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RESUMEN

Introduccion: De acuerdo con estudios en las pasadas dos décadas, las personas que viven
con VIH/SIDA (PVVS) tienen mayor susceptibilidad a presentar lesiones bucales asociadas al
Virus del Papiloma Humano (LB-VPH), que pueden ser floridas, recidivantes y resistentes a
los tratamientos convencionales. Ademads de las alteraciones inmunoldgicas sistémicas como
resultado de la disminucién de linfocitos T CD4+, lo anterior pudiera ser resultado de
alteraciones inmunoldgicas locales, particularmente en las células de Langerhans (CL), las
cuales expresan la proteina CD1la en su superficie. Algunos estudios recientes realizados en
lesiones anales y de cuello uterino, han identificado una disminucién de las CL CDla+, sin
embargo, no existen reportes sobre su presencia en LB-VPH de sujetos con VIH/SIDA.

Objetivo: Identificar el inmunomarcaje de CD1a en las CL de LB-VPH en un grupo de PVVS
y su posible asociacién con caracteristicas clinico-patoldgicas.

Metodologia: Estudio retrolectivo, transversal, observacional y descriptivo en el que se
incluyeron muestras de LB-VPH provenientes de individuos con VIH/SIDA de las Clinicas
Especializadas Condesa (CEC), de enero de 2014 a julio de 2018. Se obtuvieron datos
demograficos y clinicos del expediente médico y de la Clinica de Patologia y Medicina bucal.
Los bloques de tejido fueron sometidos a un andlisis histopatolégico (H-E) e
inmunohistoquimico (anticuerpo primario CD1a). La tincién membranal a CD1a en las células
de Langerhans fue considerada positiva, y se calcul6 el porcentaje y localizacién dentro de los
estratos epiteliales. El andlisis estadistico se realiz6 en el programa SPSS (V22); calculando
medidas de tendencia central y de dispersion para las variables continuas, y proporciones para
las variables categoricas. El andlisis bivariado para las variables categéricas se realizo a través
de la prueba de X? y la prueba U de Mann-Whitney para las variables continuas. Se utilizé un
valor de p <0.05.

Resultados: Se incluyeron 40 casos (92.5% hombres, media de edad de 39 afios), 72.5% en
etapas avanzadas de la infeccién por VIH/SIDA (mediana de linfocitos CD4+: 306 cél/mm°,
60.5% con carga viral indetectable). El 90% de los casos tenian terapia antirretroviral
combinada. La LB-VPH mads frecuente fue la hiperplasia epitelial multifocal (62.5%). El
82.5% de las muestras mostro un bajo inmunomarcaje de CL y el resto un marcaje normal. El
51.5% de las LB-VPH con bajo marcaje presentaron una localizacién basal y suprabasal, en
contraste con las de marcaje normal que mostraron CL en todo el espesor (57.1%). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el inmunomarcaje y las
caracteristicas clinicas, excepto con el conteo de leucocitos totales (p<0.05).

Conclusiones: En individuos con VIH/SIDA, la reducida cantidad de CL en las LB-VPH
sugiere que sus caracteristicas clinicas atipicas pudieran estar asociadas a una respuesta

inmune local alterada.

Palabras clave: VIH/SIDA, LB-VPH, CD]1a.
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1. INTRODUCCION

1.1. Infeccién por VIH/SIDA

1.1.1 Epidemiologia

La infeccién por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Sindrome de la
Inmunodeficiencia Humana (SIDA) contindan siendo un problema de salud publica, a pesar
de la significativa disminucién en las cifras de mortalidad asociada con el VIH/SIDA en las
pasadas dos décadas (UNAIDS, 2019). En el ultimo reporte del UNAIDS, se reporté un
total de 37.9 millones de personas viviendo con VIH/SIDA (PVVS) en el mundo y 1.7
millones de casos nuevos en el afio 2018 (UNAIDS, 2019). Con respecto a México,
CENSIDA report6 en el afio 2019 un total de 179,640 PVVS y 15,653 casos nuevos en el

afio (CENSIDA, 2019).

1.1.2 Etiopatogenia

El VIH es un virus del género Lentivirus, perteneciente a la familia Retroviridae, es decir
un retrovirus, que se clasifica en dos variantes: el tipo 1 (VIH-1) y el tipo 2 (VIH-2). El
VIH-1 es el mas patogénico y se subdivide en 4 grupos: M, N, O y P, de los cuales el M es
el mas predominante a nivel mundial; el VIH-2 es endémico de Africa, aunque hay algunos
casos reportados en Portugal, Espafia, Francia y Brazil (Deeks y cols, 2015; Maartens y

cols., 2014; Engelman y Cherepanov, 2012).

El genoma del VIH estd compuesto por dos copias idénticas de ARN de simple cadena que
posee nueve genes para codificar las diferentes proteinas virales y dos regiones LTR (Long

Terminal Repeat) en los extremos para la integracion al genoma de la célula hospedera. Los



genes gag, pol y env codifican las proteinas estructurales para las nuevas particulas virales,
mientras que los otros seis genes, tat, rev, nef, vif, vpr y vpu se consideran accesorios y
codifican las proteinas que controlan la habilidad del VIH para infectar las células, para la
replicacién viral y para producir enfermedad (Engelman y Cherepanov, 2012; Delgado,

2011).

En cuanto a la conformacién de la particula del VIH, las copias de ARN se encuentran
acompanadas por multiples enzimas involucradas en la replicacioén viral, las cuales son
llamadas transcriptasa reversa, proteasa e integrasa. E1 ARN y estas enzimas estdn rodeadas
por la cdpside, conformada por multiples copias de la proteina viral p24, que a su vez esté
rodeada por una matriz de proteinas pl7 que asegura la integridad de la particula viral. Por
ultimo, el virus se encuentra envuelto por una membrana lipoproteica, en la cual se
encuentran las glicoproteinas gp120 y gp41, que son esenciales en la adherencia del virus
con la célula del huésped. Dicha adherencia se lleva a cabo con células que presentan
receptores de membrana CD4, como los monocitos, macréfagos, células dendriticas y
principalmente los linfocitos T auxiliares. E1 CD4 es el receptor primario para el VIH, sin
embargo, existen co-receptores como el CCRS en los linfocitos T, macréfagos y células
dendriticas, y el CXCR4 en los linfocitos T, que en conjunto provocan la entrada del virus a
la célula del huésped (Deeks y cols, 2015; Maartens y cols., 2014; Engelman y Cherepanov,

2012; Moir y cols., 2011; Pérez y cols., 2011).

Durante la infeccion por VIH, el virus primeramente infecta las células CD4+ en las
mucosas, disminuyendo sus conteos y después se esparce al sistema linfatico. Los niveles

de ARN viral son detectables en los primeros dias y luego incrementan exponencialmente,



alcanzando un pico unas semanas después, en donde la respuesta inmune adaptativa
controla parcialmente al virus, ya que la respuesta humoral es ineficaz debido a la evasion
viral. Posteriormente se alcanza un punto de estabilidad de la viremia y el conteo de células
T CD4+, donde el VIH establece una infeccion latente en los linfocitos de memoria, aunque
también puede establecerla en células T CD4+ inmaduras y en otras células CD4+ de vida
larga. En este periodo de estabilidad, el crédito es de los linfocitos T CD8+ especificos para
VIH, sin embargo, ante la exposicién cronica del virus, estas células se vuelven
disfuncionales y la destrucciéon progresiva de linfocitos T CD4+ conlleva a la

inmunodeficiencia e inflamacién crénica (Deeks y cols, 2015; Maartens y cols., 2014).

Dentro de los mecanismos que utiliza el VIH para reducir el nimero de células T CD4+ se
encuentra la replicaciéon viral, que puede ser directamente citopatogénica, y una
transcripcion viral incompleta, estimulando una respuesta inflamatoria intensa y la muerte
de las células T locales no infectadas. Por dltimo, el VIH puede afectar la capacidad del
sistema inmune para regenerar las células T CD4+ debido al dafio viral causado en las

células madre y el timo (Deeks y cols, 2015).

Clasificacion de la infeccion por VIH/SIDA. Los Centros para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC) clasifican la infeccion por VIH/SIDA de acuerdo al conteo de
linfocitos T CD4+ en tres categorias (1, 2 y 3) y de acuerdo a las manifestaciones clinicas
en tres categorias (A, B, y C), resultando en las subcategorias Al, A2, A3, B1, B2, B3, Cl1,

C2 y C3 (Schneider y cols., 2008).



La categoria 1 incluye a individuos con un conteo de linfocitos T CD4+ mayor o igual a
500 células por microlito; la categoria 2 con 200 a 499 células por microlitro; y la categoria
3 con menos de 200 células por microlitro. En cuanto a las categorias clinicas, la A incluye
individuos asintomdticos, mientras que la B y la C incluyen individuos que presenten
infecciones oportunistas especificas en cada categoria. Se ha definido que todo individuo
que se encuentre en categoria 3 (<200 cél/uL) tiene SIDA, independientemente de la
categoria clinica. Asimismo, todo individuo que se encuentre en categoria C también se

considera con SIDA (Schneider y cols., 2008) (Anexo 1).

Tratamiento del VIH/SIDA. La visién de la infeccion por VIH ha cambiado a lo largo del
tiempo desde la introduccién de la terapia antirretroviral combinada (TARc); hace algunas
décadas era vista como una infeccién mortal y actualmente es reconocida como una
condicidn crénica que puede ser tratada con facilidad (Patton y cols., 2013). La TARCc tiene
como objetivo principal suprimir la replicacion viral del VIH a niveles que sean
indetectables en la circulacion periférica y restablecer el sistema inmunitario mediante la
obtencion de un conteo de linfocitos T CD4+ cercano a niveles normales (El Howati y
Tappuni, 2018; Pinto-Cardoso y cols., 2017; Maartens y cols., 2014; Thompson y cols.,

2010).

A la fecha existen seis clases diferentes de fairmacos con accién antirretroviral aprobados
por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento de individuos con
VIH/SIDA: inhibidores nucledsidos de la transcriptasa reversa (INTR), inhibidores no
nucledsidos de la transcriptasa reversa (INNTR), inhibidores de proteasa (IP), inhibidores

de la fusién (IF), inhibidores de la entrada (IE) e inhibidores de la integrasa (II). Cada uno



actia en una fase especifica del ciclo de replicacion del VIH; los INTR e INNTR actdan
durante la transcripcidn reversa y por ende su proteina blanco es la transcriptasa reversa; los
IP actian durante la maduracion y su proteina blanco es la proteasa; los IF e IE durante la
entrada, sobre la proteina gp41 y el co-receptor CCRS5 respectivamente; y por ultimo los II
actian durante la integracién sobre la proteina integrasa (Pinto-Cardoso y cols., 2017;

Maartens y cols., 2014; Engelman y Cherepanov, 2012).

1.1.3 Manifestaciones bucales del VIH/SIDA

Las manifestaciones bucales asociadas al VIH (MB-VIH) han sido caracteristicas
importantes a lo largo de la infeccién, ya que fungen como indicadoras de la propia
infeccion por VIH (Ranganathan y Umadevi, 2019; Patton y cols., 2013), de falla al
tratamiento antirretroviral (Patton y cols., 2013; Baccaglini y cols., 2007) y/o indicadoras
del Sindrome Inflamatorio de Reconstituciéon Inmune (SIRI) (Patton y cols., 2013;
Ramirez-Amador y cols., 2009). Las MB-VIH son clasificadas actualmente segin su
etiologia en infecciones fungicas, infecciones virales, condiciones idiopaticas, infecciones

bacterianas y neoplasias (Shiboski y cols., 2009) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacién de las manifestaciones bucales asociadas a VIH/SIDA (Shiboski y
cols., 2009).

