con ECL™
liquido (GE Healthcare UK, Amersham™) para
la posterior deteccion y revelado mediante
autoradiografia. El revelado se llevé a cabo en
el equipo Medical Film Procesador modelo
SRX-100 A Konica Minolta Medical y Graphic,
Inc. Como control positivo de RLB se utilizaron
plasmidos de VPH 16 y 18. Una muestra se
considerd positiva para un tipo determinado de
VPH, cuando se observé en la pelicula, un punto
de hibridacion definido (Spot) entre las sondas
para cada tipo viral y el producto de PCR y una
muestra se considerd positiva para una infeccion
multiple por VPH, cuando se observd en la
pelicula dos o mas puntos de hibridacion.

Andlisis de Resultados. Se construy6é una
base de datos en el programa Microsoft Excel®
edicion 2010, con la informacién de cada una de
las pacientes incluidas en el estudio. Los datos
registrados fueron recolectados a partir de la
anamnesis, formatos de resultados de citologia,
amplificacion del gen de (-Globina y tipificacién
de VPH mediante RLB.
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Launidad de analisis la constituy6 cadaunadelas
mujeres ingresadas al estudio, con lainformacién
sobre: edad, datos clinicos, gineco-obstétricos y
los resultados de tipificacion de VPH. Se realizé
un analisis descriptivo, univariado.

Para determinar la asociacion entre la presencia
de VPH y las variables del estudio, se realizo
un analisis bivariado con el estadistico Chi -
cuadrado (X?) en el programa SPSS 15.0 para
Windows, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Poblacion de estudio. De las 160 muestras de
cepillados cervicales colectadas, 4 muestras
tuvieron que ser excluidas por presentar un
resultado de citologia con anormalidad en las
células epiteliales y 11 mas, debido a que no
revelaron una banda clara y bien definida en la
PCR para el gen control de (3-globina, quedando
un total de 145 muestras de mujeres con
citologia normal para los andlisis de tipificacion
de VPH mediante RLB.

Las caracteristicas sociodemograficas y clinicas
de la poblaciéon de estudio se describen en la
tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y
clinicas de la poblacion de estudio

Caracteristicas pac;\fnt os (%)
Edad (afios)
18-27 43 29,6
28-37 43 29,6
38-47 39 26,9
48-57 18 12,4
=58 2 14

[11]

Ne

Caracteristicas . (%)
pacientes
Tipo de infeccion
Trichomonas vaginalis 1 0,7
Consistente con Cdndida ssp. 4 2,7
Flora s.ugestlva de vaginosis 22 152
bacteriana
Bacterias compatibles con
. : 1 0,7
Actinomicetos ssp.
Cambios celulares
consistentes  con  virus 2 1,4
Herpes simple
Consistente con Cdndida spp, 1 07
Bacilo de Doderlein !
Vaginosis bacteriana,
: ; 1 0,7

Actinomicetos spp.
Otros microorganismos 11 7,6
Bacilo de Doderlein (Flora 56 38,6
normal)
Sanas 46 31,7
Embarazos
0 13 9,0
1-2 84 57,9
>3 48 33,1
Uso de anticonceptivos
Diu 14 9,6
Anovulatorios 17 11,7
Pomeroy 41 28,3
Otro 10 6,9
Ninguno 55 37,9
No sabe/no responde 8 55

Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion

Leve
Moderada
Severa

No sabe

82
48
5
10

56,6
331
3,4

6,9
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Deteccion y tipificacion de VPH. La
prevalencia de la infeccién por VPH en mujeres
con citologia normal fue de 6,9% (10/145). En
el analisis de PCR GP5+/BioGP6+ y posterior
RLB, se identificaron 8 genotipos diferentes:
VPH 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 y 84. De los tipos
virales encontrados, los tipos de VPH de bajo
riesgo representaron el 45,4% (4/10) de las
muestras positivas y los tipos virales de alto
riesgo representaron el 54,6% (6/10). Entre
las mujeres tipificadas como VPH positivas, se
evidencid un caso de infeccion multiple con los
tipos virales 11 y 55. En la tabla 2 se presenta la
frecuencia de los tipos de VPH detectados y su
potencial oncogénico.

