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Resumen

E/ virus del papiloma humano (V'PH) ha sido recientemente asociado con el 30% de cancer de cavidad oral, sin embargo, su papel en esta patologia ann no
es completamente claro. El mids frecuente es el tipo 16, su prevalencia varia geogrdficamente entre 5 y 36% y se ha correlacionada con un mejor prondstico. E/
comportamiento sexual se ha asociado con esta infeccion. Se determinaron los factores de riesgo para la infeccion de V'PH tipo 16 en una poblacion sana de la
cindad de Cali. La presencia de V'PH fue determinada a partir de ADN de epitelio bucal de 48 personas sin lesiones orales, empleando la técnica de PCR.
E/ gen E7 de VPH tipo 16 fue amplificado en 21 de 48 (43.8%) muestras. La infeccion por V'PHI16 fue relacionada con el uso de tabaco (p= 0.025)
pero no con el consumo de alcobol, la edad de inicio de las relaciones sexuales ni el niimero de comparieros sexuales. Se proponen estudios de prevalencia de
V'PH16 en mucosa normal y lesiones premalignas en nuestra poblacion para la prevencion de cancer oral.

Palabras Clave
V'PH; cavidad oral; factores de riesgo V'PH; gen E7; 1"PH tipo 16.

Abstract

The human Papillomavirns (HPV) has been associated with 30% of oral cavity cancer; however, ifs role in this pathology is not completely clearly yet. The
more frequent type is 16 and its prevalence varies geographically between 5 and 36% and bas been correlated with better prognostic. The sexnal bebavior has
been associated with this infection. The risk factors for HPV infection were determined in a bealthy population of Cali city. The HPV presence was detected
from DNA of oral epithelium of 48 individuals without oral injuries, using PCR technique. The E6 gene of HPV was amplified in 21 of 48 (43.8%)
samples. The HPV infection was related with tobacco use but not with alcobol consumption, age of begging the sexual activity nor the number of sexual
partners. More studies about HPV prevalence in normal and premalignant injuries in our population are necessary in order to prevention of oral cancer.

Keywords
HPV’; oral cavity;, HPV risk_factors; E7 gene; TYPE 16 HPV/.

Resumo

Virus papilomavirus humano (V'PH) tem sido recentemente associado com 30% de cancer da cavidade oral, no entanto, sen papel nesta doenca ainda nao
estd totalmente claro. O mais comum € o tipo 16, sua prevaléncia varia geograficamente entre 5% e 36% e ele tem correlagdo com um progndstico melhor.
Comportamento sexual tem sido associado com a infecgdo. Os fatores de risco para a infeccao de HPV foram determinados tipo 16 em uma populacio
sanddvel na cidade de Cali. A presena de V'PH foi determinada de DINA no epitélio bucal de 48 pessoas sem lesoes orais, utilizando a técnica PCR. O
tipo de gene E7 do HPV 16 foi amplificado em 48 21 amostras (43,8%). V' PH16 infeciio foi relacionada ao nso de tabaco (p = 0,025), mas ndo com o
consumo de dlcool, idade de inicio da relagdo sexual on numero de parceiros sexuais Propostas de estudos de prevaléncia de VPH16 em mucosa normal e
lesdes pré-malignas em nossa populagao para a prevengao do cancer bucal.

Palavras chave
V'PH; cavidade oral; fatores de risco V' PH; gen E7; T"PH tipo 16.
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I. INTRODUCCION

El cancer oral aparece entre los diez tipos mas
frecuentes en todo el mundo, con una tasa de incidencia
para el 2008 de 3.8 x 100.000 habitantes!. La prevalencia
es dos veces mayor en hombres con respecto a las mujeres
y varfa geograficamente en relacién con el habito de fumar
y el consumo excesivo de alcohol. Su mortalidad, cercana
al 50%, mas alta que en otros tipos de cancer con mayor
incidencia, se asocia con un diagnoéstico en los estadios
tardfos, en el 85% de los pacientes, debido a que es
asintomatico en los estadios tempranos 2 3. El1 95% de los
casos el cancer oral aparece en mayores de 40 afios 23.

Este cancer afecta la parte anterior de la lengua, la
mucosa de las mejillas, las encias, el piso de la boca,
amigdalas entre otras partes de la cavidad oral. Constituye
una patologia con implicaciones psicosociales y
econémicas importantes, demanda tratamientos costosos
generalmente drasticos que ocasionan disfuncionalidad y
deterioro fisico. Esto imposibilita a la mayoria de los
pacientes a reintegrarse al trabajo en corto plazo y ocasiona

problemas de adaptacion social 3 4.

Este tipo de cancer se ha relacionado con el hdbito de
fumar, el consumo excesivo de alcohol, mala higiene oral y
los traumatismos por protesis mal ajustadas®. Por ser
asintomatico en los primeros estadios, el diagnostico
temprano depende de un examen sistematico de la cavidad
oral*. El diagndstico oportuno permite la reduccién
significativa de la morbilidad y la mortalidad e incrementa
la posibilidad de curacién, la tasa de supervivencia y mejora
la calidad de vida del paciente.