Etiologia Manifestaciones bucales

. L. Candidosis pseudomembranosa, Candidosis eritematosa, Queilitis
Infecciones filingicas
angular

Leucoplasia vellosa, Lesiones asociadas a VPH, Herpes labial,

Infecciones virales i .
Herpes simple intrabucal recurrente

Estomatitis aftosa recurrente, Estomatitis ulcerativa necrosante,

Condiciones idiopdticas - . e
Ulceras inespecificas

Infecciones bacterianas ~ Gingivitis ulcero-necrosante, Periodontitis ulcero-necrosante

. Sarcoma de Kaposi, Carcinoma de células escamosas, Linfoma
Neoplasias )
no-Hodgkin

En las PVVS que utilizan TARc se ha observado que existe una disminucion de las MB-
VIH como la candidiasis, de un 39.5% a un 26.2% y la leucoplasia vellosa de un 26% a un
11.6%, debido a que hay una mejora en la respuesta inmunoldgica para combatir estas
infecciones oportunistas (Ranganathan y Umadevi, 2019; El Howati y Tappuni, 2018). En
contraste, algunos estudios han reportado un aumento de un 2% a un 5.2% desde 1990
hasta el 2015 en las lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano (LB-VPH)
en individuos bajo TARc. Se ha observado que estas lesiones son mas prevalentes en paises
desarrollados (4.6%) en comparacion con los paises en desarrollo (1.9%) y hasta el dia de
hoy no se conoce con exactitud la razon de este aumento (Ranganathan y Umadevi, 2019;
Ottria y cols., 2018; El Howati y Tappuni, 2018; Batavia y cols., 2016; Speicher y cols.,

2016; Patton y cols., 2013; Anaya-Saavedra y cols., 2013; Syrjinen, 2011).



1.1.4 Lesiones bucales asociadas al VPH

Las LB-VPH son un grupo heterogéneo de lesiones caracterizadas por ser exofiticas, con
una superficie papilomatosa, lisa o con aspecto de coliflor, de color blanco o semejante a la
mucosa, solitarias o multiples y de larga evoluciéon (Ranganathan y Umadevi, 2019), las
cuales se han dividido segin sus caracteristicas clinico-patolégicas en cuatro entidades:
hiperplasia epitelial multifocal (HEMF), papiloma escamocelular (PEC), verruga vulgar
(VV) y condiloma acuminado (CA). Estas cuatro entidades muestran un comportamiento
benigno tanto en individuos sanos como en individuos con VIH/SIDA y estdn asociadas en
su gran mayoria a los VPH de bajo riesgo (VPH-BR) (Betz, 2019; Rautava y Syrjinen,

2011; Feller y cols., 2011; Syrjdnen, 2003).

La HEMF es una entidad rara, asociada a los VPH-BR 13 y 32 principalmente. Se presenta
cominmente en ciertos grupos étnicos, como los Eskimos e indigenas de América del
Norte, Centro y Sur, en los que se ha observado una predisposicion genética del gen HLA-
DR4; En México existen pocos estudios, por lo que se ha reportado una baja prevalencia en
esta poblacion, de 0.03-0.06% (Ledesma y cols., 2005; Garcia-Corona y cols., 2004). Se
presenta con mayor frecuencia en jovenes con ligera predileccion por el sexo femenino, en
forma de multiples papulas de color rosa, superficie lisa, asintométicas, con un tamafio que
varia entre 1 a 10 mm, las cuales pueden coalescer y formar una lesion extensa, y que
pueden desvanecer ante la distension de la mucosa. Su localizacién mds comun es la
mucosa labial inferior, mucosa yugal y mucosa lingual, sin embargo, pueden presentarse en
cualquier parte de la mucosa bucal (Betz, 2019; Said y cols., 2013; Feller y cols., 2011;

Pérez y cols., 2010; Syrjidnen, 2003).



La histopatologia de la HEMF estd caracterizada por una leve hiperqueratosis y una
acantosis prominente del epitelio escamoso estratificado, con preservacion de la
maduracién celular normal. Se pueden ver coilocitos y figuras mitosoides compuestas por
células con nucleo carioréctico que simula una mitosis, en todo el espesor epitelial. Estas
figuras mitosoides son la caracteristica mds importante de esta lesion (El-Naggar y cols.,

2017).

El PEC es una lesién hiperplésica exofitica comun, asociada a los VPH-BR 6 y 11, que se
presenta en ambos sexos por igual, con mayor frecuencia entre la 3* y 4* década de vida.
Esta caracterizado por una superficie multilobulada con aspecto de coliflor, de base
pediculada o sésil, color rosa o blanco, normalmente dnico, pero puede ser multiple y suele
estar localizado en paladar blando, lengua, labios y mucosa gingival (Betz, 2019; Feller y

cols., 2011; Syrjanen, 2003).

La histopatologia del PEC estd caracterizada por proliferaciones papilares de epitelio
escamoso estratificado hiperpldsico que puede o no presentar una capa de paraqueratina u
ortoqueratina de espesor variable. Las proyecciones epiteliales digitiformes se extienden
desde una base angosta soportada por tejido fibroconectivo con capilares dilatados. El
estroma puede ser edematoso o hialinizado. La presencia de colilocitos es infrecuente, asi
como las mitosis, excepto ante la presencia de trauma o inflamacion (EI-Naggar y cols.,

2017).

La VV es la lesion asociada a VPH mds comun en la piel, sin embargo, se ha encontrado

también en la mucosa bucal. Se asocia a los VPH-BR 2 y 4, siendo este ultimo un tipo de



VPH cutdneo. Suele localizarse en zonas queratinizadas como el paladar blando, mucosa

gingival y labios (Betz, 2019; Feller y cols., 2011; Syrjdanen S, 2003).

Histopatolégicamente, la VV se caracteriza por proliferaciones papilares de epitelio
escamoso estratificado hiperpldsico que estd cubierto por una gruesa capa de ortoqueratina.
Los procesos epiteliales elongados convergen hacia el centro. Se observa una capa granular
prominente con granulos de queratohialina en donde se identifican cambios coilociticos

(ElI-Naggar y cols., 2017).

El CA bucal es una lesion hiperpldsica exofitica rara, que corresponde al equivalente del
CA anogenital. Estd asociado a la presencia de los VPH-BR 6 y 11 y a transmisién por
contacto sexual. Se presenta con mayor frecuencia en hombres adultos jovenes, en la
mucosa labial, paladar blando o frenillo lingual. Puede ser dnico o multiple, de color rosa o
rojo, de superficie ligeramente granular y tamafio variable, hasta 15 mm (Betz, 2019; Feller

y cols., 2011; Syrjinen S, 2003).

El CA estd caracterizado histopatolégicamente por una proliferacion de epitelio escamoso
estratificado hiperplésico con papilas de tejido fibroconectivo en una base amplia. Puede
verse alargamiento de los ntcleos basales, pero la maduracion de los queratinocitos se
mantiene, tipicamente sin la queratinizacién observada en la VV. Las proyecciones
papilares son anchas y generalmente aplanadas en la superficie. Los procesos epiteliales

son bulbosos, cortos y rectos y los coilocitos son muy evidentes (El-Naggar y cols., 2017).



En un estudio realizado en una cohorte de PVVS en México, se reporté que la LB-VPH
mads frecuente en individuos con VIH/SIDA bajo TARc fue el PEC en un 40%, seguida de
la HEMF en un 27.3% y en menor frecuencia la VV en un 5.5%. También se reportaron
lesiones con caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares a PEC y VV, las cuales se
denominaron Verrugas Orales (VO) y se presentaron en un 12.7%. Asimismo, se
encontraron en conjunto HEMF y VO en un 14.5%. En cuanto a los tipos virales que se
aislaron con mayor frecuencia, los VPH-BR 1, 6, 11, 13, 32 y 74 se reportaron en un
65.4%, en contraste con los VPH de alto riesgo (VPH-AR) 16 y 31 reportados en un 11.5%.
Se aislaron también combinaciones de VPH-BR con VPH-AR 13 con 16 y 18 en un 7.7%,

asf como infecciéon multiple en un 15.4% (Anaya-Saavedra y cols., 2013).

Se ha observado que la prevalencia de estas lesiones es mayor en individuos con VIH/SIDA
en comparacion con individuos sanos, reportandose cifras entre 0.3% (Lourenco y cols.,
2011) hasta 6.9% (Anaya-Saavedra y cols., 2013), mientras que en sujetos sanos se ha
reportado una prevalencia de <0.1 (Robledo-Sierra y cols, 2013) a 0.5% (Feller y cols.,
2011). De igual manera, se ha visto que las LB-VPH en PVVS tienen un comportamiento
distinto, presentindose algunas veces de manera florida, resistentes al tratamiento y
recidivantes (Camacho-Aguilar y cols., 2018; Esquivel y cols., 2015; Anaya-Saavedra y
cols., 2013; Cameron y Hagensee, 2008). Esto puede ser consecuencia de la alteracion en la
respuesta inmunoldgica, principalmente la innata, sin embargo, hasta la fecha no hay
estudios publicados sobre la respuesta inmune contra el VPH en la mucosa bucal de

individuos con VIH/SIDA que respalden esta teorfa.
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1.2 Virus del Papiloma Humano

1.2.1 Generalidades y clasificacion del VPH

El Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae y presenta
en su genoma una copia de ADN de doble cadena. Existen més de 200 tipos de VPH, los
cuales suelen clasificarse en dos grandes grupos: los VPH de alto riesgo (VPH-AR) y los
VPH de bajo riesgo (VPH-BR), dentro de los cuales los tipos 16 y 18 y los tipos 6, 11, 13 y
32 son los mds comunes respectivamente (Betz, 2019; Ranganathan y Umadevi, 2019). En
condiciones normales, los VPH-BR suelen ser eliminados por el sistema inmunolégico del
huésped, sin embargo, los VPH-AR suelen persistir por mayor tiempo dentro de las células,
lo que trae en consecuencia un mayor riesgo de transformaciéon maligna (Syrjdnen, 2018;

Rautava y Syrjdnen, 2011; Syrjdnen, 2011).

En individuos sin VIH/SIDA se han reportado multiples prevalencias de infeccién por VPH
en la mucosa bucal debido a las diferentes técnicas usadas para la obtencion de la muestra;
estudios de meta-andlisis recientes reportan una prevalencia de 7.7% (Betz, 2019). En
contraste, en PVVS se ha reportado una mayor prevalencia, 23-36%, del cual los VPH-BR
son los que se aislan con mayor frecuencia, en comparacién con los VPH-AR, aunque
también se han encontrado combinaciones de VPH-BR con VPH-AR (Syrjidnen, 2018;
Syrjanen, 2011; Feller y cols., 2011). A pesar del relativamente bajo porcentaje de VPH-
AR, existe un riesgo tres veces mayor de cancer de cabeza y cuello en las PVVS
posiblemente debido a la persistencia de este tipo de virus como consecuencia de la
alteracion en el sistema inmunoldgico, entre otras hipotesis (Syrjdnen, 2018; Patton y cols.,

2013; Syrjdnen, 2011; Amornthatree y cols., 2011; Palefsky, 2006).
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1.2.2 Patogenia de la infecciéon por VPH

El VPH tiene como blanco las células basales del epitelio escamoso de la piel y las mucosas
cuando éstas quedan expuestas por una discontinuidad epitelial ante un trauma o
microabrasion. Una vez que el virus penetra la célula basal mediante endocitosis, el
genoma episomal entra al nucleo para iniciar la replicacion viral, la cual es completada
paralelamente a la de las células del huésped, y posteriormente se integra de forma
extracromosOmica para ser propagado a las nuevas células hijas (aunque también puede
existir integracion cromosoémica, sobre todo en los VPH-AR). A medida que las células
infectadas se dividen y migran a estratos suprabasales para diferenciarse en queratinocitos,
las copias del genoma viral se amplifican, se expresan las proteinas virales y se ensamblan
los viriones o particulas virales. En consecuencia, al momento que los queratinocitos se
descaman en las capas superficiales del epitelio, estas células cuentan con miles de viriones
listos para infectar nuevas células. En algunas ocasiones, la replicacién viral puede ser tan
significativa que se genera una hiperplasia epitelial y es lo que clinicamente se identifica
como una lesion asociada al VPH (Figura 1) (Betz, 2019; Ranganathan y Umadevi, 2019;

Roden y Stern, 2018; Syrjdnen, 2018; Stanley, 2012; Rautava y Syrjdnen, 2011).
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Figura 1. Patogenia de la infeccién por VPH (Modificada de Roden y Stern, 2018).