Tabla 2. Distribucion de la frecuencia de los
tipos de VPH tipificados por RLB

Tipo VPH Riesgo Oncogénico Frecuencia
45 Alto riesgo 1
53 Alto riesgo 2
54 Bajo riesgo 2
56 Alto riesgo 2
70 Alto riesgo 1
84 Bajo riesgo 1
11,55 Bajo riesgo 1
Total 10
Asociacion  entre  algunas  variables

poblacionales y la infeccion por VPH. A
partir del andlisis bivariado realizado con la
informacion poblacional y los resultados de
la deteccion molecular de VPH, se determind
que no hay interacciones estadisticamente
significativas entre la presencia de VPH vy
variables como la edad, infeccién por otros
microorganismos, el nimero de embarazos, uso
de anticonceptivos y cambios celulares reactivos
asociados a inflamacién (p-valor > 0,05), ver
tabla 3.

[12]

Tabla 3. Distribucion de frecuencias de VPH
segun las caracteristicas sociodemograficas
y clinicas

Muestras
Caracteristicas positivas P-valor
VPH

Edad (afios)
18-27 3
28-37 6
38-47 0 0,187
48-57 1
=258 0
Tipo de infeccion
Trichomonas vaginalis 0
Consistente con Cdndida ssp. 0
Flora sugestiva de vaginosis 1
bacteriana
Bacterias compatibles con

; ; 0
Actinomicetos ssp.
Cambios celulares
consistentes con virus 0
Herpes simple 0,998
Consistente con Cdndida spp, 0
Bacilo de Doderlein
Vaginosis bacteriana,

: ; 0
Actinomicetos spp.
Otros microorganismos 1
Bacilo de Doderlein (Flora 4
normal)
Sanas 4
Embarazos
0 0
1-2 8 0,190
>3 2
Uso de anticonceptivos
Diu 3
Anovulatorios 0
Pomeroy 2

0,198

Otro 0
Ninguno 4
No sabe/no responde 1
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Muestras
Caracteristicas positivas P-valor
VPH
Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion
Leve 4
Moderada 5
0,245
Severa 1
No sabe 0

En el grupo de mujeres con citologia normal para
CCU, en quienes se detect6 algin tipo de VPH las
caracteristicas que se observaron fueron: Con
respecto a la edad, 9 casos ocurrieron en las
mujeres de 18 - 37 aflos y un caso ocurri6 en el
grupo de mujeres de 48 - 57 afios. Respecto a
la infeccidn por otros microorganismos, en una
paciente VPH positiva se encontr6 coinfeccion
con flora sugestiva de vaginosis bacteriana, en
otra paciente se encontré coinfeccién con otro
microorganismo que no fue posible identificarlo
morfologicamente en la citologia y en 4 pacientes
VPH positivas se identificé la presencia del bacilo
de Doderlein.

La asociacion entre la infeccion por VPH y
las caracteristicas clinicas de las mujeres, se
muestra en la tabla 3.

DISCUSION

A nivel mundial se han realizado una gran
variedad de estudios relacionados con el rol de
la infeccién por el VPH en el CCU; a nivel local la
informacién con respecto a la infeccion viral en
las mujeres del municipio de Pasto aun es escasa,
siendo esta investigacion el primer estudio que
ha permitido conocer en forma preliminar la
frecuencia de la infeccion por VPH en mujeres
de la region con citologia normal y la asociaciéon
de la infeccion con algunas variables clinicas y
poblacionales.

En la tipificacién molecular, el porcentaje de
muestras positivas para VPH en mujeres con
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citologia normal fue de 6,9%, cifra menor a las
reportadas para otras poblaciones de Colombia,
con una prevalencia de 18,2% y de 21,6%., ,,
Respecto a la frecuencia, los tipos de VPH 11, 45,
53,54,55,56,70y 84, no presentaron diferencias
significativas entre si.

