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RESUMEN

Objetivo Evaluar el papel de los principales factores de riesgo asociados a
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado en mujeres del Departa-
mento del Cauca, Colombia.

Metodologia Después de la firma de un consentimiento informado, las mu-
jeres fueron encuestadas para la obtencion de datos socio-demograficos y
de estilo de vida. Adicionalmente, de cada mujer se obtuvo una biopsia cer-
vical para diagnéstico histopatolégico (casos) y una muestra de células ex-
foliadas (casos y controles) para posterior extraccién de ADN y deteccion de
papilomavirus (VPH) por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Un
total de 98 casos y 109 controles, apareados por edad y procedencia, fue-
ron reclutados para este estudio.

Resultados El estudio confirma la asociacioén entre VPH y el riesgo de neo-
plasia cervical (OR=19,0; 1C95%=8,20-44,2). Los datos sugieren que la
muitiparidad (OR=4,1; 1C95%=1,62-10,6) y la exposicion a carcinégenos
presentes en el humo de lefia (OR=7,3; 1C95%=3,00-19,4) son importantes
co-factores de riesgo dada la presencia de VPH.

Conclusiones Estos resultados brindan informacion valiosa a las institucio-
nes de salud publica para desarrollar mejores programas de promocion y
prevencion de neoplasia cervical.

Palabras Clave: Neoplasia cervical intraepitelial, factores de riesgo, virus
del papiloma humano, paridad, Colombia (fuente: DeCS, BIREME)

ABSTRACT

Papillomavirus and factors associated with high-risk, cervical intra-
epithelial neoplasia in Cauca, Colombia
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Objective Evaluating the role of the main factors associated with high-risk
cervical intraepithelial neoplasia in women from the Cauca Department in
Colombia.

Methodology After signing a consent-form, women were interviewed to ob-
tain socio-demographic and lifestyle data. A cervical biopsy was performed
on each woman for histopathological diagnosis (cases) and a sample of ex-
foliated cells (cases and controls) to extract DNA for HPV detection by poly-
merase chain reaction. A total of 98 cases and 109 controls, matched by age
and ethnicity, were recruited for the study.

Results The study confirmed association between HPV and the risk of cer-
vical neoplasia (OR=19.0; 95 % CI=8.20-44.2). The data suggested that
multiparity (OR=4.1; 95 % Ci=1.62-10.6) and exposure to carcinogens pre-
sent in wood-smoke (OR=7.3; 95 % CI=3.00-19.4) are important co-factors
for cervical neoplasia given the presence of HPV.

Conclusions These results provide valuable information for public health in-
stitutions to develop better cervical neoplasia prevention programmes.

Key Words: Cervical intraepithelial neoplasia, risk factor, human papillo-
mavirus, parity, Colombia (source: MeSH, NLM).

(IARC), los carcinomas del tracto anogenital, particularmente el can-

cer de cuello uterino (CCU), representan el 12 % de todos los canceres
en las mujeres; el CCU ocupa el segundo lugar en incidencia a nivel mundial
(52 000 nuevos casos/afio), después del cancer de seno (1). En el afio 2000,
al menos 76 000 casos incidentes de CCU y 30 000 muertes se estimaron
para América Latina en general, representando 16 y 13 % del total del
mundo, respectivamente (2). En Colombia, el CCU también constituye la
segunda causa de mortalidad en mujeres (16/100 000) y registra una inci-
dencia de 32 por cada 100 000 mujeres (3). Segtn el Instituto Nacional de
Cancerologia, la mayoria de las neoplasias malignas detectadas en cérvix se
encuentran en estados avanzados (Il y IV) (4). En el Cauca, segin la Direc-
cion Departamental de Salud, el CCU es la primera causa de mortalidad por
céncer en mujeres, registrando un promedio de 38 muertes por afto en la 1l-
tima década (datos no publicados).