1.2.3 Tratamiento para las LB-VPH

Actualmente no existe un protocolo de manejo, aunque se han reportado métodos
quirtrgicos y tdpicos con farmacos como la podofilina, el 4cido tricloroacético, acido
salicilico, dcido retinoico, 5-fluorouracilo, interferén-o/f y el imiquimod. El imiquimod es
un derivado imidazoquinolinico, clasificado como inmunomodulador, agonista del receptor
tipo-Toll 7 y 8 en las células del sistema inmune innato, principalmente las células de
Langerhans, que activa la secrecion de citocinas como el interferén tipo I (IFN-I), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), entre otras, encargadas de la accién antiviral (Syrjdnen,
2018; Mufoz-Santos y cols., 2013; Zhou y cols., 2013; Hober y cols., 2005). Existen
estudios que han demostrado la eficacia y seguridad del imiquimod en lesiones anogenitales
por VPH (Saiag y cols., 2009), sin embargo, en cuanto a LB-VPH solo hay algunos
reportes de caso que demuestran su eficacia (Méndez-Flores y cols., 2016; Esquivel y cols.,

2015; Ponte y cols., 2010; Yasar y cols., 2009). Esta diferencia en los resultados pudiera
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deberse a una expresion disminuida de los componentes del sistema inmune innato,
especificamente de los receptores tipo-Toll (TLRs), del TNFa y/o de las células dendriticas,

especificamente las células de Langerhans, lo que genera una intriga para investigacion.

1.3 Respuesta inmune contra el VPH

El VPH, al ser un virus que actia a nivel epitelial, depende de la respuesta inmune local del
huésped para su resolucién, proceso en el que estin involucrados elementos del sistema
inmune innato, pero también elementos del sistema inmune adquirido (Stanley, 2012). El
primer contacto de la particula de VPH con el huésped son los TLRs expresados en la
membrana de las células epiteliales (queratinocitos), de las células de Langerhans (CL) y de
los macréfagos (en caso de que el huésped presente alguna discontinuidad en el epitelio con
exposicion del tejido conectivo superficial al momento de la transmisién). Los TLRs
internalizan al VPH, se desintegra su cépside y se libera su material genético (ADN), para
ser reconocido por los TLRs endosomales. En consecuencia, al ligando formado por los
TLRs con el virus, se desencadena una cascada de sefializaciéon para la formacién de
citocinas como el IFN-I (a, B), el TNFo y multiples Interleucinas (IL). ElI IFN-I actda sobre
las células epiteliales infectadas, estimulando la produccién de proteinas antiviricas para
controlar la transcripcién genética del VPH, mientras que el TNFa estimula a las CL para
que aumenten su expresion de receptores membranales CDla y exista una mayor
presentacion del antigeno viral en su superficie (Figura 2) (Bashaw y cols., 2017; Rautava y

Syrjinen, 2012; Renn y cols., 2006; Hober y cols., 2005).

Una vez activada, la CL madura y expresa en su membrana Moléculas del Complejo Mayor

de Histocompatibilidad tipo II (MHC-II) para dar inicio a la respuesta inmune adquirida
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mediada por células. En este punto, los linfocitos T CD4+ se unen al MHC-II, se activan y
secretan citocinas especificas para activar a los linfocitos T CD8 y poder atacar a las células
epiteliales infectadas, las cuales expresan Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I
(MHC-I) para ser captadas por estos linfocitos. Asimismo, la CL madura puede viajar al
ganglio linfatico mds cercano para presentar los antigenos a los linfocitos T CD4+ y CD8+
inmaduros que residen en el ganglio, lo que los activa y asi pueden migrar para atacar a las
células infectadas por el VPH (Figura 2) (Rautava y Syrjidnen, 2012; Renn y cols., 2006;

Hober y cols., 2005).

Gangli
Linfatico

IL-12 Captacién
del antigeno

TNFa viral

IFNa

Figura 2. Respuesta inmune contra el VPH (Modificada de Hober y cols., 2005).

En el caso de las PVVS, la respuesta inmune se encuentra modificada como consecuencia
de la infeccion por VIH/SIDA, sin embargo, la manera en la que dicha respuesta se altera y
en qué etapa de la infecciéon por VIH ocurre no estd bien esclarecido hasta el dia de hoy

(Syrjdnen, 2018; Challacombe y Naglik, 2006).
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Se han descrito varias teorfas que podrian explicar la mayor prevalencia y el
comportamiento atipico de las LB-VPH en individuos con VIH/SIDA, a pesar de la
utilizacion de TARc. Una de ellas menciona la existencia de inestabilidad cromosdmica, en
la cual se sugiere que el dafio genético de las células epiteliales infectadas por VPH ha sido
tan fuerte, ocasionando que las células continden proliferando a pesar de la restauracion del
sistema inmune con TARc (Palefsky, 2006). Otros autores sugieren que el aumento de estas
lesiones pudiera asociarse al SIRI (Ottria y cols., 2018; Speicher y cols., 2016; Patton y

cols., 2013; King y cols., 2002).

Otro posible mecanismo es la regulacion de la transcripcién del VPH por parte del VIH, ya
que se ha encontrado mRNA de la proteina Tat del VIH en muestras de CA (Batavia y
cols., 2016; King y cols., 2002), sin embargo, Tat induce la expresiéon de los oncogenes E6
y E7 (Li y cols., 2010) que se asocian al VPH-AR y la mayoria de las LB-VPH son
formadas por VPH-BR (Camacho-Aguilar y cols., 2018; Anaya-Saavedra y cols., 2013;

Cameron y cols., 2005).

Sin embargo, una de las teorias mds estudiadas trata sobre la posibilidad de una alteracién
en la respuesta inmune local. Es bien conocido que la respuesta inmune sistémica ante VPH
es relativamente baja, debido a que la infeccion se restringe a las células epiteliales, y si se
aflade una disminucion de células T de memoria especificas para VPH por el dafio del VIH,
el resultado es una respuesta inmune a VPH gravemente disminuida, la cual puede no
recuperarse por completo a pesar de la reconstitucién del sistema inmune con TARc
(Ranganathan y Umadevi, 2019; Palefsky, 2006). Por lo que, al parecer, la TARc no tiene

efecto en la inmunidad local de individuos con respuesta incompleta (Cruz y cols., 2012).
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Con todo lo mencionado anteriormente, el VIH aparenta tener un efecto tanto en la
respuesta inmune sistémica como en la local, siendo esta tltima la responsable de combatir
la infeccién por VPH, y una de las principales células involucradas en la respuesta inmune
local innata son las células de Langerhans, las cuales tienen una funcién esencial, ya que
son el enlace entre la inmunidad innata y la inmunidad adquirida (Cunningham y cols.,

2013; Upadhyay y cols., 2013)

1.3.1 Células de Langerhans

Las CL son células dendriticas derivadas de la médula 6sea que se encuentran localizadas
entre las células epiteliales de la piel y la mucosa. Estdn encargadas de la proteccion de
estos tejidos debido a su rol en la respuesta inmunitaria, ya que tienen la capacidad de
internalizar materiales extrafios, migrar a los ganglios linfaticos y presentar antigenos a los
linfocitos T inmaduros, por lo tanto, son consideradas células presentadoras de antigeno

(Niedergang y cols., 2004; Chou y cols., 2000).

Estas células se pueden clasificar segin su morfologia y maduracién en CL tipo 1y tipo 2.
Las CL tipo 1 exhiben largos procesos citoplasmaticos, numerosos granulos de Bierbeck y
se consideran inmaduras, mientras que las CL tipo 2 tienen menos dendritas y granulos, y
son consideradas como maduras (Upadhyay y cols., 2013; Gondak y cols., 2012). Las CL
inmaduras tienen la habilidad de internalizar particulas por fagocitosis y degradarlas para
presentar los antigenos en su membrana celular. Después de ser activadas por la
presentacion de antigenos en su superficie, las CL sufren un proceso de maduracion (es
decir, se convierten en una CL tipo 2), en donde adquieren la capacidad de migrar al tejido

conectivo y a los ganglios linfaticos para presentar los antigenos a los linfocitos B 'y T
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virgenes, estimulando la respuesta inmune (Gondak y cols., 2012; Niedergang y cols.,

2004).

En cuanto a los marcadores membranales, las CL inmaduras (exclusivas del epitelio)
expresan CDla y CD207 (langerina) en su superficie celular, asi como CD40, CD80 y
CD86 en menor proporcion. En contraste, la maduracion de las CL estd asociada a la
expresion del MHC-II y CD83, a la sobreexpresion de CD40, CD80, y CD86, y a la
secrecion de moléculas de adhesion y citocinas como la IL-10 e IL-12, con disminucién de
la expresion de CD1a y CD207 (Rhodes y cols., 2019; Gondak y cols., 2012; Niedergang y

cols., 2004; Matthews y cols., 2003; Chou 2000).

El marcador CD1a es un isotipo de la familia de moléculas CD1, una de las principales
familias de proteinas presentadoras de antigeno en los mamiferos, cuya funcién es presentar
lipidos en la superficie de las células encargadas de la presentacién de antigenos, con el fin
de que exista un reconocimiento directo por las células T (Chancellor y cols., 2018). Por lo
tanto, la sobreexpresion de CDla en las células de Langerhans indica que éstas se
encuentran activadas debido a la presentacion antigénica en su membrana celular
(Chancellor y cols., 2018; Cruz y cols., 2012). Existen otros marcadores de células
Langerhans como el CD207, la proteina S100 y el HLA-DR, sin embargo, éstos pueden
expresarse en otros tipos de células dendriticas, por lo que el marcador CD1a es el unico
especifico para células de Langerhans ubicadas en el epitelio (Rhodes y cols., 2019;

Bashaw y cols., 2017; Chou y cols., 2000).
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En la mucosa bucal sana es normal encontrar células de Langerhans CDla+ en una
cantidad relativamente abundante, 2-4% (Upadhyay y cols., 2013; Gondak y cols., 2012;
Chou y cols., 2000) (Figura 3), la cual varia segin el sitio; en mucosa no queratinizada las
cifras son mayores cuando se comparan con la mucosa queratinizada (Jivan y Meer, 2016).
Sin embargo, las cifras de CL pueden estar alteradas ante algin proceso inflamatorio
(Iwasaky, 2007; Challacombe y Naglik, 2006) o ante la sefializaciéon de las células

epiteliales por la presencia de patdégenos (Niedergang y cols., 2004).
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Figura 3. Inmunomarcaje de células de Langerhans CD1a+
en la mucosa bucal (Modificada de Upadhyay y cols., 2013).

Existen diversos factores que pueden alterar la funcién de estas células presentadoras de
antigeno, como la disminucién en el conteo de las mismas, la disminucién en la expresion

del MHC-II, la presencia de dendritas atipicas, el desarrollo inadecuado de los organelos y
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la ausencia de los granulos de Bierbeck. Cualquiera de estos defectos tiene como
consecuencia una alteracion en la respuesta inmunoldgica general, ya que, si no se lleva a
cabo la presentacion de antigenos a las células T, éstas no podran desarrollar una respuesta

inmune adquirida mediada por células (Jivan y Meer, 2016).

Se han reportado anormalidades en el nimero y funcién de las CL en la patogénesis de
varias enfermedades de la mucosa bucal como el liquen plano, la enfermedad periodontal y
enfermedades infecciosas, entre ellas la candidiasis, las asociadas al virus del herpes, al
VPH y al VIH/SIDA (Jivan y Meer, 2016; Chéirez-Atienzo y cols., 2016; Upadhyay y

cols., 2013).