Algunos de los tipos virales encontrados, han
sido reportados en estudios realizados en
diferentes regiones de Colombia, la frecuencia
de cada tipo viral ha sido variable, es el caso de
dos estudios realizados en Bogota - Colombia
en donde los tipos de VPH mas frecuentes en
un estudio fueron 16, 58, 31 y 18 y en el otro
VPH 56, 58 y 81. ,,, En otro estudio realizado
en Barranquilla - Colombia los tipos virales
mas prevalentes fueron VPH 16, 18, 45 y 58,
informacién que se debe tener en cuenta, para el
potencial desarrollo de vacunas. , ,,
Las variaciones en la frecuencia de los tipos
de VPH detectados entre diferentes regiones
geograficas pueden explicarse por una parte,
al comportamiento endémico del VPH en
poblaciones especificas y por otra, pueden estar
relacionadas con los habitos comportamentales
de cada poblacion, su exposicién a los factores
de riesgo y las condiciones genéticas de los
hospederos.,, También se debe tener cuenta
algunas consideraciones metodolégicas como
la técnica de deteccidn y tipificacion molecular
empleada y/o el nimero de pacientes incluidos
en cada estudio.

Respecto al riesgo oncogénico de los tipos de
VPH detectados, el porcentaje de infeccion con
los tipos virales de alto riesgo fue superior al de
los tipos de bajo riesgo (55% vs 45%). De los
tipos de VPH de bajo riesgo, VPH 11 es uno de los
mas documentados, ya que ha sido detectado en
el 90% de las verrugas genitales o condilomas,
consideradas como la enfermedad de trasmision

sexual viral mas propagada en el mundo. ,, ,.
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De los tipos de VPH de alto riesgo, se destaca la

importancia de VPH 56 reportado como uno de
los mas frecuentes tanto en mujeres colombianas
con citologia negativa y mujeres con lesion
intraepitelial de alto grado (LEIAG); el VPH 45
es uno de los principales agentes etiolégicos
del CCU en mujeres jovenes, filogenéticamente
relacionado con VPH 18 y a su vez asociado con
el desarrollo de adenocarcinomas., ,,
Es importante mencionar que, la deteccidn
temprana de los tipos de VPH de alto riesgo es de
granutilidad paralaprevenciénde CCU,nosoloen
laregion de estudio, sino en otras regiones donde
la distribucién del virus y las caracteristicas
poblacionales tienen comportamientos
similares, mas adn si se tiene en cuenta que,
las mujeres que presentan infecciones con VPH
de alto riesgo, tienen aproximadamente 100
veces mas probabilidades de desarrollar CCU en
comparacion con mujeres no infectadas.,,

El porcentaje de infecciones multiples -varios
tipos de VPH- encontrado 1/10 (10%) fue
similar al obtenido en un estudio realizado por
Segoviay Mendoza (2009) en el cual observaron
1/14 (7%) muestras positivas para infeccidn por
mas de un tipo viral y difiere de otros estudios
en los que se ha documentado porcentajes mas
altos, como el de Garcia y cols, que reportd
29,5% (23/79) de infecciones miltiples.,, .,
Las variaciones encontradas en la frecuencia
de éste tipo de infecciones por VPH puede ser
consecuencia de la sensibilidad y especificidad
de las técnicas de deteccidn y tipificacion viral;
la prevalencia de los tipos virales circulantes en
una poblacion; factores de riesgo involucrados
en la transmisién y persistencia de la infecciéon
por VPH propios de cada poblacion.,, ., Es
decir, la presencia de infecciones multiples se
explica por la presencia de varios tipos de VPH
que comparten la misma via de trasmision
simultdneamente, o, la infeccion por un tipo viral
facilitala adquisicién de otro. Sobre éstas teorias,
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ain no existe claridad respecto al mecanismo
biolégico involucrado en la presencia de estas
infecciones multiples.,,

