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Resumen

Introduccion. Aunque el VPH es considerado el agente causal de displasias y cancer cer-
vicouterino, algunos de estos casos no demuestran su presencia. Su identificacién aportara
informacién que contribuira al entendimiento de esta condiciéon. Objetivo. Identificar la
presencia del VPH en biopsias cervicouterinas de pacientes con lesiones premalignas y car-
cinoma de cérvix, del departamento de Cundinamarca-Colombia. Método. Se incluyeron
56 biopsias de cérvix de mujeres de la Red de Salud Publica de Cundinamarca. Se realizé
extraccion y cuantificacion de ADN, seguida por genotipificacién con el kit comercial
(INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II). Resultados. El rango de edad fue de 26 a 89
anos (Md 41; RIC=15). 87.5% fueron lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(LIEAG), encontrandose un carcinoma escamocelular (CEC) infiltrante en paciente de 89
anos. La positividad para VPH fue 79%. Se identificaron 12 genotipos de alto riesgo con
predominio del VPH-16 (52,65%) sin encontrarse el VPH-18. En 9% de los casos hubo
coinfeccién con dos genotipos y en 11% el genotipo no estaba incluido en el kit utilizado.
Se observé que 58% de los genotipos identificados no estan cubiertos por las vacunas
actualmente disponibles. Conclusiones. El hallazgo de la enfermedad en mujeres me-

nores de 25 y mayores de 65 afios, asi como la ausencia del virus en este tipo de lesiones,
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sugieren la necesidad de ampliar el rango de edad para tamizaciéon e implementar el Co-
Test a partir de los 30 afios. De igual manera, se demuestra la utilidad del tejido parafinado

para detectar la infecciéon por VPH.

Palabras clave: cancer de cuello uterino, oncogénesis; tamizacion, virus del papiloma

humano, biopsia.

Abstract

Introduction. Although HPV is considered the causative agent of cervical dysplasia and
cancer, some of these cases do not show its presence. Identifyng HPV will provide infor-
mation that contributes to understanding this condition. Objective. Identify the presence
of HPV in cervical biopsies of patients with premalignant lesions and cervical carcinoma,
from department to Cundinamarca-Colombia. Materials and methods. 56 cervical biop-
sies from women to Cundinamarca Public Health Network were included. DNA extraction
and quantification were performed, followed by genotyping with the commercial kit (IN-
NO-LiPA HPV Genotyping Extra II). Results. The age range was 26 to 89 years (Md 41;
IQR=15). 87.5% were high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL), with an infiltra-
ting squamous cell carcinoma (SCC) being found in an 89-year-old patient. HPV positivity
was 79%. 12 high-risk genotypes were identified with predominance of HPV-16 (52,65%)
without HPV-18 being found. In 9% of cases there was coinfection with two genotypes
and in 11% the genotype was not included in the kit used. It will be noted that 58% of the
identified genotypes are not covered by the currently available vaccines. Conclusions. The
finding of the disease in women under 25 and over 65 years of age, as well as the absence
of the virus in this type of lesions, suggest the need to expand the age range for screening
and implement the Co-test from the age of 30 years. Likewise, the usefulness of paraffini-

zed tissue to detect HPV infection is demonstrated.

Keywords: uterine cervical neoplasms, oncogenesis, screening, human papillomavirus,

biopsy.
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Introduccion

El cancer de cuello uterino, producido por
el virus del papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR), es la segunda causa de muerte
por cancer en las mujeres a nivel mundial
(1,2) y continua siendo un problema en La-
tinoamérica (2,3) y en paises en vias de de-
sarrollo, donde muestra una supervivencia

media de 5 afos tras el diagnostico (4,5).

La aplicaciéon de programas de cribado para
la deteccion temprana de lesiones premalig-
nas y cancer cervical basados en la citologia
de cuello uterino y la identificacién mole-
cular de ADN-VPH como pruebas de ta-
mizaje para detectar la enfermedad y la in-
feccién, permiten captar mujeres en riesgo
de desarrollar la enfermedad. Sin embargo,
aunque estas estrategias han demostrado
ser efectivas en la reduccion de la inciden-
cia y mortalidad por esta patologia, no han

logrado erradicarla (1).