En la infeccién por VIH, las CL son el blanco inicial de este virus debido a que expresan
receptores CD4 y CCRS en su membrana celular (Rhodes y cols., 2019; Upadhyay y cols.,
2013; Cunningham y cols., 2013; Challacombe y Naglik, 2006; Chou y cols., 2000); este
contacto entre el VIH y las CL puede ocurrir directamente en el epitelio bucal o a través de
CL precursoras infectadas. Una vez que el virus se encuentra dentro de la célula, ésta puede
actuar como una barrera viral al degradar los viriones en el interior de sus granulos de
Bierbeck, sin embargo, el VIH puede replicarse dentro de la CL y ser transmitido a otras

células T CD4+ (Rhodes y cols., 2019; Gondak y cols., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Rol de las células de Langerhans en la penetracion
epitelial del VIH (Modificada de Cunningham y cols., 2013).

Diversos estudios (Jivan y Meer, 2016; Nittayananta y cols., 2016; Gondak y cols., 2012;
Chou y cols., 2000) han reportado una disminucidn de las células de Langerhans CDla+ en
individuos con VIH/SIDA en comparacién con individuos sanos. Jivan y Meer (2016)
observaron una reduccién en el conteo de estas células en sarcoma de Kaposi de sujetos
VIH+ en comparaciéon con mucosa bucal libre de infeccién en sujetos sin VIH;
Nittayananta y cols. (2016) reportaron una disminucién en epitelio gingival y en

leucoplasia vellosa de sujetos VIH+ en contraste con los VIH-; de igual modo, Gondak y
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cols. (2012) y Chou y cols. (2000) encontraron una disminucién en leucoplasia vellosa y

mucosa sana de individuos con VIH en comparacién con individuos sanos.

De igual modo, multiples autores han demostrado la disminucion de estas células CD1la+
en lesiones asociadas a VPH de mucosa anal y de cuello uterino en PVVS (Cruz y cols.,
2012; Yaghoobi y cols., 2011; Levi y cols., 2005; Kobayashi y cols., 2004; Sobhani y cols.,
2002), sin embargo, hasta el momento no hay reportes publicados sobre el inmunomarcaje
de células de Langerhans en lesiones bucales asociadas al VPH en individuos con

VIH/SIDA.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano (LB-VPH) en individuos con
VIH/SIDA presentan caracteristicas clinicas e histopatoldgicas atipicas, y en ocasiones
presentan resistencia a los tratamientos convencionales. Si bien existen fdrmacos
inmunomoduladores tépicos que desencadenan una respuesta inmunitaria innata contra el
VPH, mediada por multiples citocinas expresadas por las células epiteliales y las células de
Langerhans, actualmente no existe un protocolo de manejo para las LB-VPH. Las CL son
células presentadoras de antigeno, que tienen un importante rol en la inmunidad innata, y
que expresan la proteina CDla en su superficie celular para poder llevar a cabo dicha
presentaciéon antigénica. Sin embargo, no existen estudios sobre los componentes
inmunitarios innatos implicados en el desarrollo de las LB-VPH en individuos con
VIH/SIDA, los cuales son necesarios para conocer la posible asociacion entre el resultado
terapéutico y dichos componentes inmunitarios.

Los resultados del presente estudio podran ofrecer informacién sobre las posibles vias
inmunoldgicas estimuladas por el VPH en la mucosa bucal de individuos con un sistema
inmunoldgico alterado por la infeccién de VIH/SIDA, lo que aportard informacion sobre su
patogénesis y podrd ser de utilidad para la instauraciéon de medidas terapéuticas basadas en
evidencia. Esto redundara benéficamente en el futuro manejo de las LB-VPH en individuos
con VIH/SIDA y en la implementacion de ensayos clinicos con miras al establecimiento de
la mejor estrategia terapéutica en estos individuos.

Por todo lo anterior, el presente estudio propone la caracterizacién inmunohistoquimica del
marcaje de las células de Langerhans con la proteina CD1a, en lesiones bucales asociadas

al VPH en individuos con VIH/SIDA.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Identificar el inmunomarcaje de CD1a en las células de Langerhans de lesiones bucales

asociadas al Virus del Papiloma Humano en un grupo de PVVS.

3.2 Objetivos especificos

- Establecer la frecuencia y caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de las LB-VPH en
una cohorte de PVVS

- Identificar el inmunomarcaje (porcentaje y localizacion) de la proteina CD1a

- Identificar la posible asociaciéon entre el inmunomarcaje de CDla con algunas

caracteristicas clinicas relevantes

4. METODOLOGIA

4.1 Disefio del estudio

Estudio retrolectivo, transversal, observacional y descriptivo, en el que se seleccionaron
casos con diagnoéstico histopatoldgico de papiloma escamocelular, verruga vulgar,
hiperplasia epitelial multifocal y condiloma acuminado de la mucosa bucal de la cohorte de
individuos con VIH/SIDA de las Clinicas Especializadas Condesa y Condesa-Iztapalapa
comprendidos en el periodo de enero 2014 a julio del 2018. Este estudio forma parte del
proyecto titulado “Tipificacién de Virus del Papiloma Humano (VPH) en lesiones bucales
de individuos infectados con VIH y su asociacion con la Terapia Antirretroviral Altamente
Activa”, el cual ha sido aprobado por el Consejo Divisional de Ciencias Bioldgicas y de la
Salud de la UAM-Xochimilco en su sesién 9/17 y tiene una vigencia hasta diciembre de

2020.
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Criterios de inclusion:

Individuos con VIH/SIDA que tuvieran diagndstico histopatologico de papiloma
escamocelular, verruga vulgar, hiperplasia epitelial multifocal o condiloma acuminado
bucal, que cuenten con bloque de parafina para el estudio inmunohistoquimico, y que hayan

aceptado participar en el estudio mediante la firma del consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Individuos con VIH/SIDA con diagndstico histopatolégico de papiloma escamocelular,
verruga vulgar, hiperplasia epitelial multifocal y condiloma acuminado bucal que hayan
recibido tratamiento tdpico para las LB-VPH en el mes previo a su inclusiéon en el
estudio (4cido tricloroacético, dcido salicilico, acido lactico, dcido retinoico, podofilina,
cidofovir, bleomicina, 5-fluorouracilo, interferén-o/p, imiquimod)

- Individuos con VIH/SIDA con diagnéstico histopatolégico de papiloma escamocelular,
verruga vulgar, hiperplasia epitelial multifocal y condiloma acuminado bucal que hayan
recibido tratamiento sistémico con farmacos antivirales en el mes previo a su inclusion
en el estudio (aciclovir, valaciclovir, interferén-o/p, ganciclovir, foscarnet, famciclovir,

vacunas contra VPH)

Criterios de eliminacion:

- Individuos con informacioén clinica incompleta

- Muestras con material biologico insuficiente para la realizacion del estudio
inmunohistoquimico

- Muestras que, después de realizar la técnica de inmunohistoquimica, sufrieran algin

dafio que no permita su evaluacién
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4.2 Procedimientos clinicos

La informacién para el llenado de la ficha de recoleccion de datos se obtuvo mediante la
revision de los expedientes de la cohorte de pacientes con VIH/SIDA de la Clinica
Especializada Condesa y Condesa Iztapalapa que tuvieran historia de LB-VPH y que hayan
consentido participar en el estudio titulado “Tipificacion de Virus del Papiloma Humano
(VPH) en lesiones bucales de individuos infectados con VIH y su asociacion con la Terapia
Antirretroviral Altamente Activa”. Se incluyeron caracteristicas demograficas (edad, sexo,
fecha y lugar de nacimiento, residencia, ocupacion y escolaridad), antecedentes personales
patolégicos (fecha de diagnéstico de VIH, signos y sintomas iniciales, conteo de linfocitos
T CD4+ nadir, clasificacion CDC, fecha de inicio de TARc, manifestaciones bucales
asociadas a VIH), antecedentes personales no patolégicos (hédbito tabaquico, alcohdlico y
otras toxicomanias), asi como valores de laboratorio de la cita basal (leucocitos, linfocitos,
VDRL, CD4, CV) y caracteristicas clinicas (nimero de lesiones, localizacion, color, base,
superficie, tamafio, sintomatologia, tiempo de evolucién, diagnéstico clinico, antecedente

de tratamiento y presencia o ausencia de recurrencia).

A cada sujeto de estudio se le realizé una exploracién bucal sistemdtica completa, de
acuerdo con un orden anteriormente establecido (Ramirez-Amador y cols., 1986), tanto en
la visita basal como en las de seguimiento. En los que se encontrd una o mas lesiones con
caracteristicas de LB-VPH se les realiz6 la toma de biopsia con fines diagndsticos y
terapéuticos. La muestra de tejido fue colocada en un frasco rotulado con formol al 10% y

fue procesada en el Laboratorio de Patologia y Medicina bucal de la UAM-Xochimilco.
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4.3 Procedimientos de laboratorio

Evaluacion de los casos. Se realizaron cortes histologicos de cada bloque de estudio, se
tifieron con hematoxilina y eosina y posteriormente fueron evaluados por dos patdlogas
bucales (IGAS y VARA) para cotejar el diagndstico. Las LB-VPH se clasificaron en PEC,
VV, HEMF o CA segun las caracteristicas histopatolégicas descritas por la Organizacién

Mundial de la Salud (Anexo 3).

Técnica de inmunohistoquimica. La técnica de inmunohistoquimica fue realizada en el

Laboratorio de Virus y Cancer del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM

con sede en el Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México, utilizando el

anticuerpo primario CDla. Se realizaron cortes de 2 pum de espesor de cada bloque de
estudio y se montaron en laminillas electrocargadas (Kling-On Slides, Biocare Medical®,

USA), para posteriormente iniciar el protocolo de la técnica de inmunohistoquimica que se

realiza en dicho laboratorio, el cual consta de los siguientes procedimientos:

- Desparafinar las laminillas a 60° C por 30 min, colocarlas en xilol por 10 min,
cambiarlas a xilol nuevo por 10 min, luego cambiarlas a etanol absoluto por 5 min, por
ultimo colocarlas en etanol absoluto nuevo por 5 min y dejarlas secar a temperatura
ambiente

- Lavar las laminillas con PBS 1X por 5 min en agitacién suave

- Recuperaciéon antigénica con buffer de citratos (ImmunoDNA Retriever 20X with
Citrate, Bio SB, USA) en Multiolla rapida Oster por 26 min (programar arroz + 2) y
posteriormente dejar enfriar la solucion a temperatura ambiente hasta que se torne clara;
para obtener la solucién de citratos se diluyen 2 ml del buffer en 38 ml de agua

ultrapura (Milli-Q)
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Lavar con PBS 1X por 5 min en agitacién suave

Permeabilizar el tejido con tritén 100X (0.1%) /PBS 1X por 20 min en agitacion suave;
para preparar esta solucién se deben diluir 40ul de tritén en 40 ml de PBS

Lavar con PBS 1X por 5 min en agitacién suave

Rodear la muestra con pluma (Mini PAP PEN, Invitrogen, USA), colocar una gota de
solucién bloqueadora de peroxidasas endégenas (PolyDetector Peroxidase Blocker, Bio
SB, USA) e incubar en cdmara himeda por 15 min

Lavar con PBS 1X por 1 min

Colocar 100 pl de solucién bloqueadora e incubar en cdmara humeda por 40 min; esta
solucioén se prepara con 50 mg de BSA, 100 ul de Tris IM pH 7.4, 27 ul de NaCl 4 M y
873 ul de agua de ampolleta