Las implicaciones clinicas de la infecciéon por mas
de un tipo viral tampoco estan bien definidas,
algunos estudios sugieren que las mujeres que
presentan infecciones multiples por VPH, tienen
mayor riesgo de desarrollar lesiones escamosas
intraepiteliales que se explican por los patrones
de susceptibilidad del hospedero y reflejan una
mayor tolerancia inmunolégica a la infecciéon
por VPH, a la interaccién entre los virus o a la
probabilidad de progresién independiente de
cada tipo viral.,_ ..
Algunos estudios sobre evolucién del virus
consideran que, en la infeccion por mas de
un tipo de VPH debe existir una competencia
mediada por la seleccion de ciertos genotipos y
la regulacion de la carga viral; seleccién basada
en la adaptacién al ambiente o la habilidad de
producir progenie. Por ésta razon se cree que, si
dos o mas genotipos de VPH estdn presentes es
posible que uno de los tipos virales prevalezca
mas que los otros, en especial los tipos de alto
riesgo oncogénico y por tanto los tipos virales
que se encuentren con un menor numero de
copias no puedan ser detectados, existiendo
variaciones en los reportes correspondientes
con la prevalencia de las infecciones multiples a
nivel mundial.,,

En el presente estudio, la detecciéon de VPH en
pacientes con resultado de citologia negativo,
al igual que en otros estudios puede atribuirse
a infecciones subclinicas, cuando ocurre la
incubacién del virus y sin desarrollo de cambios
morfolégicos relacionados con el tipo viral
adquirido.,,,,, Las mujeres que presentan
infecciones asintomaticas constituyen
importantes reservorios del virus por periodos
variables de tiempo y pueden transmitirlo, aun
sin saberlo a otros individuos.,,
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Desde el punto de vista biol6gico, un resultado
de citologia, donde hay ausencia de cambios
morfolégicos se puede atribuir a que el VPH
se encuentra en fase latente, es decir, no hay
replicacion viral, un nimero de copias virales
reducido (30-50 copias por célula infectada), el
virus se encuentra en forma extracromosomal
y se distribuye en grandes zonas del epitelio
sin que ocurran manifestaciones clinicas, ni
histologicas y la respuesta inmune es pobre
o nula.,, Por otra parte, también puede estar
relacionada con algunas limitaciones de la
citologia; en un reciente meta-analisis se
demostré que la sensibilidad promedio de
la citologia cervicouterina para detectar una
neoplasia intraepitelial cervical NIC o CCU es
de 51% y su especificidad promedio de 98%.,,
Los resultados falsos negativos de la citologia
son atribuibles a errores en la interpretacion
de los frotis, una inadecuada toma de muestra
o preparaciéon de la misma; el empleo de
métodos moleculares permite incrementar la
sensibilidad de la deteccion y en particular, en
el presente estudio, la técnica empleada RLB ha
sido reportada como un método con una alta
sensibilidad y reproducibilidad. ,, ,,
Es asi como para realizar un mejor analisis
de los cambios morfolégicos de las lesiones
preinvasoras, infecciones subclinicas y el
estudio del potencial oncogénico de los tipos de
VPH en la poblacién, es recomendable utilizar
técnicas de biologia molecular para la deteccion
y tipificacién de VPH junto con las clasicas de
exploracion ginecoldgica.

Las variables incluidas en el estudio, no
constituyeron factores determinantes para
explicar o predecir la infeccién por VPH.
No obstante, varios estudios han mostrado
que una vez adquirida la infecciéon por VPH,
factores como la edad, la coinfeccién con otros
microorganismos, el nimero de embarazos, el
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uso de anticonceptivos y la inflamacién, pueden
incrementar el riesgo de desarrollar LIEAG y
CCU'47-49