Segﬂn la Agencia Internacional para la Investigacion en Céncer

Desde la identificacion de las lesiones condilomatosas como precursoras
de cancer en el cuello uterino en la década de los setenta (5), se han reali-
zado varias investigaciones para conocer el papel de la actividad sexual en el
riesgo de CCU, indicando que las mujeres con relaciones sexuales a una
edad temprana o varios compafieros sexuales, tendian a presentar un mayor
riesgo de desarrollar CCU (6). Con el desarrollo de técnicas en biologia
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molecular para detectar la presencia de ADN del virus del papiloma humano
(VPH) en muestras citologicas durante la década de los ochenta, se pudo es-
tablecer el papel del VPH de alto riesgo en la etiologia del CCU (7). Poste-
riormente, estudios epidemioldgicos multicentro conducidos en la década de
los noventa, permitieron demostrar la asociacion causal entre infecciones
con VPH y el desarrollo de CCU (8). Con la evidencia cientifica acumulada,
hoy en dia, la infecciéon con VPH ha sido propuesta como la primera “causa
necesaria” para el desarrollo de CCU (9). Sin embargo, no todas las mujeres
infectadas con VPH desarrollan cancer invasor, existiendo esta infeccién con
frecuencia en mujeres sanas. Por lo tanto, otros co-factores deben ser necesa-
rios para la progresion de la carcinogénesis en el cuello uterino (10).

El objetivo de este articulo es reportar la asociacion del VPH y otros co-
factores con el riesgo para desarrollar lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado en mujeres del departamento del Cauca. Ademas del alto riesgo
asociado a la infeccion con VPH, los resultados muestran una novedosa aso-
ciacion entre la exposicion al humo de lefia en la cocina, la cual es una prac-
tica muy comuin en las mujeres de las zonas rurales del Cauca, y el incre-
mento en el riesgo de este tipo de lesiones.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio y muestreo

Este estudio prospectivo de casos y controles (1:1) se realizé en una pobla-
cion femenina del departamento del Cauca entre enero de 2002 y diciembre
de 2003. Los casos (n = 98) se definieron como aquellas mujeres con lesio-
nes intraepiteliales escamosas de alto grado (NIC II, IIl y carcinoma in situ)
y se seleccionaron entre las mujeres remitidas al Centro de Patologia Cer-
vico-Uterina (CPCU) del Hospital Susana Lopez de Valencia (HSLV) de la
Ciudad de Popayan. Los controles (n = 109) fueron definidos como mujeres
con un cuello uterino sano, con citologia “normal” en el dltimo afio, sin his-
toria previa de tratamiento por infeccién con VPH (Ej. crioterapia) y se co-
lectaron en los servicios de citologia del Hospital Nivel I del Bordo, Hospital
Nivel | de Piendamé y el HSLV y Profamilia en Popayan.

Después de la firma voluntaria del consentimiento informado, segin lo
dispuesto en la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud, las
participantes fueron entrevistadas a través de un cuestionario para colectar
las variables de interés. Posteriormente, se obtuvo una biopsia cervical para
diagnéstico histopatoldgico de la lesién (casos) y una muestra de células ex-
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foliadas del cuello uterino (casos y controles) para posterior extraccion de
ADN y deteccion de VPH por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los controles se parearon con los casos, segin edad (x 5 afios) y proce-
dencia (urbana o rural). Otras variables como estrato social, ingresos, educa-
cidn, etc. no se tuvieran en cuenta para parear. Los criterios de exclusion del
estudio fueron exposicién a drogas quimo-terapéuticas, enfermedades créni-
cas, historia familiar de cancer, que no se deseara participar en el estudio o
que su estado de salud no se lo permitiera.

Extraccion de ADN y deteccién de ADN viral

El ADN gendémico fue extraido de células exfoliadas cervicales utilizando la
técnica por Chelex (SIGMA, No. C7901) (11). Para la deteccién del VPH se
utilizo una técnica previamente estandarizada y utilizada por el grupo de in-
vestigacion (12). En resumen, la reacciéon de PCR (50 pL) consistié de 100
ng de ADN, 35 pmol de cada cebador: 1s-TAGGGTTACATTGCTATGAG,
3s-ATGGCTGATCCWGMAGGTAC,1as-TTCCACTTCAGWAYWGCCA
TA. Se agregd 200 pmol de dNTPs, 5 pL de 10X PCR buffer, 1,5 mM
MgCl12, y 2 U de Taq DNA polymerase (No. M1865, Promega, Madison,
WI, USA). Las condiciones de PCR consistieron de 4 min a 94°C, seguido
por 35 ciclos de 94°C por 40 seg, 56°C por 30 seg, 72°C por 30 seg, y un
paso final de 72°C por 10 min. Los productos de amplificacién fueron sepa-
rados por electroforesis usando un gel de 3:1 Nusieve Agarose al 2,5 % co-
rriendo a 80 voltios por 45 min. La amplificacién de bandas a 670 o 420 pb
indic6 la presencia de VPH de bajo o alto riesgo, respectivamente. Todas las
reacciones incluyeron controles internos de amplificacién utilizando cebado-
res especificos para f3-globina, como se describe en la literatura (12).