Agregar a cada muestra 50 pl del anticuerpo primario monoclonal anti-CDla
(Abcam™, ratén) en una dilucion de 1:300 e incubar en cdmara himeda a 4° C por 20
hrs. El anticuerpo se diluye con 20 ul de Tris pH 8.0, 7.4 ul de NaCl 4M y se completa
con agua de ampolleta; para un volumen final de 100 pl se colocan 0.33 ul de
anticuerpo, 20 ul de Tris, 7.4 ul de NaCl y 72.27 pl de agua

Lavar con PBS 1X por 5 min en agitacién suave

Agregar a cada muestra 50 pl del anticuerpo secundario anti-ratén (Mouse/Rabbit
ImmunoDetector DAB HRP Brown, Bio SB, USA) y posteriormente incubar en cadmara
humeda por 40 min

Lavar con PBS 1X por 5 min en agitacién suave

Revelar con sustrato cromogénico DAB (PolyDetector Liquid DAB HRP Brown Kit,

Bio SB, USA) y lavar con PBS 1X para parar reaccién
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- Contra-tefiir con hematoxilina por 30 seg y lavar con agua corriente hasta que el
colorante se torne azul
- Lavar con PBS 1X por 1 min, lavar con agua bidestilada por 5 min y dejar secar las

laminillas

Para garantizar la especificidad del anticuerpo se utilizé un fragmento de piel (epidermis)
como control positivo y se realizaron ensayos omitiendo el anticuerpo primario (control
negativo). De igual manera se utilizaron lesiones reactivas glandulares (mucoceles) de

individuos con VIH/SIDA y LB-VPH de individuos sin VIH/SIDA como controles internos

(Figura 5).
A B
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Figura 5. Controles inmunohistoquimicos internos. A. Epidermis como control
positivo; B. Epidermis sin anticuerpo como control negativo; C. Epitelio de
mucocele en individuo con VIH/SIDA; D. LB-VPH de individuo sin VIH.
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Analisis inmunohistoquimico. Para el andlisis de inmunomarcaje se utiliz6 un
microscopio optico (Olympus BX53, Japon), a cada lesion se le tomaron fotomicrografias a
40X de cuatro dreas centrales consecutivas con una camara (Olympus DP21, USA). Las
fotomicrografias obtenidas se transfirieron al programa IMAGE-J 1.52, en donde se realizé
el conteo de las células de Langerhans positivas. Se consider6 un inmunomarcaje positivo
para CDla al observar tincién membranal en las células de Langerhans en el componente
epitelial (Uhlen y cols., 2019). De acuerdo con Upadhyay y cols. (2013), en epitelio bucal
sano de individuos inmunocompetentes, la cantidad de células de Langerhans varia entre 2
y 4%, por lo que, para fines del presente estudio, los porcentajes menores a 2% se
consideraron como marcaje bajo. Para el cdlculo del porcentaje de inmunomarcaje se
dividié el ndmero de células positivas entre el total de células y se multiplicé por cien
(Bologna-Molina y cols., 2011). Adicionalmente, se registr6 la localizacion de las células

CDla*, utilizando las categorias: 1) basal y suprabasal y 2) todo el espesor del epitelio.

4.4 Variables

Dependientes: Innmunomarcaje de CD1a (localizacion y porcentaje).

Independientes: Edad, sexo, consumo de tabaco, alcohol y otras toxicomanias, estadio
clinico, tiempo con TARc, conteo de CD4, CV, nimero y tipo de lesiones bucales
asociadas al VPH (papiloma escamocelular, hiperplasia epitelial multifocal, verruga vulgar,

condiloma acuminado) y caracteristicas histopatoldgicas.

4.5 Anilisis estadistico
Los datos de la ficha de recoleccion fueron codificados y capturados en el programa

estadistico SPSS Statistics versién 22 (IBM®). Se calcularon las medidas de tendencia
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central (media y mediana) y de dispersion (desviacion estdndar, intervalos intercuartilares)
para las variables continuas, y se calcularon proporciones para las variables categoricas. Se
realizo el anélisis bivariado para las variables continuas con la prueba U de Mann-Whitney
y para las variables categéricas se us6 la prueba de X2. La significancia estadistica se acepté

para p <0.05.

4.6 Consideraciones bioéticas

Todos los sujetos incluidos en el estudio recibieron un consentimiento informado, en el
cual se les invité a participar de manera voluntaria al estudio titulado “Tipificacion de Virus
del Papiloma Humano (VPH) en lesiones bucales de individuos infectados con VIH y su
asociacion con la Terapia Antirretroviral Altamente Activa”. Se les explicé que, en caso de
consentir su participacion, se utilizardn sus datos demogréficos y clinicos, asi como la
muestra de su tejido resultante de la biopsia, con fines de investigacién, de manera
confidencial, para formar parte de la cohorte de individuos con VIH/SIDA de la Clinica
Especializada Condesa y Condesa Iztapalapa y que, en caso de no consentir su
participacion, no se utilizarian sus datos ni su muestra y no habria ninguna repercusion

hacia su persona ni a su atencion.

En consideracion del articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, se expresa que este estudio puede clasificarse dentro del grupo
de investigaciones sin riesgo, explicando que estos son estudios que emplean técnicas y
métodos de investigacion documental retrospectivos y en los que no se realiza ninguna
intervencién o modificacién intencionada en las variables fisiolégicas, psicoldgicas y

sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los que se consideran:
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cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se les

identifica ni se tratan aspectos sensitivos de su conducta.

La informacion clinica y las muestras incluidas en este estudio se encuentran bajo
resguardo del Laboratorio de Patologia y Medicina bucal de la UAM-Xochimilco y el
riesgo para los individuos es inexistente. Asi mismo, de acuerdo con el articulo 16 de la
Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos en materia de que toda persona
tiene derecho a la proteccion de sus datos personales, se asegura la confidencialidad de los
datos clinicos de las muestras de los individuos involucrados en el estudio, los cuales solo

se utilizaron con fines estadisticos y no podra relacionarse con ellos de ninguna manera.
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5. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 40 individuos con VIH/SIDA y LB-VPH, 37 (92.5%)
eran hombres, con una media de edad de 39 (+11.4) afios. Aproximadamente, la mitad de
ellos no refiri6 antecedentes de consumo de tabaco (52.5%), y dos terceras partes
consumian alcohol (67.5%). La mayor parte de los sujetos se encontraba en categoria
clinica de SIDA (72.5%), con carga viral indetectable (60.5%) y con una mediana de
linfocitos CD4+ de 306 (137.5-492) cél/uL. El 90% de los individuos incluidos recibian

TARCc, con una mediana de tiempo de uso de 951 (152.2 - 3,587.5) dias (Cuadro 2).

Como se observa en el Cuadro 2, la LB-VPH mas frecuentemente encontrada fue la HEMF
(62.5%), seguida por el PEC (25%), y la VV (7.5%); solo se identificaron dos casos de CA
(5%), a pesar de que 14 individuos refirieron presentar condilomas anogenitales (35%).
Adicionalmente, nueve sujetos presentaron candidosis bucal (22.5%) y cuatro presentaron

leucoplasia vellosa de manera conjunta (4%).

Mis de la mitad de los individuos presentaron lesiones multiples (21/40, 52.5%). Como se
observa en el Cuadro 3, no se encontr diferencia estadisticamente significativa en el uso,
tiempo y tipo de TARc, conteo de linfocitos T CD4 y carga viral entre lesiones unicas y

multiples (p>0.05).

En el Cuadro 4 y Figura 6 se describen las caracteristicas clinicas de las LB-VPH
estudiadas. De manera interesante, se observaron tres casos (30%) de PEC multiples, sin
embargo, todos los casos de VV y CA fueron tnicos y la mayoria de las HEMF muiltiples

(72%) (p=0.010). La localizacion mas frecuente fue la mucosa labial y yugal (35%); en seis
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de los 40 sujetos (15%) se presento recidiva de las lesiones (cuatro HEMEF, un PEC y un
CA), dos fueron tratadas quirdrgicamente y dos individuos se perdieron durante el

seguimiento.

En cuanto a las caracteristicas histopatolégicas, todos los PEC mostraron proyecciones
digitiformes y todos los casos de VV y CA presentaron hiperqueratinizaciéon. La HEMF fue
la lesién con mayor nimero de figuras mitosoides (44%) (p=0.003), mientras que todos los
casos de VV y uno de los CA presentaron coilocitos en abundancia. Un hallazgo interesante
fue la presencia de hiperplasia del tejido fibroconectivo en tres casos de HEMF (12%) y de
melanosis focal en el 20% de los casos de PEC y HEMF, asi como los seis casos con
exocitosis de neutréfilos, dos de ellos asociados a infeccion por Candida spp. En relacion
con las caracteristicas sugestivas de transformacién maligna, inicamente un caso de HEMF
mostré displasia epitelial moderada, lesion que fue escindida quirdrgicamente y no presentd

recidiva (Cuadro 5 y Figura 7).

Analisis inmunohistoquimico. Solo 7 de los 40 casos (17.5%) mostraron inmunomarcaje
normal de CD1a (2-4%), identificdndose la presencia de CL en todo el espesor del epitelio.
En contraste, la mayor parte de las muestras analizadas (33/40, 82.5%) presentaron un bajo
inmunomarcaje de CDla (<2%), con CL localizadas principalmente en estrato basal y

suprabasal. (Figura 8 y 9).

El Cuadro 6 describe las caracteristicas clinicas de 40 individuos con VIH/SIDA con LB-
VPH de acuerdo con el marcaje de CDla. No se encontré diferencia estadisticamente

significativa entre el inmunomarcaje y las variables como sexo, edad, consumo de alcohol o
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tabaco, estadio clinico, conteo de linfocitos CD4, carga viral, o uso y tiempo de uso de
TARc. En las muestras con marcaje normal se observd una mediana de leucocitos menor
(4,370 [3,800-5,620] cél/uL) que en aquellas con marcaje bajo (5,500 [5,035-6,375]
cél/uL) (p=0.033). De manera similar, la cantidad de CL no mostré diferencias en variables
clinicas como el diagndstico y tipo de LB-VPH, su localizacion, tamafio o recidiva (Cuadro

7).
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Cuadro 2. Caracteristicas clinicas de 40 individuos con VIH/SIDA con LB-VPH.

n ( %)

Sexo

Femenino 3 (7.5

Masculino 37 (92.5)
Media de edad (£DE) en afiios 39+114
Tabaco

No 21 (52.5)

Si 19 (47.5)
Alcohol

No 13 (32.5)

Si 27 (67.5)
Categoria clinica VIH

Asintomatico 11 (27.5)

SIDA 29 (72.5)

Mediana de linfocitos CD4 (Q1-Q3) (cél/uL)

Carga viral (CV) (n=38)
<40 copias/mL
> 40 copias/mL

Mediana de CV detectable (Q1-Q3) (copias/mL)

TARc
No
Si
Mediana de tiempo con TARc (Q1-Q3) en dias (n=38)

Diagnéstico LB-VPH
Hiperplasia epitelial multifocal
Papiloma escamocelular
Verruga vulgar
Condiloma acuminado

306 (137.5-492)

23
15

(60.5)
(39.5)

13,990 (705-52,703)

4
36

(10.0)
(90.0)

951 (152.2-3,587.5)

25
10

(62.5)
(25.0)
(75)
( 5.0

DE: Desviacién estandar; Q;-Qs. intervalo intercuartilar.