A pesar de que el tabaco y el alcohol han sido bien
establecidos como los factores de riesgo del cancer oral, un
20-30% de los casos no presentan estos determinantes en
su historia®. Hechos como la similaridad histologica entre
las lesiones orales y genitales asociadas a VPH¢ y la alta
incidencia cancer oral en mujeres con cancer cervical,
permite el planteamiento del virus de Papiloma Humano

(VPH) como otro factor de riesgo para este tipo de cancer
78

El DNA de VPH de alto riesgo ha sido detectado en
del 99%

actualmente es considerado el agente causal de esta

mas de los carcinomas cérvix uterina y
atologia . isten factores que aumentan la capacida

tologia 9. Existen fact mentan | idad
oncogénica de VPH tales como infecciones virales,
disminucién de la respuesta inmune, tabaquismo y

deprivacién nutricional ° 0. Los factores asociados a esta
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infeccion en cavidad oral ain no estin bien determinados,
aunque se ha planteado una posible similaridad con los
establecidos en cancer cervical como con el
comportamiento y habitos sexuales como un numero
elevado de compafieros sexuales, ademas de la practica de
sexo oro-genital. La prevalencia del virus VPH tipo 16 en
este tipo de malignidad es atn controversial, aunque se
reconoce que aproximadamente el 30% del cincer
escamocelular de cavidad oral. El estudio de la asociacién
de este virus con el desarrollo de las lesiones cancerosas en

cavidad oral ha tomado mucha importancia'l.

El objetivo de este proyecto fue establecer los factores
de riesgo para la infeccion de VPH tipo 16 en una
poblaciéon sana de la ciudad de Santiago de Cali, que
permitan la determinacién de grupo de riesgo y aportar
criterios de evaluacion de esta infecciéon viral, como
componente de programas de prevenciéon de cancer de
cavidad oral.

II. MATERIALES Y METODOS
A.  Poblacion y muestra de estudio

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal.
La poblacién se conformé de pacientes que asistieron a la
clinica odontolégica de la Universidad Santiago de Cali
durante el afio 2011 y estudiantes del programa de
Odontologia de la misma Universidad. La muestra de
estudio comprendié un grupo de 100 personas que no
presentaron lesiones en la mucosa oral, mayores de 18
afios de edad, de ambos sexos, de todos los grupos étnicos
y niveles socioeconémicos. Los participantes fueron
informados acerca de los objetivos metodologia del
estudio y una vez aceptaron se les solicité firmar el
consentimiento informado. El proyecto fue aprobado por
el comité de ética de la Universidad Santiago de Cali y fue
realizado bajo las normas de bioética establecidas en la
resoluciéon 008430 del Ministerio de Salud y Proteccién
Social de la Republica de Colombial2.

B.  Metodologia

Se tomaron muestras de epitelio de cavidad oral,
mediante raspado supetficial con hisopo de madera estéril
para la determinacién de la presencia del DNA viral. Las
muestras fueron tomadas por personal previamente
entrenado y con las medidas de bioseguridad. De cada
paciente se consignaron datos de sexo, edad, nivel de
caracteristicas

escolaridad, sociodemograficas y  se
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establecieron los factores de riesgo de la infeccién
mediante la aplicacién de una encuesta basada en los
estudios previos para determinar los factores de riesgo para
la deteccion de DNA de VPH en cérvix uterino de mujeres
con citologfa normal!® y en cancer oral'* que permitid
estilo de vida, historia

determinar reproductiva y

antecedentes de actividad sexual.

La presencia de VPH se determiné mediante extraccién
de DNA celular y amplificaciéon por la Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa del gen E7 viral. Las muestras fueron
clasificadas de acuerdo a la presencia o ausencia de VPH,
estableciendo dos grupos de andlisis para las caracteristicas

sociodemograficas y factores de riesgo.

C.  Extraccion y purificacion del DNA

La extraccion DNA de mucosa bucal fue realizada
empleando el método descrito por Aidar y Line (2007)15.
Brevemente, las células de epitelio oral fueron extraidas
por raspado en carrillos y frenillo labial superior con
hisopo estéril. El hisopo se introdujo inmediatamente en
un tubo eppendorf de 1.5 mL conteniendo 1ml solucién
de lisis conformada por SDS 0,5%, Tris HCl 10 mM y
NaCl 5M. Las células fueron almacenadas hasta por una
semana a 4°C. Después de aplicar Vortex a alta velocidad
por 10 segundos a cada muestra recolectada, se
adicionaron 10 pL de la enzima proteinasa K (10 mg/mL)
a una concentracién de 20mg/ml. La digestién enzimatica
se llev a cabo en bafio marfa a una temperatura de 56 °C
por 12 horas. Después de desnaturalizar la enzima a 95°C
por 10 minutos, se adicion6 300 uL de la mezcla acetato de
amonio (AcNHy4) SM/EDTA 1mM y se dejé 10 minutos a
temperatura ambiente. Se recuperé el sobrenadante
centrifugacién a 13000 RPM por 10

segundos. El DNA fue precipitado por adiciéon de un

obtenido por

volumen de isopropanol frio, mezclaindolo suavemente por
inversién varias veces y posterior incubacién a -20°C  toda
la noche. El DNA se colecté por centrifugacién a 13000
RPM por 10 minutos, posteriormente lavado con 200 pL
de etanol frio al 70%. Después de secarlo a temperatura
ambiente, el DNA se resuspendi6é en 100 pL. de TE y se

almacend a 4°C hasta su utilizacion.