A pesar de que estos programas son con-
siderados el escenario ideal, se ha demos-
trado que hasta el 19% de los canceres son
negativos con las pruebas moleculares (6),
situacion que ha planteado la posibilidad
de la existencia de canceres de cérvix no
asociados a la presencia del VPH (teoria de
“golpe y fuga”), que propone que los virus
facilitan la acumulacién de mutaciones y
promueven la inestabilidad genémica hasta
que se vuelven prescindibles para el man-

tenimiento del tumor. Varios estudios han

informado la pérdida del genoma viral, epi-
soma y/o oncogén en células tumorales, sin

perder el fenotipo maligno (7).

Aunque el VPH-AR es un requisito previo
para su desarrollo y una prueba positiva para
este virus se ha convertido en una parte in-
tegral de las nuevas estrategias de deteccion
(8), el tamizaje del cancer de cuello uterino
unicamente con prueba ADN-VPH presenta
muchos interrogantes. Surgen preguntas con
respecto a su efectividad, su riesgo a largo
plazo y cuando se constituye como la me-
jor opcion para un paciente en particular. La
adopcion de las dos pruebas de tamizacion
en forma conjunta (Co-test), ha demostrado
maximizar la deteccion de la enfermedad y
minimizar los dafios asociados al no diag-

nostico y sobretratamiento (6).

A medida que surgen nuevas evidencias
con respecto a la historia natural del virus,
la deteccion del cancer de cuello uterino ha
evolucionado hacia un proceso complejo
que plantea la posibilidad de explorar las
recomendaciones de la gufa practica clinica
para la deteccidon y manejo de lesiones pre-
cancerosas que incluyen estas dos pruebas
de tamizacion (1,8), as{ como poder imple-
mentar nuevas tecnologias como la detec-
ciéon de ADN a partir de los tejidos fijados
en formol (FFPE) para su posterior ampli-

ficaciéon por PCR y deteccion viral.

Ello permitirfa, el manejo de las pacientes
con un enfoque basado en el riesgo y no

solo en los resultados de las pruebas, con lo
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que se esperaria se disminuya la prevalencia
de la infeccién por VPH en la poblacién
general (10). Con base en esto se hace ne-
cesario llevar a cabo estudios que permitan

ampliar el conocimiento en este campo (11).

Por lo anteriormente expuesto, el presen-
te estudio tiene como objetivo identificar
la presencia del virus y caracterizar los ge-
notipos encontrados en biopsias de cuello
uterino de pacientes del Departamento de
Cundinamarca con diagnostico de lesiones

premalignas y carcinoma de cérvix, durante

los afnos 2020-2022.

Materiales y métodos

El presente es un estudio piloto de tipo
observacional descriptivo. El tamafo de
la muestra (n=59) se determiné toman-
do como base un estudio previo realiza-
do por este mismo grupo de investigacion
(1), aplicando la férmula descrita por Vie-
chtbauer (12). Previa exclusién de 4 casos
que no cumplian con el criterio diagnos-
tico, se tuvo una poblacién de estudio de
56 mujeres adultas diagnosticadas con le-
siones preneoplasicas y cancer de cuello
uterino, pertenecientes a la Red de Salud
Publica del Departamento de Cundina-
marca, seleccionadas mediante muestreo
no probabilistico por conveniencia. De
estas pacientes se recepcionaron en total
224 cortes de parafina, obtenidos a partir
de las respectivas biopsias de cérvix. Todo

este material biolégico debia venir acom-

pafiado de los siguientes datos sociodemo-
graficos: edad, diagnéstico histopatolo-
gico y municipio de residencia, asi como
del respectivo acuerdo de transferencia de
material con fines de investigacién. Los
criterios de exclusion fueron: diagnéstico
de Lesion intraepitelial escamosa de bajo
grado, no pertenecer a los laboratorios de
la Red y no tener datos sociodemograficos

o acuerdo de transferencia.

Extraccion de ADN

Para la extracciéon de ADN se utilizé6 un
pool de cuatro cortes por paciente. Se em-
ple6 la metodologia manual de extraccion
de 4cidos nucleicos por columna, usando el
Kit NukEx Pure RNA/DNA de Gerbion
(GmbH,

guiendo las indicaciones del fabricante (13).