En cuanto a la edad, en el presente estudio
la infeccién por VPH en mujeres jovenes del
rango de 28-37 afios, se puede explicar por el
mecanismo de contagio, la tendencia a tener
mayor numero de compafieros sexuales sin
proteccién, como también por los cambios
activos en la zona de transicion o transformacion
que son predominantes en etapas tempranas de
lavida., ., Enlas mujeres de 38 a 47 afios, no se
detect6 infeccion por VPH, posiblemente debido
a una baja exposicion al virus relacionado con
un comportamiento sexual mas estable o a
la adquisiciéon de inmunidad por infecciones
previas.., .,
En paises como Chile, Colombia, Costa Rica
y México se ha observado un segundo pico
en la infeccion por VPH en mujeres peri y
postmenopausicas,.. sin embargo, la edad
correspondiente a esta etapa puede variar para
cada mujer, en Colombia se ha observado en
mujeres mayores de 50 afios., ., En el presente
estudio la frecuencia de infecciones por VPH
en el grupo de mujeres de 48 a 57 anos fue del
10%. El ligero incremento de infecciones por
VPH en mujeres alrededor de los 50 afios, puede
explicarse por la reactivacion de infecciones
por VPH latentes, a una mayor susceptibilidad
a adquirir nuevas infecciones debida a la
disminucion de la respuesta inmune, también
a los cambios hormonales relacionados con la
disminucién de la funcién ovarica generada en
la menopausia y/o por la susceptibilidad que
presenta el cuello uterino para que una infecciéon
por VPH alcance el tejido basal y persista y asi el
tejido escamocolumnar puede sufrir metaplasia
durante la menarquia.

En relacion con la infeccion por otros
microorganismos, se debe tener en cuenta que la
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frecuencia de las infecciones detectadas a través
del estudio citolégico podrian ser superiores alas
reportadas, principalmente por la sensibilidad
de la técnica utilizada en el estudio. La citologia
no detecta otras infecciones de trasmision
sexual que podrian presentar algin tipo de
asociacién con la infeccién por VPH, como por
ejemplo el virus de inmunodeficiencia humana-
VIH, Chlamydia trachomatis y la sifilis.., ., En
el presente estudio se obtuvo que 10% de las
pacientes positivas para VPH presentaban
coinfeccion con flora sugestiva de vaginosis
bacteriana, Watts y cols reportaron la asociacion
entre la vaginosis bacteriana y la prevalencia e
incidencia de la infecciéon por VPH, pero no con
la persistencia de la infeccidn viral y progresion
de las lesiones escamosas intraepiteliales.

Las mujeres con vaginosis pueden ser mas
susceptibles a la adquisicion de nuevas
infecciones por VPH o sureactivacién,debidoaun
aumento en la produccion de sialidasas, cambios
en la barrera mucosa cervical, disminucién de la
producciénde H,0, causada por una disminucién
de los lactobacilos y cambios en la produccion de
citosinas. Las mujeres que presentan infeccién
por VPH pueden favorecer cambios en el
ambiente vaginal que facilitan la infecciéon por
flora sugestiva de vaginosis bacteriana., .,
En mujeres VPH positivas se identific6 ademas,
la presencia del bacilo de Doderlein, resultado
consideradonormal porserpartedelamicrobiota
habitual del tracto vaginal y su deteccién en el
examen citolégico es frecuente. En este estudio,
no se cuenta con informacién correspondiente
a la cantidad de bacilos de Doderlein presentes,
que en caso de ser mayor a lo establecido en los
rangos normales, se podria correlacionar con
la respuesta inmune del hospedero frente a la
infeccién por agentes extrafios como el VPH, mas
si se tiene en cuenta que uno de los mecanismos
de defensa naturales contra agresiones externas
existentes en el cérvix es el mantenimiento del
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equilibrio de la microbiota normal, proceso en
el cual esta involucrado el bacilo de Doderlein. ,

En relacién con la paridad, existen estudios
con resultados similares, en los que no se ha
encontrado una asociaciéon estadisticamente
significativa, entre el nimero de embarazos y la
infeccion por VPH, sugiriendo la posibilidad de
que la asociacién observada entre la infeccién
por VPH y la multiparidad sea consecuencia
del azar y no refleje eventos bioldgicos. . Las
razones fisiolégicas que expliquen la asociaciéon
entre la paridad elevada, la infecciéon por VPH
y la progresion a lesiones pre-neoplasicas
y neoplasicas, aun no estdn claras, algunos
investigadores indican que no es el nimero de
partos el responsable de incrementar el riesgo
de aparicion de neoplasias intraepiteliales, sino
maés bien, los cambios nutricionales-hormonales,
depresion de la respuesta inmune y la presencia
de microtraumas que ocurren durante el
embarazo..