La calidad y cantidad del DNA extraido de las muestras
fue determinado mediante la amplificacién de un
fragmento del gen [-globina, utilizando los cebadores
PCO04 y GH20 '(ver tabla 1). Para cada amplificaciéon se
utilizé6 un volumen de 20 pL. de mezcla de reaccién que

consistié de 0.2 nm de dNTPs, 10 pmol de cada cebador,
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Buffer Taq 1x (100 mM tris-HCI (pH entre 8 y 9 a 25°C),
500 mM KCl, 0.1% gelatina, 1% de Tritén x-100 y 15mM
de MgCly). Se agregaron 5 pLL del DNA de cada muestra y
2.5 pL de la enzima Taq polimerasa por mezcla de
reaccién. Para cada ensayo se empleé como control
positivo de la amplificacién una muestra de DNA extraida
de linfocitos de sangre periférica de una persona sana
previamente amplificado. Como control negativo se realizé
la amplificaciéon con la mezcla de reaccién en ausencia de
DNA. La amplificacién
Termociclador Eppendorf ™ empleando un programa que

se efectu6 en un equipo

consistié de 40 ciclos con el siguiente esquema: un minuto
a 90°C, 30 segundos a 65°C y 30 segundos a 72°C. Un
ultimo paso de extension a 72°C se llevé a cabo para
completar los fragmentos. El fragmento amplificado se
visualiz6 después de su separacién en electroforesis en
geles de agarosa al 2%, con tincién con bromuro de etidio
y exposicion a luz ultravioleta.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos cebadores y tamafio de
los productos amplificados, utilizados en la amplificacién del gen
B-globina y la presencia de los genes de VPH

Tamafio
Secuencia (5— 4’
Gen Cebador uencia (5 4) del Referencia
Forward/ Reverso producto
(pb)
B-Globina  PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC/ 268 Saiki et al.,
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGCAGGTAC 198516
E7HPV16 HPV16FN1 CATGGAGATACACCTACATTG/ 277 Gheit et al.,
HPV16RN1.2 CAGATGGGGCACACAATTCC 2006
L1 MY09 GGTCCMARRGGAWACTGATC/ 460 Manos et
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG al., 198918

D.  Determinacion del DNA de 1VPH-16 por la técnica de PCR

Las muestras de DNA procedente de células de mucosa
oral se evaluaron posteriormente para determinar la
presencia de VPH 16, utilizando la técnica de PCR. Un
fragmento de 277 pb del gen E7 se amplific6 con un juego
de  oligonucledtidos  especificos ~ HPVI6EN1 y
HPV16RN1.2'7 (ver tabla 1) a partir de una pequefia
cantidad de DNA (50-10 ng) utilizando la enzima 0,5
unidades de Taq polimerasa. La amplificacion se realizé en
una mezcla que contenfa 0.2 nm de dNTPs, de Buffer Taq.
El programa de amplificaciéon empleado fue similar al
descrito para B-globina, excepto por la temperatura de
alineamiento de 55°C. El DNA amplificado se observé en
gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio por
exposicion a luz ultravioleta. Para determinar la presencia
de otros tipos de VPH oncogénicos diferentes a VPH16 en
la poblacién de estudio, algunos de los DNA negativos
para este tipo de VPH, fueron evaluados empleando
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oligonucleétidos cebadores!® para determinar la secuencia
consenso del gen L1 en 30 tipos de VPH oncogénicos.

E. Abndlisis de los factores de riesgo para 1'PH

La informacién para evaluar los diferentes factores de
riesgo para la infeccién por VPH16 como demograficos,
estilo de vida (uso de tabaco y consumo de alcohol),
habitos de higiene oral, comportamiento sexual e historia
reproductiva, fue recolectada, a partir de los datos
aportados en el instrumento, previamente validado con un
grupo de 10 personas. El reporte de la etnia fue realizado
por cada participante de acuerdo a los grupos étnicos
reconocidos por el DANE (2005)" en la poblacién
Colombiana y teniendo en cuenta los articulos establecido
en la Constituciéon Colombiana de 1991 en relacién al

respeto de la identidad®.

F. Aundlisis de datos

Los factores de riesgo evaluados se determinaron por
analisis estadistico calculando las medidas de frecuencia
central (media, mediana, varianza) en el grupo de estudio.
La presencia de DNA viral fue cruzada con cada una de las
variables sociodemograficas. La posible asociaciéon entre
las frecuencias de los diferentes factores de riesgo y la
presencia de VPH, fue determinada empleando el test de
chi-cuadrado o test exacto de Fisher con un grado de
significancia de 0.05 y un nivel de confiabilidad de 95%.