Kornwestheim, Alemania), si-

La cuantificacion del ADN obtenido se rea-
lizé con el equipo NanoPhotometer (Im-
plen, Munich, Alemania) (3) y se cuantifico
la concentraciéon de ADN presente en cada
muestra mediante espectrofotometria en el

equipo Biomate 3, Thermo Spectronic.
Genotipificacion

La genotipificacién se realizé mediante hi-
bridacién con el kit comercial INNO-LiPA
HPV Genotyping Extra II (Fujirebio, Bél-
gica), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Este kit permite la identificacién si-
multanea de 32 genotipos de VPH, 13 tipos
del grupo de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35,
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39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68), 6 del grupo
potencial de alto riesgo (26, 53, 66, 70, 73
y 82) y 9 tipos del grupo de bajo riesgo (6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 y 81), a través de
la amplificacién del fragmento conservado
del gen L1 de 65 pb (region SPF10 plus),
que proporciona una alta sensibilidad y pre-
cision (15,10).

Durante el procesamiento de la prueba se
incluy6é el control positivo suministrado
por el fabricante, el cual contenia ADN
plasmidico con secuencias diana de VPH
clonadas. Este control permiti6 verificar la
adecuada amplificacion de la regiéon SPF10
y la correcta hibridacién de las bandas es-
peradas en la tira, incluyendo las lineas es-
pecificas de VPH, lineas de conjugado y el
ADN humano (HLA-DPBI1); este ultimo
control endégeno permitié controlar la ca-
lidad y extraccién de cada una de las mues-
tras. Adicionalmente se incluyé un control
negativo, el cual contenia unicamente la
mezcla de amplificaciéon con agua libre de
nucleasas esto con el objetivo de detectar
posibles contaminaciones ambientales o de
reactivos. La ausencia total de bandas espe-
cificas de VPH en este control, con presen-
cia unicamente de la linea de conjugado, se
consider6 un criterio para validar la prueba

(15,16).

Una muestra se consideré valida con la pre-
sencia simultanea de la linea de control de
conjugado (CC) y la linea de control endo-
geno HLA-DPBI1. En estas muestras, los

resultados positivos se definieron por la
presencia de =1 linea especifica de VPH,
los negativos por ausencia de lineas VPH
con controles validos, y las no validas por
ausencia de HLA-DPBI1 (15). En estos ulti-
mos casos, se repitié la amplificacién con
el mismo extracto de ADN, obteniendo los
mismos resultados negativos para el con-
trol endégeno, por lo cual se consideraron
no evaluables debido a insuficiencia de cé-
lulas humanas o presencia de inhibidores,
y se excluyeron del analisis final. En con-
secuencia, los resultados presentados co-
rresponden a 48 de las 56 mujeres inicial-
mente incluidas, y todas las conclusiones se
basan exclusivamente en este subconjunto

de muestras con resultados moleculares va-

lidos.

Plan de analisis

Se realiz6 estadistica descriptiva de los da-
tos sociodemograficos de la poblacion. Se
utilizaron frecuencias absolutas y relativas
para la descripcién de las variables nomi-
nales. Para su distribuciéon se emplearon
media y desviacion estandar para variables
con distribucién normal, y mediana y rango
intercuartilico (RIC) para aquellas con dis-
tribucién no normal. Se utilizé el programa

estadistico SPSS versién 20.
Consideraciones éticas

El trabajo fue aprobado por el Comi-

té Institucional de FEtica en Investigacion
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de la Universidad Privada de Huancayo
“Franklin Roosevelt”, mediante el Acta No
0047-2023. Asi mismo, el Acuerdo de trans-
ferencia de material con fines de investiga-
cién cuenta con la aprobaciéon del Comité
de Investigacién del Laboratorio de Salud
Publica de Cundinamarca (Resolucion 418
de 2023 expedida por la Secretaria de Salud
de Cundinamarca) y de la oficina Juridica
de la Gobernacién de Cundinamarca. En

todo momento se protegié la confidenciali-
dad de los datos.