Los cambios hormonales inducidos por el
embarazoinvolucranunincrementodelosniveles
de estrogenos y progesterona y pueden modular
la respuesta inmune al VPH e incrementan
el riesgo de persistencia o progresion de la
infeccion.; ,, Se ha comprobado que durante la
gestacion ocurre una disminucién de los niveles
de folatos en la sangre los cuales junto con la
vitamina B6, la vitamina B12 y la metionina se
han asociado con los procesos de metilacion del
ADN; en estudios in vitro estos eventos se han
relacionado con la perdida de la transcripcién
viral en los procesos de carcinogénesis..

Otro aspecto importante en relacién con la
infeccién por VPH en mujeres con al menos un
embarazo, son aquellas mujeres menores de
16 afios y embarazadas, en quienes el riesgo de
adquirir una infeccién viral es mayor, debido a
que tanto la adolescencia como el embarazo son
algunas de las etapas en las que se encuentra
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mas activa la fase de transicién en el epitelio,
haciéndolo mas vulnerable a las lesiones. En
mujeres adultas en cambio, la probabilidad
de traumas en la zona de transformaciéon en el
periodo postparto no es frecuente y la influencia
de la multiparidad es cuestionable. ,

En la poblacién de estudio, ninguna mujer usa
anticonceptivos orales y es VPH positiva; los
reportes de literatura sefialan que, el uso de
anticonceptivos orales como un importante
cofactor para el desarrollo de CCU en mujeres
VPH positivas, mas no con la adquisicién de la
infeccion viral.,, De acuerdo con los resultados
obtenidos en estudios multicéntricos, el uso de
anticonceptivos orales por menos de cuatro afios
no presenta relacion con el desarrollo de CCU en
mujeres VPH positivas, pero, un uso prolongado
por mas de cinco afios incrementa cuatro veces
el riesgo de progresion a cancer invasivo.,,
En la presente investigaciéon no se cuenta con
informacién correspondiente al tiempo de
consumo de los anticonceptivos orales y por lo
tanto, no fue posible realizar un analisis mas
profundo de su asociacién con la infecciéon por
VPH.

En la presente investigacion, no se encontro
una relacién de dependencia estadisticamente
significativa entre la gravedad de la inflamacion
y la deteccion de VPH, sugiriendo que tal
alteracion no permite predecir infecciones por
VPH, no obstante es de gran relevancia que todas
las mujeres VPH positivas hayan presentado
algin grado de inflamacién; en estudios
previos se ha reportado que las mujeres con
inflamaciones cervicales y VPH positivas tienen
una tendencia significativamente positiva de
presentar infecciones persistentes y tienen dos
veces mas riesgo de progresar a LIEAG.,,

La relacién entre las lesiones intraepiteliales y la
presencia de inflamaciones puede atribuirse a la
inflamacidon que puede actuar como un factor de
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riesgo que favorece las condiciones para que la
infeccion por VPH progrese a lesiones malignas
y contribuir al incremento de especies reactivas
de oxigeno y a una consecuente disminucién de
la respuesta inmune..,

En conclusiéon, la presente investigacion
confirma la presencia de VPH de alto y bajo
riesgo oncogénico, en mujeres del municipio de
Pasto con resultados de citologia normal, lo cual
sugiere la necesidad de implementar métodos
de diagnéstico y deteccion molecular en la
poblacién, que complementen los programas
convencionales de tamizaje del CCU y en
conjunto garanticen una deteccién temprana
y eficiente de la infeccion por VPH. Ademas,
aunque los datos obtenidos en nuestro estudio
son preliminares, constituyen un marco de
referencia para el conocimiento del rol del VPH a
nivel local y para estudios futuros.
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