ITI. RESULTADOS
A. Caracterizacion de la poblacion de estudio

El estudio comprendi6 un total de 100 personas en las
cuales se incluyeron 50 pacientes que asistieron a la clinica
odontolégica de la USC durante el afio 2011 y un grupo de
50 estudiantes del programa de odontologia. Participaron
en el estudio en total 31 hombres y 69 mujeres, con una
edad promedio de 32,57 afios con una desviacion estandar
de £15,34 afios. El nivel de escolaridad de los participantes
del estudio se distribuyé asi: 50% con nivel universitario,
28% nivel secundario, 18% educacién primatia y 4% con
nivel tecnolégico. De acuerdo a la percepcion personal de
cada participante, se determiné la frecuencia a mayoria de
los participantes presentaban rasgos de grupo étnico
mestizo (55%), seguido de afrodescendientes (20%) e
(18%). El grupo
representando solo el 7% de la poblacién de estudio.
Datos en la Tabla 2.

indigenas étnico  blanco estuvo
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La mayoria de los participantes del estudio (62%),
reporté un consumo al dia de alimentos protectores, como
frutas y verduras, menor a las 3 porciones minimas
recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud, el
12% afirma nunca consumitlos y solo el 26% de las
personas consumen mas de tres porciones al dfa. Con
relacién al consumo de bebidas alcohdlicas la mayoria de
los participantes (88%) admiti6 que ingiere bebidas
alcoholicas, aunque de manera ocasional en fiestas
familiares o fechas especiales. El 12% acepta que lo hace
con frecuencia de una (9%) o dos veces (3%) por semana.
Solo el 12% del grupo de estudio manifesté que no
ingieren alcohol. Por el contrario en este grupo en un alto
porcentaje de participantes (89%) nunca han fumado
tabaco, 8% manifesté fumar ocasionalmente o menos de
dos veces por semana y solo el 3% informé de usarlo
siempre. Las principales bebidas alcohdlicas empleadas

fueron cerveza y aguardiente.

Tabla 2. Caracterizacion demografica y de los factores de riesgo
de la Poblacion de estudio

Variable Hombres Mujeres Total
n=31 n=69 n=100
Promedio de edad 35.6+17.9 31.3+14 32.7£154
Rango de edad (afios) 18-85 19-72 18- 85
Grupos de Edad
18 - 25 afios 10 (32.3%) 37 (53.6%) 47 (47%)
>25 - 40 afios 12 (38.7%) 17 (24.6%) 29 (29%)
>40 afios 9 (29 %) 15 (21.7%) 24 (24%)
Nivel de escolaridad
Primaria 7(22.6%) 11 (15.9%) 18 (18%)
Secundaria 10 (32.3%) 18 (26.1%) 28 (28%)
Tecnolégica 2 (6.5%) 2 (2.9%) 4 (4%)
Universitaria 12 (38.7%) 38 (43.5%) 50 (50%)
Grupo étnico
Afrodescendiente 4(12.9%) 16 (23.2%) 20 (20%)
Blanco 1(3.2%) 6 (8.7%) 7 (%)
Indigena 6 (19.4%) 12 (17.4%) 18 (18%)
Mestizo 20 (64.5%) 35 (50.7%) 55 (55%)

El analisis del comportamiento sexual mostré que la
mayorfa (47%) de las personas incluidas en el estudio
comenzo su actividad sexual a una edad entre 15 y 18 afios,
un porcentaje cercano (38%) la inicié a una edad mayor de
18 aflos y solo el 13% a una edad menor de 15 afios. Un
porcentaje menor de los patticipantes del estudio (2%) no
han iniciado aun su actividad sexual. La mayor parte de los
participantes (57%) informoé tener un solo compafiero
sexual en el presente afio, sin embargo el 24% indic haber
tenido dos compafieros sexuales en el dltimo afo. Una
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fraccion significativa (11%) reporté no tener compafieros
en este periodo. Con respecto a la paridad 65% de los
participantes no tienen hijos, un 25% de ellos tienen
menos de tres hijos, 7% tienen de tres a cinco hijos y 3%

tienen mas de 5 hijos.

B. Prevalencia de V'PH16 en mucosa normal

La calidad de DNA extraido de las células de la mucosa
oral fue determinada por el analisis de electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% teflido con bromuro de etidio. El 70%
de las muestras procesadas presentaron banda de alto peso
molecular, (altura de migracién superior a la banda del
marcador de peso molecular de 2 KB, figura 1) y cantidad
adecuada. De acuerdo a patrén de fluorescencia con
bromuro de etidio, comparado con la fluorescencia de una
cantidad de DNA gendémico previamente cuantificada. Las
muestras fueron evaluadas por la amplificacion de un
fragmento del gen de B globina humano por PCR y solo se
incluyeron en el analisis 48 (48%) aislados de DNA con
amplificacién positiva para este gen. Las muestras de DNA
positivas para [-globina correspondieron a 16 hombres y
32 mujeres con una edad promedio de 40 afios para los
hombres y 29. 8 aflos para mujeres, 21 afios como edad
mas frecuente, con una desviacion estandar de £17,38. En
esta poblacién se establecieron diferentes grupos étnicos
con mayor prevalencia de 39.5%mestizo, seguido de 31%
indigena, 17% afrodescendiente y 12.5% blancos.