Resultados

El rango de edad de las participantes fue
de 26 a 89 afios con una mediana de 41

afnos (RIC=15 afios), ubicandose el mayor

porcentaje (85,4%) en el grupo de 30 a 64
anos (Tabla 1). Es importante anotar que
al retirar del analisis la Gnica paciente con
89 afos, se obtuvo una distribucion normal
de la edad con una media de 43 (DS=%10)
anos. Con respecto al diagndstico histopa-
tologico, el mayor porcentaje de los casos
(87,5%) eran LIEAG que mostraron ma-
yor prevalencia en la ciudad de Fusagasuga
(37,4%). Se identificaron 6 canceres corres-
pondientes a 3 carcinomas escamocelulares
in situ (CIS) y 3 CEC infiltrantes, uno de
los cuales corresponde a una mujer de 89
anos (2% de la poblacion total). Tanto las
LIEAG como los canceres fueron predo-
minantes en mujeres en el rango de 30 a 64
anos (88,1% y 66,7% respectivamente, del
total de cada lesioén) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas e histopatolégicas de la poblacién estudiada.

Variable | No Yo
Grupo de edad

< 30 aflos 5 10,4
30 a 64 afos 41 85,4
65 y mas afios 2 42
Total 48 100
Municipio de residencia

Bogota 9 18,8
Girardot 5 10,4
Fusagasuga 18 37,5
Zipaquira 10 20,8
Madrid 1 2,1
Caqueza 5 10,4
Total 48 100
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Variable | No

Diagnéstico histopatolégico

Lesion intraepitelial de alto

grado (LIEAG) 42 87,5
Carcinoma escamocelular

(CCE) 6 12,5
Total 48 100

Tipo de lesiéon acorde con la edad

LIEAG. No (%)

CEC. No (%)

< 30 afios 4(83) 12,1
30 2 64 afios 37 (77,1) 4(83)
65 y mis afios 12,1 12,1
Total 42 (87,5) 6 (12,5)

Tipo de lesién acorde con el municipio

LIEAG. No (%)

CEC. No (%)

Bogoti 5.(10,4) 4(83)
Cqueza 4(83) 12,1
Girardot 5.(10,4) 0
Fusagasuga 18 (37,4) 0
Madrid 0 12,1
Zipaquiri 10 21) 0
Total 42 (87,5) 6 (12,5)

Nota: LIEAG lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado. CEC carcinoma escamocelular

El 79% (38) de los pooles analizados fue-
ron positivos para VPH, identificando en
ellos 12 genotipos de alto riesgo. Predomi-
no6 el genotipo 16 (52,65%) y en el 9% (3) de
los casos se presentd coinfecciéon con dos
genotipos. En ninguna de las muestras se
encontro el genotipo 18 y en el 10,53% (4)

el genotipo no estaba incluido en el kit uti-

lizado. Asi mismo, se observd que 58% (7)
de los genotipos identificados no se encuen-
tran cubiertos por las vacunas disponibles
en la actualidad (Tabla 2). Es de anotar que,
en uno de los casos de coinfeccion, corres-
pondiente a una LIEAG, estaban presentes
los genotipos 51 y 66, no incluidos en las

vacunas actuales.

115



NOVA. 2026; 24 (47)

Tabla 2. Genotipos de VPH identificados en las muestras positivas.

Genotipo ‘ No %
VPH 16 20 52,65
VPH 31 2 5,26
VPH 33 1 2,63
VPH 35* 2 5,26
VPH 51* 2 5,26
VPH 52 1 2,63
VPH 53* 1 2,63
VPH 73* 1 2,03
VPH 82* 1 2,63
VPH 16 + 58 1 2,63
VPH 16 +59* 1 2,63
VPH 51* + 66* 1 2,63
Genotipo no identificado 4 10,53
Total 38 100

Nota: * genotipo no incluido en las vacunas actualmente disponibles

El 21% (10) de las muestras fueron negati-  identificé que el 100% de los casos de Gi-
vas para el VPH. La totalidad de ellas eran ~ rardot y Madrid presentaban infeccién por
LIEAG y el 80% (8) correspondian a muje-  VPH, seguidos por Zipaquira (90%), Bogo-
res en el rango de 30 a 64 afios. En relacién  ta (89%) y Fusagasuga (61%) (Tabla 3).

con el comportamiento por municipios, se

Tabla 3. Comportamiento del papilomavirus en la poblacién analizada.