Cuadro 3. Caracteristicas clinicas de 40 individuos con VIH/SIDA con LB-VPH tnica y

multiple.
LB-VPH vinica LB-VPH muiltiple
(n=19) (n=21) P
n(%) n(%)
Tabaco
No 947.4) 12 (57.1) 0.536%
Si 10 (52.6) 9 (42.9)
TARc
No 1(5.3) 3(14.3) 0.342¢%
Si 18 (94.7) 18 (85.7)
Mediana de tiempo TARc (Q1-Q3) (dias) (13 0_2 5121 25) (29;’_171257 5) 0.224°
(n=18) (n=20)
Tipo de TARc
ITRAN + 11 0C 0) 1(5.6) 0.286%
ITRAN + ITRNN 14 (77.8) 10 (55.6)
ITRAN + IP 4(22.2) 5(27.8)
ITRNN + 1P + 11 0C 0) 2 (11.1)
(n=18) (n=18)
Mediana de linfocitos CD4 (Q1-Q3) (cél/uL) 352 (172-474) 285 (110-508.5)  0.797°
Carga viral
<40 copias/mL 12 (63.2) 11 (57.9) 0.740°
> 40 copias/mL 7 (36.8) 8(42.1)
(n=19)

LB-VPH: Lesién bucal asociada al Virus del Papiloma humano; Q;-Qs; intervalo intercuartilar; *Chi-cuadrada ®U

de Mann-Whitney.
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de las LB-VPH en 40 individuos con VIH/SIDA.

PEC HEMF \'AY% CA
(n=10) (n=25) (n=3) (n=2) P
n( %) n(%) n(%) n(%)
Tipo de LB-VPH
Unica 7 (70.0) 7(28.0) 3(100) 2(100) 0.010°
Muiltiple 3(30.0) 18(72.00 O0(C 0) O0(C 0)
Localizacion
Mucosa labial y yugal 3(30.0) 8(32.0) 2(66.7) 1(50.0) 0.218
Lengua 3 (30.0) 3(120) 1@333) 0(C 0)
Paladar y encia 1 (10.0) 140 0(C 0) 1(50.0)
Muiltiples sitios 3 (30.0) 13(52.0) 0(C 0) O(C 0)
Tamaiio (mm)
3-9 9 (90.0) 19 (86.4) 3(100) 1(50.0) 0415
10-15 1 (10.0) 3(136) 0(C 0) 1(50.0
(n=22)
Color
Rosa 5(71.4) 12 (75.0) 2(66.7) 1(50.0) 0.933%
Blanco 1(14.3) 1(6.2) 1333 1(50.0)
Rojo 0(C 0) 1(62) 0(C0) 0C 0)
Mixto 1(14.3) 2(125) 0C 0) O(C 0)
(n=7) (n=16)
Superficie
Lisa 0C 0) 5357 0C0) O0C 0) 0401
Papilomatosa 7 ( 100) 8(57.1) 2(100) 2(100)
Lisa + papilomatosa 0C 0) 1(7.1) 0C0) 0(C 0)
(n=7) (n=14) (n=2)
Recidiva
No 9 (90.0) 21 (84.0) 3(100) 1(50.0) 0.446°
Si 1(10.0) 4(16.0) 0(C 0) 1(50.0

PEC: Papiloma escamocelular; HEMF: Hiperplasia epitelial multifocal; VV: Verruga vulgar; CA:

Condiloma acuminado; ® Chi-cuadrada.
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Cuadro 5. Caracteristicas histopatolégicas de las LB-VPH en 40 individuos con

VIH/SIDA.
PEC HEMF \'A" CA
(n=10) (n=25) (n=3) (n=2) P
n(%) n(%) n(%) n(%)
Proyecciones epiteliales
Ausentes 0C 0) 24(96.00 1(33.3) 2(100)  0.0002
Digitiformes 4 (40.0) 1(40 0(C 0) 0(C 0)
Filiformes 0C 0) 0C 0) 2(66.7) 0C 0)
Papilomatosas 6 (60.0) 0OCo0) O0CO0) 0C 0)
Queratina
Normal 5(50.0) 14(6.00 0( 0) 0C 0) 0.153*
Hiperqueratinizado 5(50.0) 1144.0) 3(100) 2 ( 100)
Figuras mitosoides
Ausentes 4 (40.0) 1(4.0) 3(100) 1(50.0) 0.0032
Pocas 5(50.0) 13(52.0) O(C 0) 1 (50.0)
Abundantes 1(10.0) 11(44.0) 0( 0) 0(C 0)
Coilocitos
Ausentes 0C 0) 2(800 0(C 0) 0C 0) 0.202*
Pocos 7(70.0) 13(52.0)0 0(C 0) 0C 0)
Abundantes 3(30.0)0 10(40.0) 3(100) 2 (100)
Tejido conectivo hiperplasico
No 10 (100) 22(88.0) 3 (100) 2(100) 0.584%
Si 0C0) 31020 0(C 0) 0C 0)
Infiltrado inflamatorio
Leve 1(10.0) 114400 0(C 0) 1(50.0) 0.390*
Moderado 8(80.0) 12(48.0) 3(100) 1 (50.0)
Severo 1(100) 2(80) O0(C 0) 0C 0)

PEC: Papiloma escamocelular; HEMF: Hiperplasia epitelial multifocal; VV: Verruga vulgar; CA: Condiloma

acuminado; ® Chi-cuadrada.
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Cuadro 6. Caracteristicas clinicas de 40 individuos con VIH/SIDA con LB-VPH de acuerdo con

el marcaje de CDl1a.

CDla
Marcaje bajo Marcaje normal p
(n=33) (n=7)
n(%) n(% )
Sexo
Femenino 3(9.1) 0C 0) 0.4072
Masculino 30 (90.9) 7 ( 100)
Media de edad (= DE) en anos 39+11.9 39+10 0.972°
Tabaco
No 16 (48.5) 5(71.4) 0.270°
Si 17 (51.5) 2 (28.6)
Alcohol
No 10 (30.3) 3(42.9) 0.519?
Si 23 (69.7) 4(57.1)
Categoria clinica VIH
Asintomatico 10 (30.3) 1(14.3) 0.389%
SIDA 23 (69.7) 6 (85.7)
Mediana de leucocitos (Q1-Q3) (K/uL) 5,500 (5,035-6,375) 4,370 (3,800-5,620)  0.033P
(n=32)
Mediana de linfocitos CD4 (Q1-Q3)
(cél/uL) 311 (120-491) 285 (151-633) 1.00°
Carga viral (n=38)
<40 copias/mL 21 (65.6) 2 (33.3) 0.138*
> 40 copias/mL 11 (34.4) 4 (66.7)
TARc
No 3(9.1) 1(14.3) 0.677%
Si 30 (90.9) 6 (85.7)
Mediana de dias con TARc (Q1-Q3) 760 (240-3,070) 3,473.5(27-5,019) 0.615°

(n=31)

(n=6)

DE: Desviacién estandar; Q;-Qs. intervalo intercuartilar; ® Chi-cuadrada; ® U de Mann-Whitney.
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Cuadro 7. Caracteristicas de las LB-VPH en 40 individuos con VIH/SIDA de acuerdo

con el marcaje de CD1a.

CDl1a
Marcaje bajo Marcaje normal P
(n=33) (n=7)
n(%) n(%)
Diagnéstico LB-VPH
Hiperplasia epitelial multifocal 20 (80.0) 5 (20.0) 0.695%
Papiloma escamocelular 9 (90.0) 1 (10.0)
Verruga vulgar 2 (66.7) 1(33.3)
Condiloma acuminado 2 (100) 0C 0)
Tipo de LB-VPH
Unica 17 (89.5) 2 (10.5) 0.270?
Muiltiple 16 (76.2) 5(23.8)
Localizacion
Mucosa labial y yugal 13 (92.9) 1(7.1) 0.5252
Lengua 6 (85.7) 1(14.3)
Paladar y encia 2 (66.7) 1(33.3)
Miultiples sitios 12 (75.0) 4 (25.0)
Tamaiio (mm) (n=37)
3-9 26 (81.2) 6 (18.8) 0.290*
10-15 5 (100) 0C 0)
Recidiva
No 28 (82.4) 6(17.6) 0.954%
Si 5(83.3) 1(16.7)

LB-VPH=Lesi6n bucal asociada al Virus del Papiloma Humano. * Chi-cuadrada.
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Figura 6. Presentacion clinica de las LB-VPH en individuos con VIH/SIDA. A. Papiloma
escamocelular; B. Hiperplasia epitelial multifocal; C. Verruga vulgar; D. Condiloma
acuminado.
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Figura 7. Histopatologia de las LB-VPH en individuos con VIH/SIDA. A. Papiloma
escamocelular; B. Hiperplasia epitelial multifocal; C. Verruga vulgar; D. Condiloma

acuminado.
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Figura 8. Inmunomarcaje de CD1a en LB-VPH de individuos con
VIH/SIDA. A. Marcaje normal con localizacion en todo el espesor
epitelial en PEC. B. Marcaje bajo con localizacién basal y
suprabasal en HEMF.
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Figur 9. Tincion membranal en las células de Langerhans CD1a+ en LB-VPH
de individuos con VIH/SIDA.
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6. DISCUSION

En el presente estudio se identific6 un bajo inmunomarcaje de CD1la en las LB-VPH de
individuos con VIH/SIDA, lo que significa que se encontré un nimero reducido de células
de Langerhans en estas entidades patoldgicas. Ello pudiera explicar la alteraciéon en la
respuesta inmune local y el consecuente desarrollo de LB-VPH con caracteristicas clinicas
atipicas. Sin embargo, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre

la cantidad de células de Langerhans y las variables clinicas de importancia.

De acuerdo con los datos epidemioldgicos de la infeccion por VIH/SIDA en México en
2019, la mayoria de los individuos incluidos eran hombres de la cuarta década de la vida,
en estadios avanzados de la enfermedad y con una alta cobertura de TARc (90%). De
acuerdo con los datos del Centro Nacional para la prevencién y el control del VIH/SIDA
(CENSIDA, 2019), el 82% de los casos de VIH/SIDA corresponde a hombres, el 45% de
ellos de entre 30 y 45 afios. El uso de TARc en México es universal desde el afio 2003
(CENSIDA, 2019), lo cual se refleja en que el 90% de nuestra poblacién contaba con
TARc. Sin embargo, a pesar de la alta cobertura de antirretrovirales, solamente 60% tenian
supresiéon viral, y la mediana de CD4 no mostraba una reconstitucién inmunolédgica

satisfactoria.

Al igual que en estudios previos (Camacho-Aguilar y cols., 2018; Rosales-Terrazas y cols.,
2014; Anaya-Saavedra y cols., 2013), las lesiones mas frecuentes fueron la HEMF (62%) y
el PEC (25%). La alta frecuencia de HEMF pudiera ser explicada por la susceptibilidad
genética de nuestra poblacién debido a la presencia del antigeno leucocitario humano

subtipo HLA-DR4 (Syrjdnen 2018; Said y cols., 2013; Pérez y cols., 2010; Ledesma y
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cols., 2005; Garcia-Corona y cols., 2004). Por otro lado, algunos autores han reportado que
la mayoria de las LB-VPH se asocian al VPH-32, que es un genotipo frecuentemente
aislado en la HEMF (Syrjidnen 2011, Cameron y Hagensee, 2008), sin embargo, la mayoria
de los estudios utilizan el término genérico de “verrugas orales” para referirse a las distintas
LB-VPH, por lo que la posibilidad de hacer comparaciones entre la prevalencia de estas
lesiones en paises caucdsicos es limitada. Existen algunos reportes de caso de HEMF en
paises europeos como Bélgica, Portugal e Italia, aunque los dltimos dos son en PVVS
originarias de Sudéfrica (Galanakis y cols., 2014; Ponte y cols., 2010; Moerman y cols.,

2001).