2 Kb

Figura 1. ADN genémico extraido de diez muestras de mucosa
oral, empleando la técnica de precipitacion salina. El DNA fue
separado por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con
bromuro de etidio.

Un total de 48 muestras positivas para [3-globina (48%)
se evaluaron a través de la prueba de PCR para determinar
la presencia de DNA de VPH tipo 16 con los cebadores
E7HPV16F y E7HPV16R especificos para el virus
VPH16. Para determinar la presencia de otros tipos de
VPH oncogénicos diferentes a VPH16 en la muestra de
estudios, se emplearon los cebadores MY09 y MY11, que
contiene una secuencia consenso para la deteccién del gen
L1 de 30 tipos de VPH en algunas de las muestras VPH16
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negativas (datos no mostrados). Un nimero de 21 (44%)
muestras fueron positivas para la amplificaciéon del DNA
de VPH 16. Siete de las 10 muestras evaluadas para todos
los VPH presentaron amplificacién, sin embargo no se
realizaron pruebas adicionales para determinar el tipo de
VPH presente.

C. Caracterizacion demogrdfica de la poblacidn con 1V'PHI16

El grupo positivo para el DNA de VPH 16 estuvo
conformado por 6 (28,6%) hombres y 15 (71,4%) mujeres.
La edad de los participantes se encontrd en un rango entre
18 y 85 afios.

La edad promedio general de la poblacién fue 35,6
aflos, con una desviacién estandar de + 17,9 afios. Para los
hombres el promedio de la edad fue de 39,3 £17,60 afios y
para mujeres de 30,6 = 14,4 afios. Aunque el grupo de
individuos infectados con VPH16 en cavidad oral presenté
un amplio rango de edad, se encontré que el 52% (11/21)
de participantes con esta infeccion presentd edades
comprendidas entre 18 y 25 afios.

Figura 2. Amplificaciéon con los cebadores HPV 16FN.1/HPV
16RN1.2 del gen E7 de VPH 16. Una fraccion de 5 pul de la
amplificacion fue separada por electroforesis en gel de agarosa al
2%, tefiido con bromuro de etidio.

En la poblacién infectada se encontraron con mayor
prevalencia los grupos étnicos del grupo mestizo (57%),
seguido por el grupo indigena (24%). El porcentaje de
participantes infectados de los grupos afrodescendientes y
blancos fue similar (9.5%).

D.  Caracterizacion de los factores de riesgo para infeccion con 1VPH

En el analisis de los factores de riesgo asociados con los
habitos

alimentos protectores, como frutas y verduras, mostré que

alimenticios, se determiné el consumo de

aunque en el grupo de personas (27) negativas para el
DNA de VPH16, el 93% consume este tipo de alimentos,
la diferencia no es estadisticamente significativa (p= 0.712)
en relaciéon a la frecuencia de consumo de alimentos
protectores en el grupo con infecciéon con VPH (85%). Sin
embargo, el grupo con infeccién con VPH presentd un

mayor porcentaje (14%) de personas que nunca consumen
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alimentos protectores frente al grupo sin VPH (7%). Datos
en la Tabla 3. No se observ6 un diferencia significativa en
la frecuencia de higiene oral entre el grupo con VPH y sin

VPH.

bebidas
alcohélicas fue mayor en la poblacién sin VPH (93%)

Aunque la frecuencia de consumo de
frente la poblacién con VPH (86%) esta diferencia no
mostré significancia estadistica (p=0.764). El consumo de
alcohol en los dos grupos se realiza de manera ocasional en

fiestas y reuniones sociales.

La ingestiéon de alcohol de manera regular una o dos
veces por semana fue mayor (11%) para el grupo de
participantes sin VPH16 frente a 9% en el grupo con
VPH, valores que no representan diferencias significativas.
Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas
en el tipo de bebida alcohdlica consumida. Datos en la

Tabla 3.