‘ VPH negativo No (%) ‘ VPH positivo No (%)

Grupo de edad

< 30 afios 2 (20,0) 3(7,9)
30 a 64 afios 8 (80,0) 33 (86,8)
65 y mas afios 0 2 (5,3)
Total 10 (100) 38 (100)

Tipo de lesion

LIEAG 10 (100) 32 (84,2)

CCE 0 6 (15,8)

Total 10 (100) 38 (100)
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| VPH negativo No (%) | VPH positivo No (%)

Municipio

Bogota 1 (10,0 8 (21,1)
Caqueza 1 (10,0 4 (10,5)
Girardot 0 5(13,2)
Fusagasuga 7 (70,0) 11 (28,9)
Madrid 0 1(2,0)
Zipaquird 1 (10,0 9 (23,7)
Total 10 (100) 38 (100)

El genotipo 16 predominé tanto en las mu-
jeres de 30 a 64 anos (57,6%) como en las
LIEAG (53,1%), identificando en Zipaquira
el mayor numero de genotipos (5) seguido
por Bogota (4). Los genotipos no incluidos
en las vacunas se encontraron en LIEAG
del grupo de mujeres de 30 a 64 aflos. En
contraste, los genotipos no identificados se
distribuyeron en todos los rangos de edad
en los dos tipos de patologia (LIEAG vy
CEC). Llama la atencién, que uno de los

casos de cancer, pertenecia a un genotipo

no identificado (Tabla 4).

En el 7,9% (3) de los casos positivos se
identificé coinfeccién, correspondiendo a
mujeres en el rango de 29 a 33 afios. E1 67%
(2) de ellos se clasificaron como LIEAG y
se ubicaron en la ciudad de Bogota y el 33%
(1) correspondié a un CIS. En dos de los
casos se detectaron genotipos que no estan
cubiertos por las vacunas disponibles (51,
59y 606), destacando que en uno de ellos los

dos genotipos no se encuentran cubiertos

(51 y 66) (Tabla 5).

117



24 (47)

©
N
o
N
<
=
o
=

.7

bucién de los genotipos del VPH en la muestra analizada.

istri

Tabla 4. D

g¢ | oy | 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 9| D | ©D1 €9 (L29) 0T [e0],
6 GID1 0 0 0 0 0| Gt o G| e | Gt 0 r'eo) ¢ vambedry
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (om 1 PPPEIN
I (YO 0 0 o] Teor| o1 0 0 0 0 0 0 (LzL) 8 | ¥dnsedesng
S 02 1 0 0 0 0 0 0 0 021 0 0 0 (09) ¢ JOpIeID)
¥ 0 0] 1 0 0 0 0 Crol 0 0 0 0 (9K vzonbe?)
g e | Gent 0| 1 0 0 0 0 0 0 0 Crok4 Lo ¢ yodoq
ordprunw 9 ungog
8¢ | (ESony | (€D 1 | ©D1 | D1 | D1 | D1 | D1 | D1 | 09 | o | D1 | 09 | (979 0T T,
9 | (999D 1 0 0 Gofw 0 0 0 0 0 0 0] 999D 1 009 ¢ DHD
43 toe| Gor| o1 o Gor| Gor| Gor| Gor| €Jec| 9| G991 (XN (I'¢9) L1 OVHI'T
uo1s9] 9p odn 19 ungog
8¢ | sony | ©D1 | ©D1 | €D | €D | D1 | D1 | €D | Ogde | e | D1 | e | (9T 0T [©0],
z 091 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 09 1 9
¢¢ Toec | 91| ©91 o ©or| 91| 91 0| G9c| Goc| 91 (‘9 ¢ 9°L9) 61 9 2 0¢
¢l (et 0 0| (et 0 0 0] ot 0 0 0 0 0 0¢ >
(soye) pepa odni3 |9 ungog

ON ) ON | (WOoN | (WON | (WON | (WON | (WON | (WON | (WON | (WON | (WoN | (WoN | (%) oN (%) ON

oped
-gnuapr
oN

91

odnouan)

118



Almonacid, ef al. Estudio piloto para identificar Virus del papiloma humano en pacientes de
Cundinamarca Colombia, con lesiones premalignas y carcinoma de cérvix

Tabla 5. Descripcién de los casos de coinfeccién.