La presentacién multiple en el 53% de los individuos es parcialmente explicable dado que
la mayor parte de las lesiones correspondieron a HEMF; sin embargo, un tercio de los PEC
fueron multiples. Este hallazgo ha sido reportado por otros autores, los cuales sugieren que
la presentacion multiple de las LB-VPH puede estar asociada a una respuesta inmune local
alterada como consecuencia de la infecciéon por VIH/SIDA, a pesar del uso de TARc
(Camacho-Aguilar y cols., 2018; Esquivel y cols., 2015; Anaya-Saavedra y cols., 2013);
debido a que la infeccién por VPH se restringe a las células epiteliales, el virus puede
evadir el reconocimiento inmune local gracias a su método de replicacion, en el cual los
queratinocitos basales infectados no expresan particulas virales hasta ser completamente
diferenciados en estratos superiores, donde la célula es descamada de manera natural,
evitando de este modo una citélisis inducida por virus y la consecuente secrecion de
citocinas inflamatorias que activen a las células inmunitarias circulantes (Stanley, 2012;
Stanley, 2006). A pesar que se ha sugerido que las LB-VPH multiples son més frecuentes

en individuos con tiempo de uso de TARc prolongado y con categorias clinicas avanzadas
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(Syrjidnen 2018; Camacho-Aguilar y cols. 2018; Ottria y cols., 2018; Rosales-Terrazas y
cols. 2014; Anaya-Saavedra y cols., 2013; Feller y cols., 2011), en nuestro estudio no

identificamos asociacion entre esta variable y las caracteristicas clinicas.

En relacion al caracter recidivante de estas lesiones, el 15% de las LB-VPH analizadas
mostraron recidiva, particularmente la HEMF, en concordancia con reportes previos
(Esquivel y cols., 2015; Said y cols., 2013; Baccaglini y cols., 2007). Cuatro de los cinco
casos con localizacién conocida recurrieron en el sitio de la biopsia, al igual que los casos
reportados por Esquivel y cols. (2015). Este hallazgo pudiera explicarse por la permanencia
de células epiteliales infectadas con VPH en el lecho quiridrgico, ya que realizar la escision
de la lesion no implica la eliminacién de la infeccion intracelular en las células aledafias del
huésped (Chdirez-Atienzo y cols., 2016; Kobayashi y cols., 2004). Ademads, si permanecen
otras lesiones (en el caso de LB-VPH miltiples), la recidiva pudiera deberse a la
autoinoculacién de particulas virales en el lecho quirtrgico (Pezzi y cols., 2019). Por otro
lado, multiples estudios (Said y cols., 2013; Yaghoobi y cols., 2011; Fausch y cols., 2005)

han reportado una asociacion entre recidiva y conteos bajos de CD4 en PVVS.

El 22.5% de los sujetos estudiados presentaban candidosis bucal al momento de la toma de
biopsia, hallazgo similar al de King y cols. (2002), quienes reportaron un 32% (18/56) de
casos con sobreinfeccion. La presencia de candidosis bucal se asocia con carga viral alta y
bajos niveles de CD4 (Ottria y cols., 2018; Shiboski y cols., 2009; Baccaglini y cols. 2007),
razon por la que el porcentaje de individuos afectados con candidosis en este estudio fue

bajo.
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Las caracteristicas histopatoldgicas observadas en los diferentes tipos de LB-VPH
estudiadas concuerdan con lo descrito por otros autores (Betz, 2019; El-Naggar y cols.,
2017; Syrjdnen, 2003), en relacion con el cardcter benigno de estas entidades patoldgicas.
Si bien en estudios previos (Muller y cols., 2015; Regezi y cols., 2002) se ha informado la
presencia de displasia epitelial en las LB-VPH, en nuestro estudio solo un caso mostrd
ligero pleomorfismo celular y nuclear con hipercromatismo y procesos epiteliales gotosos.
Estos hallazgos histopatoldgicos pudieran deberse al fendmeno inflamatorio inducido por la
actividad viral (Regezi y cols, 2002), lo cual ha sido documentado a través del estudio de
proteinas asociadas a invasion en las LB-VPH con displasia epitelial, como la tenascina-C,
integrina f6 y MMP1; éstas no se expresan de manera normal en la mucosa bucal, pero son
altamente expresadas en el carcinoma bucal de células escamosas, y de forma interesante,
se ha observado una expresion variable de las mismas en LB-VPH de PVVS, desde 14/22
con tenascina-C, 15/22 con 6 y 11/22 con MMP1, pero con un promedio de intensidad de
1.1, 1.2 y 0.6 respectivamente, por lo que los autores concluyen que este tipo de lesiones
poseen un escaso riesgo de progresion a carcinoma debido al bajo inmunomarcaje de las
proteinas asociadas a invasion y sugieren estudios de seguimiento a largo plazo para probar

lo contrario.

El bajo inmunomarcaje de CD1a en la mayoria de las LB-VPH estudiadas, traducido como
conteos reducidos de células de Langerhans, es un hallazgo interesante de este estudio.
Aunque no contamos con otros reportes sobre el inmunomarcaje de CD1la en LB-VPH de
PVVS, existen reportes similares realizados en otras mucosas como la anal y la de cuello
uterino (Cruz y cols., 2012; Yaghoobi y cols., 2011; Kobayashi y cols., 2004; Sobhani y

cols., 2002; Sobhani y cols., 2001; Arany y Tyring, 1998). Al respecto, estudios realizados
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en PVVS con condiloma anal (Yaghoobi y cols., 2011; Sobhani y cols. 2002, 2001) han
encontrado nimeros reducidos de CL y del mRNA de estas células en condilomas anales de
PVVS, en comparacion con poblaciones sin VIH. En relacion a los casos de malignidad, un
estudio previo (Cruz y cols., 2012) identific6 una menor cantidad de CL en PVVS con
carcinoma anal VPH+, en comparacién con PVVS sin carcinoma anal (0.21 vs. 0.96 células
respectivamente, p=0.0219), este hallazgo se repitié al comparar con individuos sin VIH
(con y sin cancer anal) (0.21 vs. 1.52 células respectivamente, p=0.002 y 0.21 vs. 1.38
células respectivamente, p=0.002); y en otro estudio realizado en mujeres que viven con
VIH/SIDA (Kobayashi y cols., 2004), se mostraron conteos bajos de CL en aquellas con
neoplasia intraepitelial cervical VPH+ en comparacién con mujeres sin VIH y con la misma

patologia cervical (15 cél/mm? £15 vs. 69 cél/mm? +40 respectivamente).

Por otro lado, multiples estudios han reportado que las PVVS presentan una menor
cantidad de CL en diferentes mucosas, incluida la bucal, en comparacién con individuos sin
VIH/SIDA (Jivan y Meer, 2016; Nittayananta y cols., 2016; Gondak y cols., 2012; Levi y
cols. 2005; Chou y cols., 2000; Charton-Bain y cols., 1999). Sin embargo, de acuerdo con
Gondak y cols. (2012), quienes cuantificaron las células de Langerhans CD1a+, HLA-DR+
y CD83+ en PVVS con alguna infeccién bucal oportunista y sin infeccién (10 con
candidiasis, 10 con herpes, 10 con leucoplasia vellosa y 10 sin lesion), el conteo de CL
maduras e inmaduras no es diferente entre los sujetos con y sin patologia oportunista
(p>0.922 para CD1a; p>0.512 para HLA-DR; p>0.997 para CD83), lo que sugiere que el
VIH induce la disminucién de las CL a pesar de la presencia o ausencia de otra infeccion

bucal.
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La disminucién de CL puede deberse al efecto citopético directo del VIH en las células de
Langerhans, que poseen receptores CD4, asi como a la actividad litica de los linfocitos T
CD8 sobre las CL que albergan antigenos del VIH y/o a la migracién de las CL a los
ganglios linfaticos (Jivan y Meer, 2016; Gondak y cols., 2012; Challacombe y Naglik,

2006; Chou y cols., 2000).

Considerando lo anteriormente expuesto, las LB-VPH pudieran ser una consecuencia de la
reducida cantidad de CL a expensas del VIH, independientemente de la presencia del VPH.
Adicionalmente, se ha reportado una correlacion entre la deteccion de la proteina p17 del
VIH y la disminucién de las CL, lo que sugiere una vinculacion directa entre estas células

inmunitarias y la infeccién por VIH (Nittayananta y cols., 2016).

El hallazgo de conteos normales de CL en una baja proporcién de los individuos estudiados
pudiera deberse a la evasion inmune viral, que produce alteraciones en la funcién de las CL
sin afectarlas en cantidad; a este respecto, se ha demostrado que la proteina Tat del VIH
desregula la expresion de citocinas en las CL, como la IL-10, necesaria para la activacién

de los linfocitos T reguladores (Kobayashi y cols., 2004).

Por otro lado, independientemente del VIH/SIDA, la infecciéon por VPH puede inducir
reduccion en el numero de CL en multiples mucosas, incluyendo la bucal (Chairez-Atienzo
y cols., 2016; Jiang y Xue, 2015; Santegoets y cols., 2008; Hayati y Zulkarnaen, 2007;
Hubert y cols., 2005; Mathews y cols., 2003), debido a la accion directa de los mecanismos
evasivos del VPH, particularmente los de alto riesgo, sobre la respuesta inmune hospedera.

Iijima y cols. (2013), en un estudio experimental, transversal y comparativo realizado en
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células cancerigenas con y sin VPH para evaluar su efecto en células mononucleares de
sangre periférica, reportaron mediante citometria de flujo que el VPH-AR bloquea la
diferenciacion de los monocitos a células de Langerhans. En diferentes estudios previos
realizados en mucosa de cuello uterino (Stanley, 2006; Hubert y cols., 2005; Matthews y
cols., 2003) se observé que el VPH-AR reduce la expresion de los genes inductores de IFN-
a y de E-cadherina en los queratinocitos infectados, evitando asi la activacion de las CL,

con su subsecuente reduccion.

En cuanto a la localizacién de las CL, la mayoria (70%) de las identificadas en los sujetos
de estudio con inmunomarcaje bajo se encontraban basal y suprabasalmente, en contraste
con aquellos con marcaje normal, que se distribuian por todo el espesor del epitelio.
Resultados similares fueron reportados por Levi y cols. (2005), quienes observaron el
marcaje de CL en zona basal y suprabasal de lesiones cervicales de bajo y alto grado VPH+
en mujeres con VIH/SIDA. Es bien reconocido que las CL se localizan de manera normal
en el estrato inferior, y viajan a estratos superficiales ante estimulos quimiotéicticos de los
queratinocitos infectados (Bashaw y cols., 2017). Considerando los mecanismos de evasion
inmune del VIH y del VPH, se ha sugerido que las CL no recibieron dichos estimulos para
llegar a los estratos superiores, que es donde los viriones son expulsados y reconocidos
(Bashaw y cols., 2017; Stanley, 2012; Stanley, 2006; Fausch y cols., 2005; Kobayashi y
cols., 2004; O’Brien y Saveria-Campo, 2002). Lo anterior explica el insuficiente

reconocimiento de antigenos y la escasa respuesta inmune contra el virus tempranamente.

Si bien, al igual que Levi y cols. (2005), no se encontraron diferencias significativas entre

el nimero de CL y las caracteristicas clinicas de los individuos incluidos en este estudio y
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curiosamente, estos autores también encontraron resultados contrarios a lo esperado
respecto al conteo de CD4. Otros estudios reportan una asociacion entre el conteo bajo de
CL y la CV alta en lesiones benignas y potencialmente malignas de mucosa anal y de cuello
uterino (Yaghoobi y cols., 2011; Levi y cols., 2005), y con niveles bajos de linfocitos T
CD4 en condilomas anales (Arany y Tyring, 1998). El dnico hallazgo clinico con
significancia estadistica en el presente estudio fue el conteo de leucocitos totales, sin
embargo no hay una explicacién razonable para dichos resultados, ya que éstos también
fueron contrarios a lo esperado; es probable que lo observado sea consecuencia del

reducido tamaifio de muestra.

Un hallazgo interesante es que el 83% de los casos de LB-VPH recidivantes tuvieron bajo
marcaje de CD1a, en concordancia con lo informado previamente (Sobhani y cols., 2001),
respecto a que el nimero reducido de CL pudiera ser un factor de riesgo para la recidiva de
condilomas anales en PVVS, independientemente del papel de la inmunosupresioén inducida
por el VIH (Yaghoobi y cols., 2011; Stanley, 2006). La presencia de las CL es importante
ya que son el vinculo entre la respuesta inmune innata y la adaptativa, es por ello que existe
una alteraciéon de la misma si las células estin disminuidas y esto pudiera explicar la

permanencia o recidiva de las lesiones asociadas al VPH.