Analisis estadistico

El analisis de datos se realizo en el paquete estadistico SPSS versién 10
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Las variables continuas se expresaron con la
media + desviacion estandar y las variables discretas se expresaron en fre-
cuencias y proporciones. Para estimar el riesgo relativo, se calculo los OR y
los intervalos de confianza al 95 %, utilizando un modelo de regresién lo-
gistico multiple (12). Adicionalmente, los OR fueron ajustados por las po-
tenciales variables de confusion VPH (presencia vs. ausencia), edad (varia-
ble continua), lugar de procedencia (urbano vs. rural) y nivel educativo (nin-
guno, primaria, secundaria o superior).
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RESULTADOS

Un total de 207 mujeres fueron reclutadas para este estudio (98 casos y 109
controles). Los diagnosticos histopatoldgicos de los casos correspondieron a
16 (16 %) NIC 11, 35 (36 %) NIC IIl y 47 (48 %) carcinomas in situ. Como
se indica en la Tabla 1, la edad promedio de los casos fue 44,2 + 14,3 afios.
Un total de 47 (48 %) casos se encontraron en edades entre los 18 y 40 afios,
periodo considerado como “adecuado” para la reproduccion. La mayoria de
los casos procedian de 4reas rurales (78 %). El 52 % de los casos reportaron
no poseer ningun tipo de formacién académica en comparacion a un 25 % en
los controles. No se observaron diferencias significativas en las variables de
apareamiento (edad y procedencia) entre los casos y los controles.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio

Casos Controles
M n (%) n(%) p

Total 98 (100) 109 (100) NA.
Edad (afios)

Media + DS 4421143 429110,1 0451°

<30 16 (16) 16 (15)

3140 31(32) 31 (28)

41-50 18 (18) 35 (32)

> 50 33 (34) 27 (25) 0,140
Procedencia

Urbana 22 (22) 32 (29)

Rural 76 (78) 77 (71) 0,272°
Consumo de cigarilio

Si 3(3) 3(3)

No 95 (97) 108 (87) 1,000°
Consumo de alcohol

Nunca 38 (39) 40 (37)

1-2 veces/mes 16 (16) 18 (16)

1-2 veceslafio 44 (45) 51 (47) 0,951°
Nivel educativo

Ninguno 51(52) 27 (25)

Primaria 40 (41) 49 (45)

Secundaria 6 (6) 19(17)

Superior 1(1) 14 (13) 0,001"

p: probabilidad; N.A_: no aplica; DS: desviacion estandar.
* Prueba de ANOVA para la comparacion de medias.
® Prueba de ¥ para la comparacion de proporciones.

La Tabla 2 muestra que la infeccién con VPH fue un factor de riesgo al-
tamente significativo, estando presente en 91 % de los casos en comparacion
a un 36 % en los controles. Después de ajustar en el modelo de regresion lo-
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gistica multiple con las potenciales variables de confusion, el riesgo fue 19
veces mayor dada la presencia de VPH (Tabla 2).