Tabla 3. Factores de riesgo del estilo de vida para la infecciéon por
VPH16 en mucosa de cavidad oral en la Clinica Odontolégica de
la USC en el aiio 2011

D Con VHP Sin VPH
n=21 n=27
Consumo de alimentos protectores
- Nunca 3(14.28%) 2 (7.40%) 0.712
- Menos de tres al dia 13(61.90%) 19 (70.37%)
- Mas de tres al dia 5 (23.80%) 6 (22.22%)
Consumo de bebidas alcohdlicas
- Nunca 3(14.3%) 2 (7.4%) 0.709
- Ocasionalmente 16 (76.2%) 22 (81.5%)
- Una vez por semana 2 (9.5%) 2 (7.4%)
- Dos veces por semana 0 1(3.7%)
Tipo de bebida que consume
- No consume 3(14.3%) 2(7.4%) 0.7303
- Cerveza 9 (42.9%) 8 (29.6%)
- Aguardiente 4(19.0%) 7 (25.9%)
- Vino 2(9.5%) 4 (14.8%)
- Otro 3 (14.3%) 6 (22.2%)
Uso de tabaco
- Nunca 15 (71.4%) 23(85%) *0.0254
- Ocasionalmente/afio (fiestas) 3(14.3%) 0
- Pocas veces/mes 3(14.3%) 0
- Semanalmente 0 1 (4%)
- Siempre 0 3(11%)
Cuanto fuma al dia
- Menos de 10 cigarrillos 4 (66.7%) 1 (25%) 0.517
- Mas de 10 cigarrillos 2 (33.3%) 3(75%)

Los valores de porcentaje son expresados de acuerdo al
n de cada grupo; con VPH y sin VPH. El valor de p para
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chi-cuadrado fue calculado con un a de 0.05.

El uso de tabaco en el grupo que presenté DNA de
VPHI16 en mucosa oral normal fue mucho mas frecuente
(29%) frente al grupo sin VPH16 (14%), sin embargo esta
diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.42).
Cuando se evalu6 la frecuencia de uso de cigarrillo en la
poblaciéon fumadora, se encontré que en la poblacién sin
VPH16 el 50% de la poblacién fumadora (3/6), lo hace de
manera ocasional (pocas veces al afio) y el otro 50% muy
pocas veces al mes, mientras en el grupo sin ADN de
VPHI16 las personas fumadoras se pueden discriminar en

25% que fuman algunas veces a la semana y 75% que

fuman siempre.

La mayor frecuencia de uso de tabaco en la poblacién
sin VPH16 fue significativa estadisticamente con respecto
al grupo con VPH. No se observé diferencia significativa
en los grupos con respecto a la cantidad de cigarrillos al dia
(p= 0.517).

Con respeto al comportamiento sexual, se encontrd que
aunque no hubo diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos, un mayor porcentaje 28% (6/21) de
personas  DNA de VPHI16 expresaron ser activos
sexualmente al momento del estudio, frente al 15% (4/27)
con actividad sexual en el grupo sin VPH16. El porcentaje
de participantes que inici6 la actividad sexual antes de los
15 afios fue mayor en el grupo sin VPH (19.8% vs. 4.8),
sin embargo, no hubo diferencia en el nimero de personas
que iniciaron su actividad sexual entre los 15 y 18 aflos
(48%). En la poblacién con VPH16 se encontré un mayor
porcentaje (48%) de personas que iniciaron su actividad

sexual a una edad mayor de 18 aflos,

VPH 16 (33%). En la poblacién sin VPH se encontré un

frente al grupo sin

mayor porcentaje de personas (19%) que iniciaron su
actividad sexual a una edad menor de 15 afios frente a 4%

en el grupo con VPH.

El 29% de las personas sin VPH16 reporté no tener
actividad sexual al momento del estudio, frente al 19% del
grupo con VPH16. Con respeto al nimero de compafieros
sexuales, se encontr6 que el 63% del grupo sin VPH
tuvieron un solo compafiero sexual frente al 57% del
grupo con VPH. No hubo diferencia significativa entre los
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dos grupos con respeto a la frecuencia de personas que
reportaron haber tenido dos compafieros sexuales el
ultimo afio. A diferencia del grupo con DNA de VPH10,
en el grupo sin DNA viral, el 8% de los participantes
reporté tener mas de tres compafieros sexuales en el
ultimo afio. Ver datos en la Tabla 4.

Tabla 4. Factores de riesgo del comportamiento sexual para la

infeccién por VPH tipo 16 en mucosa oral sana de una poblacion
de la Clinica Odontolégica de la Universidad Santiago de Cali

Variable ConADNde  Sin ADN de p
VPH (n=21) VPH (n=27)
Inicio de actividad sexual
No ha iniciado 0 0 0.498
Antes de 15 afios 1(4,8%) 5 (19%)
Entre 15- 18 afios 10 (47,6%) 13 (48%)
Después de 18 afios 10 (47,6%) 9 (33%)
Activo sexualmente
Si 6 (28%) 4(15%) 0.145
No 15 (72%) 23 (85%)
Compafieros sexuales (tltimo afio)
Sin compafiero sexual 4 (19%) 1(4%) 0.234
Uno 12 (57%) 17 (63%)
Dos 5 (24%) 6 (22%)
Mas de tres 0 2 (8%)
Namero de hijos
Sin hijos 15 (72%) 14 (52%) 0.424
Menos de tres 5 (24%) 9 (33%)
De tres a cinco 1 (4%) 2 (8%)
Mas de cinco 0 2 (8%)

El numero de hijos de los participantes del estudio fue
evaluado como parte del analisis del comportamiento
sexual. En el grupo con VPHI16 se encontré un mayor
porcentaje de personas que manifestaron no tener hijos
(72%), frente al 52% en el grupo sin VPH. En el grupo sin
VPH se encontré una frecuencia mayor de personas con
mas tres de hijos (15%) frente al 8% del grupo con el
DNA viral.