Edad (afios) Diagnéstico Genotipos identificados Municipio
1 33 LIEAG 51y 66 Bogota
2 29 CIS 16y 58 Bogota
3 31 LIEAG 16y 59 Caqueza
Nota: CIS carcinoma in situ
Discusion

Debido a su transmisibilidad, la mayoria de
los hombres y mujeres sexualmente activos
adquieren la infeccién en el transcurso de
su vida (17). En las mujeres la mayoria de
las infecciones ocurren en menores de 25
anos. Después de esta edad, la prevalencia
disminuye rapidamente, observandose in-
fecciones transitorias e indetectables. En
un alto porcentaje el virus es eliminado en
un periodo de 1-2 afios y solo un pequefio
numero se hace persistente con un nuevo
incremento a partir de los 30 afios, condi-
cion que causa las lesiones premalignas y

malignas del cuello uterino (18).

En concordancia con esto y a pesar de que
las lesiones preneopldasicas se diagnostican
en promedio a los 48 anos, aproximada-
mente el 47% de las mujeres con carcino-
mas invasivos se detectan antes de los 35
anos y el 10% en mayores de 65 (4), lo que
coincide con lo encontrado en este estudio
donde el 2% (1) de los carcinomas infil-
trantes correspondia a mujeres mayores de

65 anos.

En relacién con la edad, la media encon-
trada fue de 43 afios, dato que es inferior a
lo reportado en la ciudad de Manizales (53
anos), Europa (56 anos) y paises del Cari-
be (48 anos) (19). Con respecto al rango de
edad, la mayor prevalencia se ubicé entre
los 30 y 64 anos (85,4%), hallazgo similar
a lo encontrado en otros paises de América
Latina como Ecuador, donde el grupo mas
frecuente para el afio 2023 se ubicé entre
los 45 y 49 afios (20) y es un tanto distante
de lo observado en EE.UU para el periodo
1999-2008, donde el 78% de los casos se
diagnosticaron en mujeres con edades com-

prendidas entre los 30 a 39 afios (21).

Asi mismo, en el 86% (33) de las muestras
de las mujeres con edades de 30-64 afios, se
detect6 la presencia del virus, hallazgo que
esta de acuerdo con la “Guia de practica
clinica para la tamizacion, detecciéon y tra-
tamiento de lesiones preneoplasicas de cue-
llo uterino” de Colombia (24), razén por la
que implementa la prueba molecular para la
identificacién del VPH como método de ta-
mizacién primaria a partir de esta edad. De

igual manera se resalta en ella la importancia
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de la genotipificacion porque orienta el paso
a seguir en el enfoque de tamizacién, triage

y diagndstico.

Dos (4%) de los casos se presentaron en
mujeres mayores de 65 afios. Es de anotar
que la gufa del ano 2014 recomienda reali-
zar tamizacién hasta los 65 afos (24). Sin
embargo, la nueva Guia nacional del afio
2025 que se puede consultar como publi-
caciéon anticipada, aconseja suspender la
tamizacion en esta edad luego de dos resul-
tados negativos consecutivos. Lo anterior
recalca la importancia de acoger por parte
de las mujeres y entidades prestadoras de
salud, las recomendaciones dadas por las

guias nacionales.

En 10 (26%) de los casos analizados no se
detect6 la presencia del virus mediante la
prueba molecular; 8 (80%) en mujeres en el
rango de edad de 30-65y 2 (20%) en meno-
res de 30. Aunque en el presente estudio no
se tuvo acceso a la citologia para realizar la
respectiva comparacion, en un reporte pre-
vio del mismo grupo de investigacion (1) se
identificé en la tamizacién, un caso (11%)
con citologia positiva para lesiéon preneo-
plasica y prueba molecular ADN VPH ne-
gativa. Hs de anotar que el Co-test no esta

contemplado en la guia nacional.

En adicién a lo descrito, cinco (10,4%) de
los casos analizados se encontraron en mu-
jeres menores de 30 afios. Diversos estu-

dios epidemiolégicos complementan este

postulado al demostrar que la incidencia
de cancer de cuello uterino en mujeres jo-
venes tiende al aumento (21,24), con una
alta prevalencia de lesiones de alto grado en
menores de 30 afios (24) y que, se ha incre-
mentado el riesgo de desarrollar cancer de
cuello uterino en mujeres mayores, lo que
puede explicarse por la capacidad del virus
para desarrollar infecciones persistentes al
evadir o modular la respuesta inmune del
huésped una vez infectado (17), asociado
ello a una mayor probabilidad de no reali-

zarse una prueba de tamizacion (25,20).