Tabla 2. Principales factores y riesgos asociados a neoplasia cervical en el Cauca

e

Casos Controles OR OR sjustado”
e n®  n(%) 0C 05%) (IC 85%)
Total 98 (100) 109 (100)
VPH alto rieago
Negativo 9(0) 70 (84) 1,0
Posliivo 89 (0t1) 39 (38) 17,1 (7,8-37.8) 19,0 (8,244.2)°
Edad primera relacién sexual
> 17 aflos 34 (35) 50 (46) 1.0
s17 84 (65) 59 (54) 1,6 (0,9-2,8) 1,6 (0,7-3.4)
No. compafieros sexunies
<2 64 (85) 76 (70) 1,0
>2 34 (35) 33 (30) 12(0.7-2.2) 1.5(0,7-3.4)
Paridad
<3 25 (26) 58 (53) 1,0
>3 73 (74) 51 (47) 3,5(1,96,3) 4,1(1,6-10,6)°
Uso de anticoncepiivos
No { 45 (48) 22N 10
8§ 53 (54) 80 (73) 0.4 (0,2-0,8) oA 3
Baréra 38 (39) 41 (38) 0.6 (0.3-1,1) 0,7 (0.2-1.8)
Div 35 (38) 36 (33) 06(0.31.2) 0.6 (0.2-1,8)
Conddn 2(2) 303 0,4 (0,1-2,7) 04 (0,1-64)
Owos 1(1) 2(2) 0,3 (0,1-3,7) 04 (0,1-7,7)
Hormonales 15 (15) 39 (3% 0,3 (0,1-0.5) 0,3(0,1-0,8)°
Inyeccion 3 9(8) 0.2 (0,1-0,9) 0.7 (0.1-6.6)
Plidora 12(12) 30 @7 0,3 (0,1-0.8) 0.2 (0,1-0.7)°
Nunca 86 (88) 79(72) 1.0
< 5 aflos 8(8) 17 (16) 0,4 (0,2-1,1) 0.6(0,2-1,9)
>5 4 (4) 13(12) 0,3(0,1-0,9) 0,2(0,1-0,8)°
Exposicion a humo de lefia
No 33(34) 81 (74) 10
Si 65 (66) 28 (26) 5,7 (3,1-10,4) 7.3(3,0-19.4)°
1-15 afios 6 (6) 3(3) 4.9 (1,2-20,8) 7.5 (0,9-61.8)
16-45 41 (42) 19(17) 53(2,7-10,4) 53 (1,9-14,7)°
> 45 18 (18) 6 (6) 7.4(2,7-20,2) 16,1 (3,5-73,5)°
IC: intervalo de confianza; VPH: virus del papiloma humano; DIU: dispositivo
intrauterino.

* Riesgo ajustado, estimado en un modelo de regresion logistica multiple agregando
la variables independientes VPH, edad, procedencia y nivel educativo.

® Categoria de referencia.

¢ p < 0,05 segin prueba de x? calculada por el modelo de regresion logistica
muttiple.
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Como se indica en la Tabla 2, tener la primera relacion sexual a una edad
menor o igual a 17 afios (OR=1,6) o mas de 2 compafieros sexuales
(OR=1,5) no afectd significativamente el riesgo, incluso después de ajustar
por las variables de confusion. En un analisis posterior (datos no mostrados),
la diferencia entre edad a la primera relacion sexual (17,243,6 vs. 17,6+3,7,
p=0,476) y el nimero de comparieros sexuales (2,5+2,6 vs. 2,6%2,9, p=
0,770) no fue estadisticamente significativa entre casos y controles, respecti-
vamente. Sin embargo, se observd que los casos menores o iguales 30 afios
tuvieron su primera relacion sexual a una edad significativamente menor que
la de los controles (15,3+1,8 vs. 17,9+3,8, p=0,020, respectivamente).

La mayoria de los casos (74 %) reportaron ser multiparas (> 3 partos), lo
cual estuvo asociado con un riesgo de 4,1 veces mayor (Tabla 2). En un ana-
lisis posterior (datos no mostrados), el niimero promedio de partos en la po-
blacion de casos fue significativamente mayor en relacion a los controles
(5,3£2,6 vs. 3,8+2,5, p<0,001, respectivamente).

El uso de anticonceptivos fue mayor en los controles (73 %) en compara-
cion con los casos (54 %), lo que redujo el riesgo en un 60 %, incluso des-
pués de ajustar por las variables de confusion (Tabla 2). Al analizar el riesgo
segtn el tipo de anticonceptivo, los métodos de barrera tendieron a disminuir
el riesgo, pero este no fue significativo. Los métodos hormonales también
tendieron a reducir el riesgo, pero solamente la pildora fue asociada a una
reduccion significativa en el riesgo; en particular, en mujeres que la habian
usado por mas de 5 afios (OR=0,2).