IV. DISCUSION

Se procesaron 100 muestras para extraccion de DNA
con la técnica de extraccion salina e isopropanol, que ha
sido reportada con alto eficiencia para extraccién de DNA.
La amplificacién de un fragmento del gen de B- globina fue
posible en 48 muestras procesadas, lo que indica un
rendimiento menor del 50% de las muestras procesadas.
Esto puede ser atribuido a la presencia de sustancias
extrafias, a la alteracién del pH (basico o acido) en la saliva

o a un bajo numero de células recolectadas. Se observé

1(2):11-20

mejorar calidad del DNA cuando las muestras fueron
almacenadas en solucién de lisis a 4°C hasta su utilizacién.
Se requiere ademas promover la utilizacién de enjuague
bucal y raspado varias veces en diferentes lugares de la
cavidad oral. Se ha reportado alto porcentaje de muestras
con DNA de buena calidad empleando estas técnicas de
recoleccién de las células de mucosa bucal empleando
enjuague 1> 21, Por otra parte la extraccién DNA a partir de
saliva, parece proporcionar aislamiento de DNA en mejor
estado 2223

En el contexto mundial la Agencia Internacional de
Investigacién en Cancer (IARC) basada en una serie de
estudios reporta una frecuencia de DNA de VPH de 37%
en las células escamocelulares de cavidad oral'l. La
diferencia en la frecuencia de VPH en células tumorales de
cavidad oral puede ser debida a factores como el tipo y
estado de la muestra (biopsias, citologias, raspados de
mucosa, etc.), la forma de colectar las células (soluciéon de
lisis, etanol), la técnica empleada para detectar el DNA
viral (PCR convencional, PCR cuantitativo) y el gen
detectado (L1, gene E7, E6) 24-27. La presencia de VPH en
mucosa normal de cavidad oral ha sido reportada en una
frecuencia que varfa entre 0%28 y 82%?. En este estudio se
evaluaron células de mucosa oral normal de un grupo de
personas en un rango de edad entre 18 y 65 afios, con
actividad sexual y diferentes patrones de comportamiento.
El DNA de VPH16 fue encontrado en 21 muestras de
48(41%). Un nimero de diez muestras fueron evaluadas
para la deteccién de todos los VPH, encontrando en siete
(70%) de ellas amplificaciéon que indicaba infeccién con
otros tipos de VPH. Estos resultados coinciden con otros
reportes de la presencia de VPH en mucosa normal®. La
infeccién asintomatica de VPH en mucosa de cavidad oral
parece estar asociada con la exposicién de dichas células a
fluidos, tejidos u objetos contaminados con particulas
virales, pero la presencia de pequefias fisuras, infecciones
bacterianas o sustancias que generan lesiones a la mucosa,

podria estar favoreciendo la entrada del virus a las células.

En cérvix uterino, una mayor frecuencia de VPH se ha
relacionado entre otros factores con la edad en un rango
entre 18 y 25 afios, el consumo de alcohol y el uso de

anticonceptivos orales y tabaco™.

Con respecto a los factores de riesgo para la deteccién
de DNA de VPH en cavidad oral, de acuerdo a los
estudios previos 18 31 32 en este trabajo no se encontrd
relacién entre el consumo de alcohol y la presencia de
VPH, aunque un mayor numero de personas con VPH16
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en cavidad oral manifestaron consumo ocasional, la
diferencia con respecto al grupo sin VPH no es
significativa estadisticamente. El consumo de alcohol ha
sido considerado uno de los factores de riesgo para el
desarrollo de cancer oral, pero los reportes conllevan a
concluir que hay una relacién inversamente proporcional
con la presencia de VPH en los tumores de cavidad oral en
personas expuestas a este contaminante?’. Contrario con
otros estudios realizados empleando mayor nimero de
pacientes, 3132 en este estudio el habito de fumar tabaco se
encuentra mas frecuentemente en la poblacién que
presenta la infeccion con VPH. Numerosos estudios
apoyan la idea de considerar que la presencia simultanea de
VPH vy el consumo de alcohol y uso de tabaco, pueden
incrementar el riesgo de cancer oral?’ 3. En este sentido,
los resultados de este estudio no permiten establecer la
relacién de estos factores de riesgo con la presencia de
VPH en mucosa de cavidad oral. Se requieren estudios
con mayor nimero de muestras para determinar de manera
especifica el papel de VPH en carcinoma de cavidad oral.