Se detectd el virus en el 79% (38) de las
muestras amplificadas, encontrandose 12
genotipos de alto riesgo (16, 31, 33, 35, 51,
53, 58, 59, 66, 73 y 82), siendo el genotipo
16 el de mayor frecuencia (52,65%) acorde
reportado con la literatura a nivel mundial.
Llama la atencién que no se encontrd el
genotipo 18, a pesar de que es el segundo
mas frecuentemente descrito en este tipo
de lesion (17, 27) y que se identificé que en
los municipios estudiados estan circulando
genotipos que no estan incluidos en el kit

comercial utilizado en el presente estudio.

Se identificaron 7 genotipos (35, 51, 53, 59,
66, 73 y 82) que no se encuentran cubier-
tos por las vacunas actualmente existentes.
Adicional a ello una muestra correspon-
diente a LIEAG estaba coinfectada con
dos de los genotipos no cubiertos (51,60).
A pesar de que en la actualidad el nivel de

prevencién primaria establecido para el
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cancer de cuello uterino es la vacunacion
cuya seguridad y eficacia han sido amplia-
mente demostradas, uno de los principales
desafios sigue siendo que las vacunas no
protegen contra todos los tipos oncogéni-
cos de VPH (28). Esto plantea la necesidad
de desarrollar vacunas que incluyan genoti-
pos identificados en estudios poblacionales
propios. Asi mismo, se pone de manifiesto
la necesidad de fortalecer de manera para-
lela a la implementaciéon de los programas
de vacunacion, las estrategias de atencion
primaria encaminadas a disminuir la inci-

dencia de la infeccidn.

Se ha demostrado que la presencia de varios
genotipos, especialmente AR-VPH, se aso-
cia con mayor riesgo de desarrollar LIEAG
y carcinoma cervicouterino, especialmente
en personas jovenes (< de 40 afos) sexual-
mente activas (29), hallazgo que coincide
con nuestros resultados que muestran que
el 100% de las pacientes con coinfeccién
por VPH son menores de 40 afios, identi-
ficandose LIEAG en el 67% de los casos
y CIS en el 33%. En nuestro estudio, los
subtipos AR-VPH 16, 51, 58, 59 y 66 fue-
ron identificados entre las pacientes con
coinfeccioén, siendo VPH16 el de mayor fre-
cuencia (66,6%), datos que estan en concot-
dancia con lo encontrado por otros autores
que identificaron en infecciones multiples
el predominio del VPH16 y la presencia del
VPH 58 (29). Lo anterior se alinea con el
postulado que relaciona las coinfecciones

con la presencia de VPH-AR (29) lo que

aumenta la probabilidad de la integracion
viral, situaciéon que conlleva a un mayor
riesgo de desarrollar la enfermedad y gene-
ra la necesidad de realizar un seguimiento

clinico mas estricto de estos casos.

La carcinogénesis por este virus ha sido
bien establecida en las lesiones preneoplasi-
cas y carcinomas de cuello uterino, sin em-
bargo, se ha descrito que hasta un 5% de
estos tumores no se encuentran asociados
con la infeccién persistente por VPH (7).
Se ha demostrado que hasta en el 19% de
las mujeres con este tipo de lesiones no se
identifica la presencia del virus utilizando
solo la prueba molecular (1,6). Situacion si-
milar al presente estudio donde no se en-
contré6 VPH en el 21% (10) de las mues-
tras analizadas. Aunque hasta el momento
es dificil explicar este fenémeno, la teorfa
de “golpe y fuga” podria aclarar la ausencia
de genoma viral en estos casos al proponer
que la expresion de las oncoproteinas vira-
les no es necesaria para el mantenimiento
del cancer, una vez que la infeccién viral
ha causado suficiente alteracion celular. En
consecuencia, el virus puede eliminarse y
no necesitarse para la progresion tumoral
(1,7). Como complemento a este postulado,
se ha demostrado que el tamizaje con las
pruebas conjuntas (citologia de cuello ute-
rino mas prueba ADN-VPH) en mujeres de
30-65 afios, aumenta la sensibilidad para
detectar lesiones preneoplasicas y cancer de
cuello uterino y que, una prueba conjunta

negativa da una mayor protecciéon contra
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lesiones preneoplasicas hasta por 4 afios en
comparacion con el uso individual de cada

una de estas pruebas (6,30).