El uso de lefia como combustible en la cocina fue mayor en los casos (66
%) en comparacion a los controles (26 %), generando un riesgo 5,7 veces
mayor en los casos, el cual aumenté significativamente hasta 7,3 una vez se
ajust6 por las variables de confusion (Tabla 2). Al analizar el promedio de
afios que las mujeres habian estado expuestas al humo de lefia (datos no
mostrados), no se encontré una diferencia estadisticamente significativa en-
tre casos y controles (34,31£14,7 vs. 33,7+10,6, p=0,860, respectivamente).
Sin embargo, al categorizar las mujeres por tiempo de exposicion (Tabla 2),
se observo un aumento en el riesgo dependiente del tiempo de exposicion, el
cual se mantuvo después del ajuste por variables de confusién para las cate-
gorias 16-45 y mayores de 45 afios, esta ultima registrando el mayor riesgo.

DISCUSION
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Este es el primer estudio caso-control realizado en el departamento del
Cauca para establecer el papel de los principales factores de riesgo asociados
a neoplasia cervical. El uso de un cuestionario detallado para la obtencion de
variables socio-démogréficas, la identificacién precisa de los casos y con-
troles y el diagnéstico molecular de VPH, permitié realizar un adecuado
andlisis de riesgo (OR), ajustando por las potenciales variables de confusion.
Los casos estuvieron caracterizados por ser mujeres, en su mayoria, proce-
dentes de areas rurales y con un nivel educativo bajo (< primaria), caracte-
risticas poblacionales que han sido previamente descritas en la literatura
como factores de riesgo para el desarrollo de lesiones intraepiteliales esca-
mosas de alto grado (13). Estos resultados resaltan la necesidad de mejorar
los programas de tamizaje en las areas rurales que permita la deteccion tem-
prana y el tratamiento oportuno de las lesiones precursoras del cancer cervi-
couterino.

El presente estudio muestra que la infecciéon con VPH es un factor de
riesgo importante para el desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado en el departamento del Cauca, ocurriendo en 91 % de los casos.
Esta frecuencia esta acorde con estudios epidemiolégicos recientes que indi-
can la presencia de VPH en mas del 90 % de los casos (9,12). De otro lado,
la frecuencia de infeccion con VPH fue de 36 % en los controles, una cifra
relativamente alta en comparacién con estudios realizados en 4reas urbanas
en Colombia (10-15 %) (14,15), pero muy similar con otros estudios realiza-
dos en éreas rurales en Latinoamérica (25-36 %) (16,17). En consecuencia,
la alta prevalencia de infeccion con VPH en la poblacion podria ser una de
las causas de la alta incidencia de estas lesiones en la poblacion femenina del
departamento del Cauca.

Al igual que otros estudios (16,18), la prevalencia de infecciéon con VPH
presenté dos picos en la poblacién caucana, uno entre los 31-40 afios de edad
y otro para mayores de 50 afios. Existen varias hipétesis para este compor-
tamiento en prevalencia: el primer pico se asocia con el tiempo necesario
para desarrollar neoplasia cervical, una vez se ha infectado con VPH. El se-
gundo pico puede indicar una reactivacioén de una infeccion latente con VPH
o que la posibilidad de identificacién de VPH haya aumentado en la medida
que los cambios atroficos posmenopéusicos ocurren en el tejido del cuello
uterino (19). Estos datos no solamente sefialan que se debe procurar por
mantener en los programas de citologia a las mujeres mayores de 50 afios,
sino también que es necesario realizar investigaciones para identificar las ba-
rreras logisticas y culturales que dificultan su seguimiento y para conocer las
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causas de la reactivacion viral, lo cual podria estar mediado por la suscepti-
bilidad genética en el sistema inmune (20).