Otros factores de tiesgo como la pobre higiene oral y el
escaso consumo de alimentos protectores evaluados en
esta muestra tampoco mostraron una diferencia
significativa entre los individuos portadores de VPH.
Tanto el grupo con VPH y el que no present6 VPH
reportaron un bajo consumo de fruta y verduras, menor a
las tres porciones diarias recomendadas por la OMS. El
consumo de carotenoides y vitamina C, ha sido sugerido
como un importante reductor de la incidencia de la
infecciéon por VPH, debido a su relacion con la

estimulacion del sistema inmune y su efecto antioxidante
34

Todos los individuos participantes de este estudio ya
habfan iniciado su actividad sexual, sin embargo la edad de
inicio de esta actividad no mostré asociacién con el riesgo
de presentar la infeccién con VPH. En la literatura se
reporta el inicio y la edad de inicio de la actividad sexual
como un factor de riesgo para la infeccion por VPH. Los
estudios realizados en mujeres que no han iniciado su
actividad sexual demuestran la baja o nula frecuencia de
VPH,
planteado para este virus y su dependencia de las

corroborando el mecanismo de transmisidon

hormonas glucocorticoides liberadas en el embarazo. El

nimero de compafieros sexuales y el numero de

embarazos, como factores de riesgo para la infecciéon con
VPH en cérvix uterino, ya que la exposicion al virus en
edades inmune es mas

menores, donde el sistema
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vulnerables, al igual que la temprana y repetida exposicién
a las hormonas esteroides, generan una mayor sensibilidad
a la infeccién®. Por otro lado en el embarazo el sistema
inmunolégico se suprime aumentando el riesgo del
desarrollo de infecciones®. En este estudio estos factores
no estuvieron asociados con la infeccién oral con VPH,
puesto que cerca al 50% de las personas con infeccién viral
eran mujeres menores de 30 afios que se encontraban en
su etapa de formacién profesional. Debido a las
caracteristicas del grupo de estudio, se plantea la necesidad
de realizar estudios en otros grupos poblacionales donde
se encuentre una mayor paridad. A pesar de la importante
asociaciéon de la infecciéon con VPH y los anteriores
factores, no es posible descattar otros mecanismos de
transmision del virus en cavidad oral, como via materno-
fetal, inoculacién por contacto con lesiones de piel
Esta
investigacién permite plantear diferencias entre los factores

personas infectadas o autoinoculacién® ¥
de riesgo de la infeccién en cérvix uterina y cavidad oral
con VPH y sugiere la realizacion de nuevas investigaciones

para esclarecer la via de transmision del virus.

V. CONCLUSIONES

En este estudio se evaluaron los factores de riesgo para
la infeccién de VPH tipo 16 en una poblacién sana de la
ciudad de Cali. Pese a que el grupo de estudio fue
compuesto de 48 personas que no presentaron ningun tipo
de lesiones en la cavidad oral, se obtuvo una frecuencia de
43.8% (21/48) de VPH16. Esta frecuencia es més alta que
lo reportado como valor promedio (30%) en los estudios
realizados en diferentes lugares del mundo, por la Agencia
Internacional para Investigaciéon en Cancer (IARC) en
carcinoma escamocelular. Al igual que en el carcinoma
cervical, el tipo VPH16 ha sido el mas frecuentemente
encontrado en las células tumorales en cancer oral
asociado con VPH.

En el presente estudio el rango de edad entre 18 y 25
afios presenté la mayor frecuencia de infeccién y los
factores relacionados con comportamiento sexual como la
edad de inicio de la actividad sexual, el mayor nimero de
compafieros y el nimero de hijos, no estuvieron asociados
a la presencia de VPH en mucosa bucal normal. En este
estudio se evaluaron otros factores de comportamiento
social considerados protectores para la infecciéon con VPH,
como consumo de frutas y verduras e higiene oral (datos
no mostrados), sin embargo estas variables no estuvieron

relacionadas. Sin embargo la practica de vida sexual activa,
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independientemente del nimero de compafieros sexuales
de una buena higiene oral y de hébitos alimenticios
saludables y estilo de vida como uso de tabaco o consumo
de alcohol, mostré una tendencia de asociacion con la
presencia de VPH16, pero sin significancia estadistica (p=
0,14). Estos hallazgos nos plantean el considerar la
realizacion de investigaciones con mayor ndmero de
muestra, para establecer la posible correlacién entre esos
factores y la presencia de VPH16. A pesar del tamafio de la
muestra, nuestros resultados plantean la necesidad de
considerar otros factores de riesgo asociados a la infeccién
y la realizacién de nuevos estudios evaluando diferentes

factores.

Las limitaciones de este estudié entre otras fueron una
poblacién con un nimero muy alto de mujeres, que no
permitié determinar la posible diferencia en la presencia de
la infeccién viral entre sexos y un numero elevado de
mujeres sin hijos, que imposibilité la determinacién de la
asociacion de la infeccién con VPH16 con la exposicion a
los factores hormonales asociados con la gestacion.

Es importante determinar de manera mas precisa la
conducta sexual mas relacionada con la transmisién de
VPH, la practica oral-genital, as{ como establecer el
nimero de compafieros sexuales, no solo en el ultimo afio
sino durante la vida sexual activa. Los resultados del

presente estudio sugieren la realizacién de nuevas

investigaciones en poblacién mas heterogénea en edad,

género que permita evaluar otros factores de triesgo.
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