La fijacién mediante formalina e inclusién
en parafina son los procedimientos de re-
ferencia para conservar y almacenar por
periodos prolongados de tiempo los tejidos
procesados en los servicios de patologia,
demostrando ser utiles para la evaluacion
histomorfolégica y el diagnostico (31). Sin
embargo, presentan una gran dificultad
para realizar estudios moleculares debido a
la facilidad con la que se degrada el ADN
en este tipo de muestras (32). En este estu-
dio se obtuvo una mediana de 0,87 en los
valores de la relacion A260/A280 nm y 0,15
en la relacién A260/A230 nm, lo que indica
una baja calidad del ADN obtenido, muy
probablemente por una alta contaminaciéon
con compuestos aromaticos como fenoles
y proteinas durante el proceso de extrac-
ciéon. A pesar de que no se evidenciaron
valores dentro de los esperados y referen-
ciados por la literatura, se pudo diferenciar
entre muestras verdaderamente negativas y
posibles falsos negativos mediante la eva-
luacién del control endégeno (HLA-DPB1)
en el ensayo. Las 48 muestras con control
endégeno amplificado, aunque con relacio-
nes A260/A280 nm y A260/A230 nm su-
boptimas, se consideraron verdaderamente
negativas, ya que la amplificacién exitosa
del control interno endégeno demostrd su-
ficiencia de ADN funcional para la PCR.
Por el contrario, las 8 muestras excluidas,

presentaron ausencia de amplificacion del

control endégeno, lo que, en el contexto
de la baja calidad del ADN, sugiere falsos
negativos potenciales por inhibicién de la
PCR o degradacién del material genémico.
Esta exclusion evitd sobreestimar la pro-
porcion de resultados negativos y minimi-
26 el sesgo interpretativo. Estos hallazgos
resaltan la robustez de los primers SPF10
para amplificar fragmentos pequefios (65
pb) incluso en ADN de baja integridad,
pero también la necesidad de optimizar la
desparafinaciéon en estudios futuros me-
diante técnicas que mejoren la calidad del
ADN, como métodos enzimaticos o kits
comerciales especificos para tejidos fijados
en formalina (33,34) y de manera concomi-
tante la identificacién de la infeccién por el
virus del papiloma humano en este tipo de

muestras.

Conclusion

Aunque el presente es un estudio piloto con
un tamafo limitado de muestra, cuyos resul-
tados por si solos no constituyen suficiente
evidencia para generar cambios en los linea-
mientos nacionales sobre la prevencién y de-
teccion de la infeccion y de la enfermedad,
aporta informacién que puede ser tenida en
cuenta por los entes reguladores. Dentro de

ella se contempla lo siguiente:

A pesar de que los datos encontrados en re-
lacién con el intervalo de edad promedio en
el que se presentan las lesiones preneoplasi-

cas y el cancer de cuello uterino responden
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a lo descrito en la literatura, la presencia de
este tipo de lesiones en mujeres menores de
25 anos y mayores de 65, plantea considerar
este grupo poblacional dentro de los estu-
dios y las medidas preventivas a desarrollar.
As{ mismo, el identificar la presencia de ge-
notipos no incluidos en las vacunas dispo-
nibles en la actualidad, ratifica la necesidad
de fortalecer de manera concomitante al ta-
mizaje, las estrategias de prevencion prima-
ria, contemplando la posibilidad de elabo-
rar vacunas que incorporen los genotipos
especificos circulantes en cada poblacién.
De igual manera, el demostrar la ausencia
del virus en biopsias de mujeres con estos
diagnoésticos, permite postular el uso del
Co-Test a partir de los 30 afnos con el fin
de identificar de manera oportuna estos ca-
sos, dandoles el tratamiento requerido. Por
ultimo, el estudio evidencia que el tejido
parafinado es una muestra de facil acceso
que se puede utilizar para la deteccion de la

infecciéon por VPH.
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