Aunque varios estudios han reportado que el nimero de compaiieros
sexuales esta asociado con el riesgo de neoplasia, parece ser que este para-
metro solo expresa la probabilidad de infeccion con VPH; convirtiéndose
estadisticamente irrelevante frente a las nuevas técnicas moleculares para
detectar la presencia de VPH (9). De otro lado, la edad a la primera relacién
sexual parece ser un factor de riesgo independiente (9,17). En el presente
estudio, el nimero de compafieros sexuales no afecto el riesgo de neoplasia
cervical, mientras que haber tenido la primera relacién sexual a una edad
temprana fue estadisticamente significativo en los casos menores o iguales a
30 afios. Lo tiltimo sugiere que existe un periodo de susceptibilidad al poten-
cial oncogénico de VPH; se ha demostrado que el cuello uterino es mas vul-
nerable durante la menarquia, cuando el tejido escamocolumnar sufre meta-
plasia y una infeccién con VPH podria alcanzar el tejido basal y establecer
una infeccién persistente (9,17).

En el presente estudio, se observ6 una fuerte asociacion entre la multipa-
ridad y el riesgo de neoplasia cervical, incluso después de controlar por las
potenciales variables de confusién. La multiparidad ha sido asociada con-
sistentemente con un mayor riesgo de neoplasia cervical; en el anélisis res-
tringido de mujeres VPH positivas, se ha reportado un incremento en el
riesgo de NIC II, III y carcinoma in situ asociado con un incremento en el
namero de partos (21).

De otro lado, en el presente estudio, el uso de anticonceptivos orales re-
dujo notablemente el riesgo de neoplasia; en particular, en mujeres con uso
mayor a 5 afios. Estos resultados son contrarios a la evidencia epidemiolé-
gica disponible, la cual indica un incremento en el riesgo de neoplasia en
mujeres VPH positivas que llevan consumiendo anticonceptivos orales por
largos periodos de tiempo (22). Una posible explicacion para esta diferencia
en el riesgo es que, en general, los casos tuvieron un nivel educativo inferior
en comparacion a los controles, lo cual esta asociado con un nivel socio-
econdmico bajo, y por lo tanto, reduce la capacidad de adquisicién de anti-
conceptivos orales. Ademas, el continuo seguimiento citolégico que se re-
comienda hacer a las mujeres que utilizan anticonceptivos orales, pudo in-
fluenciar la reduccion de riesgo en las mujeres que los consumen. En cual-
quier instancia, el tamafio de muestra del presente estudio no tiene suficiente
poder estadistico, por lo que es necesario ampliar la muestra para poder dis-
criminar entre estas posibles explicaciones.
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La contaminacidn del aire a través de la combustién de la lefia, ha sido
asociada con el desarrollo de cancer de pulmoén y del tracto aero-digestivo
superior (23). Durante la combustion de 1a lefia se liberan mondxido de car-
bono, 6xidos de sulfuro y nitrogeno, mezclas de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y otras particulas, los cuales han sido clasificados por la IARC
como posibles carcinégenos a humanos (24). En el presente estudio, el
riesgo de neoplasia cervical fue de 5,3 para mujeres entre 16-45 afios de ex-
posicion al humo de lefia y de 16,1 para mujeres expuestas > 45 afios (Tabla
2). Estos resultados sugieren que la exposicion al humo de lefia es un im-
portante co-factor de riesgo para neoplasia cervical, particularmente en las
mujeres infectadas con VPH. Estas observaciones son soportadas por un es-
tudio realizado en Honduras, en el cual el riesgo de neoplasia cervical en
mujeres VPH positivas fue dependiente del tiempo de exposicién a humo de
lefia (25). Es posible que la exposicién al humo de lefia por varios afios
pueda tener un efecto bioldgico en la progresion de las lesiones pre-neopla-
sicas del epitelio cervical, induciendo la acumulacién de dafio genético a
manera de aberraciones cromosomicas y mutaciones génicas, como se ha
propuesto para otros carcindgenos ambientales, favoreciendo asi la aparicién
de lesiones en las mujeres VPH positivas (10).

En conclusién, el presente estudio confirma la asociacion entre VPH y el
riesgo de lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (NIC II, NIC Il y
carcinoma in situ). Los datos sugieren que el inicio de relaciones sexuales a
temprana edad, la multiparidad y la exposicidn a carcinégenos ambientales
presentes en el humo de lefia son importantes co-factores de riesgo para neo-
plasia cervical. Estos resultados brindan informacién valiosa a las institucio-
nes de salud puablica para desarrollar mejores programas de promocién y
prevencion de neoplasia cervical en la region y el pais. o
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