Dado que la etiopatogenia de las LB-VPH en PVVS se modifica por accion del VIH, éstas
pudieran deberse a la cantidad reducida de CL en esta poblacion, y el uso de terapias
inmunomoduladoras que actien directamente en las CL, como el imiquimod, podria ayudar

en el tratamiento de las LB-VPH en PVVS.
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Limitaciones. Una de las principales limitaciones del presente estudio es la ausencia de un
grupo control de individuos sin VIH/SIDA, que permita confirmar si la presencia de LB-
VPH en esta poblacién estd relacionada con la disminucion de las CL. Otras limitaciones
son los datos incompletos sobre la recidiva y el tamafio de muestra relativamente pequefio,
que podrian explicar el por qué no se observaron resultados con significancia estadistica.
Por dltimo, es importante mencionar que este es el primer estudio en el pais en aportar
informacion acerca del papel de las células de Langerhans en las LB-VPH en individuos

con VIH/SIDA.

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La tendencia de bajo inmunomarcaje de células de Langerhans (CDla) observada en la
mayoria de las LB-VPH en individuos con VIH/SIDA, pudiera confirmar que las
caracteristicas clinicas atipicas de estas lesiones en esta poblacién se relacionan con la

respuesta inmune local alterada.

El presente estudio contribuye al conocimiento de la patogénesis de las LB-VPH en sujetos
con VIH/SIDA, lo cual serd de utilidad para instaurar medidas terapéuticas basadas en

evidencia que sean més efectivas.

Dentro de las perspectivas del presente estudio se contempla la incorporacién de un grupo
control de individuos sin VIH/SIDA, lo que pudiera permitir dilucidar si el bajo
inmunomarcaje de las CL es debida a la accion del VPH o del VIH o de la interaccion entre

ambos virus.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. CATEGORIAS CLINICAS EN LA INFECCION POR VIH/SIDA

Categoria A

Una o més de las siguientes condiciones:
Infeccién asintomadtica

Infeccion aguda

Linfadenopatia generalizada persistente

Categoria B

Condiciones sintomdticas que no se incluyan en la categoria C como:
Angiomatosis bacilar

Candidiasis orofaringea

Candidiasis vulvovaginal; persistente, frecuente, o con poca respuesta a
tratamiento

Displasia cervical o carcinoma in situ cervical

Sintomas constitucionales: fiebre (38.5 C) o diarrea >1 mes de duracion
Leucoplasia vellosa

Herpes zoster, al menos dos episodios distintos

Puarpura trombocitopénica idiopéatica

Listeriosis

Enfermedad inflamatoria pélvica

Neuropatia periférica

Categoria C

Candidiasis esofdgica y/o de bronquios, triquea o pulmones
Céncer cervical invasivo

Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar
Criptococosis extrapulmonar

Criptosporidiosis cronica intestinal >1 mes

Enfermedad por citomegalovirus (no higado, bazo o nédulos)
Retinitis por citomegalovirus (con pérdida de la vision)
Encefalopatia

Herpes simple, tlceras cronicas > 1mes

Histoplasmosis diseminada o extrapulmonar

Isosporiasis crdnica intestinal >1 mes

Sarcoma de Kaposi

Linfoma de Burkitt, inmunoblastico y/o primario del cerebro
Infeccién por Micobacterium avium, M. kansasii, y/o M. tuberculosis
Neumonia por Pneumocystis carinii

Neumonia recurrente

Leucoencefalopatia multifocal progresiva

Septicemia por Salmonella

Toxoplasmosis cerebral

Sindrome de desgaste
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ANEXO 2. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-MAESTRIA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL &
e ) FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL PROYECTO:
“INMUNOEXPRESION DE CD1A EN LESIONES BUCALES ASOCIADAS AL VPH EN INDIVIDUOS CON VIH/SIDA™

FICHA IDENTIFICACION

ID:_ Nombre: Exp: Sexo:_ Edad:_ Fecha Nac:

Lugar Nac: Residencia: Ocupacion: Escolaridad:
ANTECEDENTES

Fecha Dx VIH: Signos y sx iniciales: CD4 Nad: Fecha: CDC.__
Inicio TARc: Ezquema en basal: inicio: Ant MB-VIH y localizacién:

Ant Tx MB-VIH: Tabaco:no ( }si{ Jex( ) Cig/dia:  Edad inicio: Edad interrup: Duracion:
Suspensiones: Duracion de int: Cig/afio: Pagfafio: Aleohol:no { )si( Jex( ) UB/zemana:
UB/mes: Edad inicio:_ Edad interrup:_ Duracidn: Suspensiones; Duracién de int:

UB/afio: Otras Toxicomanias: no ( )} si( ) ex ( ) Sustancia(s) v frecuencia:

Edad inicio:__ Edad interrup:_ Duracién: Suspensiones: Duracion de mnt:

DATOS CLINICOS

Fecha cita biopsia: TAFc: Inicio: Otros padecim actuales:

Medicam actuales: Ant Antivirales:no ( ) si( ) Fecha susp:
L-VPH:no( J)CA( Janal( ) genital { ) Levcotot: Linfotot:  Plag: Erit:  Hemeog:  Albim:  Gloe:_
VDRL: Fecha: CD4: Fecha: CV: Fecha:

LE-VPH: Unica ( )} Multiple { ) Dx clinico y localizacion: PE { ) HEMEF ( ) VV () CA( )
Color: Base: Superficie: Tamafio: Sintomatologia: Sitic de biopsia:
Tiempo de evolucion: dias ( ) meses ( ) afios ( ) Otras MB-VIH vy localizacion: Tx MB-VIH:

Ant Tx LB-VPH: Fecha inicio: Susp: Tx indicado:

Seguimiento. Resolucién: no ( ) parcial ( ) =i ( ) fecha: Recurrencia LB-VPH: no ( ) si( ) fecha:

TARc: CD4: CV: Dx clinico: PE { YHEMF ( ) VV { ) CA( ) Localizacién:

TxLB-VPH:no( =i ) Fecha: Resolucién: no { ) parcial ( ) i ( ) fecha:

DATOS HISTOPATOLOGICOS

Dx histopatologico: PE ( Y HEMF { ) VV ( ) CA ( ) Fecha: #Bloque:

Epitelio. Proyecciones: no { ) digitiformes ( ) filiformes ( ) papilomatoszas { ) Superficie: plana ( ) papilomatosa ( ) irregular (| )
Queratina: no { ) para ( ) orto ( ) hiperpara ( ) hiperorto( ) criptas llenas de queratina ( ) Estrato granular prominente: no { ) si( )
Procesos epiteliales: elongados ( ) amplios ( )} anastomosados( ) Hiperplasia basal: no ( )sif )

Figuras mitosoides: no ( ) pocas ( ) abundantes ( ) Coilocitos: no ( ) pocos ( ) abundantes ( )

Tejido conectivo. normal ( ) hiperplasico [ )

Infiltrado inflamatorio: no () leve { ) moderado { ) abundante ( )/ mixte ( ) agudo { ) crénico ( )

Vasos sanguineos: normales { ) dilatados ( )

DATOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Inmunoexpresion CD1a

No. de células: campo 1{ ) campo 2{ )Jcampo 3( )campo 4| ) Total de células: (

No. de células CD1a positivas: campo 1({ Jecampo2( Jcampo3 ( Jcampod( ) Total de células CDla+:( )
Porcentaje de células CD1a positivas ()

Localizacién de inmunomarcaje: { ) Intensidad de inmunomarcaje: ()

Observaciones:
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CODIGOS FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Sexo: Fem' Masc?

Lugar Nac: CDMX! Edo Mex? Provincia® Extranjero*

Residencia: CDMX' Edo Mex? Provincia® Extranjero*

Escolaridad: Prim! Sec? Prepa’ Lic* Maest® Doc®

MB-VIH: No° CanE! CanPs? QA® LV* HS® PE® CA” VV® HEMF’ SIF!° GUN!! PUN!?
EAR" U-NOS' SK'> LNH'® CCE"" LB-VPH"®

Localizacién: Com lab izq' Com lab der? Muc lab sup® Fren lab sup* Muc lab inf> Fren lab
inf® Muc yug izq” Muc yug der® Enc ves sup® Enc palat!® Proceso alv sup'! Pal duro'? Pal
blan'?® Uvula'* Orofaringe'> Enc ves inf'® Enc lin'” Proceso alv inf'® Dor lin'® Bor lin izq*
Bor lin der?! Fren 1in*? Vien lin?® Piso d boca?* Labio sup® Labio inf?

Tx MB-VIH: No° Biopsia! Antimicético® Antibiético® Antiviral* Otro’

Tx LB-VPH: No° Biopsia' Crioterapia® Laser’ Electrocoag* IFNa® Acido retinoico®
Podofilina’ Imiquimod?® Otros’

UB: Cerveza y pulque (330 ml)! Vino (125 ml)? Tequila, ron, mezcal, brandy (30 ml)?
Sustancias: Marihuana' Cocafna® Piedra® LSD* Herofna® Poppers® Metanfetaminas’ Otro®
TARc:

e No°

e Combinaciones: Kaletra (LPV/RTV)!, Atripla (EFV/FTC/TDF)?, Epzicom
(3TC/ABC)?, Trizivir (AZT/3TC/ABC)*, Prezcoxib (DRV/COBI)’, Triumeq
(ABC/DTG/3TC)%, Juluca (DTG/RPV)’, Epizcom/Atripla®, Truvada (FTC/TDF)°

e ITRAN: Zidovudina (AZT)!' DDI'? Lamivudina (3TC)"* D4T'* Abacavir (ABC)"
Emtricitabina (FTC)'¢ Tenofovir (TDF)!” Zalcitabina'®

e ITRNN: Efavirenz (EFV)?! Etravirina®* Nevirapina®® Rilpivirina®*

e IP: Indinavir’! Ritonavir’*? Saquinavir®® Nelfinavir** Tipranavir®> Atzazanavir
(ATZ)*® Darunavir’’ Fosamprenavir®® Rescriptor (Delaverdine)** Amprenavir
(Agenesarse)40

e IF: Enfurtida (T20)*!

e IE: Maraviroc’!

e II: Dolutegravir (DTG)! Elvitegravir (EVG)®? Raltegravir63

VDRL: Negativo® Positivo'

Color: Rosa' Blanco? Rojo® Otro*

Base: Sésil' Pediculada?

Superficie: Lisa' Papilomatosa?® Filiforme® Ulcerada®

Sintomatologia: Ninguna’ Dolor! Ardor® Otra’

Localizacién de inmunomarcaje: Superficial ! Suprabasal® Basal * Todo el espesor*
Intensidad de inmunomarcaje: Nula’ Leve! Moderada® Intensa?
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ANEXO 3. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LAS LB-VPH

Hiperplasia epitelial multifocal

-Leve hiperqueratosis

-Acantosis prominente del epitelio escamoso
estratificado

-Coilocitos y figuras mitosoides en todo el espesor
epitelial

Papiloma escamocelular

-Proliferaciones digitiformes del epitelio escamoso
estratificado

-Puede o no presentar una capa de paraqueratina u
ortoqueratina de espesor variable

-Coilocitos infrecuentes

-Base angosta soportada por tejido fibroconectivo con
capilares dilatados

Verruga vulgar

-Proliferaciones papilares del epitelio escamoso
estratificado

-Gruesa capa de ortoqueratina y capa granular
prominente con cambios coilociticos

-Los procesos epiteliales elongados convergen hacia
el centro

Condiloma acuminado

-Proliferaciones papilares del epitelio escamoso
estratificado, anchas y aplanadas en la superficie

-Los procesos epiteliales son bulbosos, cortos y rectos
-Los coilocitos son muy evidentes

-Papilas de tejido fibroconectivo en una base amplia
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