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1. Resumen

Desde que se comenzé a utilizar el Tratamiento Antirretroviral Altamente Activo (TARAA), se
ha observado un incremento en la frecuencia de lesiones bucales asociadas al virus del
papiloma humano (LB-VPH) en pacientes infectados por VIH. En algunos trabajos se ha
sugerido que este incremento se relaciona con el uso de TARAA y con una disminucién de la
carga viral (CV), sin embargo no se ha comprobado cudl es el mecanismo de este incremento y
tampoco se sabe cudles son los tipos virales especificos relacionados al desarrollo de las LB-

VPH en pacientes infectados por VIH.

El presente trabajo es un estudio transversal, observacional y analitico en el cual se incluy6
una cohorte de 329 pacientes infectados por VIH de tres centros de referencia. Se encontré una
asociacion entre la presencia de LB-VPH y el tiempo de uso de TARAA, asimismo se
describieron las caracteristicas clinicas e histopatologicas de las lesiones y se identificaron los
tipos virales especificos para las LB-VPH que presentaron los pacientes incluidos en este

estudio.
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1. Introduccién

1.1 Infeccién por VIH/SIDA

La infeccion por VIH/SIDA es un problema de salud a nivel mundial debido a los afios de vida
perdidos y el deterioro en la calidad de vida que sufren los pacientes; en la actualidad se
reconocen también sus dimensiones e impactos sociales, culturales, econémicos, legales,
éticos y politicos. La infeccion por VIH se ha extendido ampliamente en diferentes paises
desde su aparicion a principios de la década de los 807s, cerca de 40 millones de hombres,

. o S 1,2
mujeres y nifios han sido infectados.”

Se estima que en el mundo, el nimero de personas infectadas por el VIH ha aumentado de
26.2 millones (24.6 millones—27.8 millones) en 1999 a 33.3 millones (31.4 millones—35.3
millones) en 2009." En México, hasta junio de 2011 se han reportado 149,883 casos de
VIH/SIDA, de los cuales 123,162 (82%) son hombres y 26,721 (18%) son mujeres. En
relaciéon a la categoria de transmision, el primer lugar lo ocupd la via sexual con 95,451
(63.7%) casos registrados, siendo la heterosexualidad la que mayor nimero de casos registro
(50,554/53%), seguido de la categoria hombres que tienen sexo con hombres (HSH) con
45,100 (30%) casos. 3 El Distrito Federal es una de las entidades con mayor nimero de casos
de SIDA diagnosticados, hasta junio de 2011 se reportaron 23,949 (15.9%) casos, de los cuales

el 98.1% (147,085) se encuentran entre los 15 y los 44 afios de edad. 3

La infeccion por VIH es un proceso cronico que implica una produccion elevada y constante
de nuevos viriones, acompafiada de la consecuente destruccion o muerte o fusion celular de

linfocitos T de tipo CD4", esta destruccion es compensada con una produccién aumentada de
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linfocitos CD4" durante varios afios, que permanecen en el organismo pero no lo protegen,
hasta que las reservas se agotan, desembocando finalmente en una disminucién de estos que

origina una inmunodeficiencia adquirida. *

1.1.1 Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El VIH pertenece a la familia retroviridae y se relaciona con la subfamilia lentiviridae. Los
retrovirus son virus que contienen RNA y se replican mediante una DNA polimerasa,
dependiente de RNA, denominada transcriptasa inversa. El VIH es un virus con envoltura que
contiene una regién central, en la que se encuentran dos copias idénticas de RNA genémico de

. . . ., 4
una cadena y las enzimas requeridas para su replicacion.

El ciclo principia con la unién de la envoltura viral al receptor celular CD4+, presente
principalmente en la superficie de las células T (cT) inmaduras, las ¢cT CD4+, cT Helper
circulantes y en menor grado en monocitos, macrofagos, células dendriticas foliculares y

2 . . 4.5
células microgliales.™

La entrada del virus a estas células depende de los receptores
especificos entre los que destaca la molécula CD4+ y los mds recientemente descubiertos

correceptores (CCRS y CXCR4), el primero correceptor en macréfagos y el segundo en

linfocitos T. ¢

La molécula CD4+ que habitualmente es el receptor de las moléculas de clase II del sistema
principal de histocompatibilidad sobre las células presentadoras de un antigeno, se une de
manera especifica y con una afinidad extremadamente alta a la subunidad exterior de la gp 120

de la envoltura de VIH. La conformacion de la gp120 es importante para su unién a CD4+,

12



pues se requiere de la interaccion entre la regiéon V1 de la gp120 con una region que une CD4+
en la cuarta porcion conservada, cerca de la region C terminal de la gp120 de la envoltura del

VIH. >

Después de la unién al receptor, el VIHI1 entra al citoplasma de la célula blanco por un
mecanismo de fusién entre la envoltura del virus y la membrana celular. Una vez que el virus
ha entrado a la célula como una ribonucleocdpside es transcrita a una copia de DNA de doble
cadena por la accion de las enzimas virales transcriptasa inversa y ribonucleasa. Esta reaccion

. Z . . sz 4,5
ocurre en el citoplasma de la célula dentro de las primeras 6 horas de la infeccién .™

Una caracteristica particular del ciclo de vida retroviral después de la integracion es su
capacidad para persistir en un estado aparentemente inactivo, es decir, sin la produccién de
mensajes virales o de proteinas. Sin embargo, en este periodo los pacientes tienen un deterioro
gradual del sistema inmune que se manifiesta en alteraciones de la funcién cooperadora de las

células T CD4+. +?

1.1.2 Patogénesis y caracteristicas clinicas de la infecciéon por VIH

Con la identificacion del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) en 1983 y la
comprobacién de su relacion etioldgica con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) en 1984, y con la disponibilidad de pruebas diagndsticas sensibles y especificas
para la infeccién por VIH, la definicion de casos de infeccion por VIH/SIDA ha sufrido varias
revisiones con el paso de los afios. La tltima revision tuvo lugar en 2008, % en este sistema de

clasificacion de los CDC revisado para adultos y adolescentes mayores de 13 afios con
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infeccion por VIH se requieren pruebas de laboratorio confirmatorias de la infeccion: pruebas
de tamizaje de anticuerpos para VIH, PCR, antigeno p24 de VIH, y cultivo viral. Asimismo se
establecen cuatro estadios de la infeccion categorizados de menor a mayor severidad: estadio
1, estadio 2, estadio 3, estadio desconocido. Los estadios 1 y 2 se consideran asintomaticos,

los estadios 3 y desconocido se consideran como SIDA.

El sistema se basa en el conteo de linfocitos CD4+ y en el porcentaje del total de linfocitos,
definiéndose de la siguiente manera:

Estadio 1: prueba confirmatoria de la infeccién, > 500 células/mm3, >29%

Estadio 2: prueba confirmatoria de la infeccion, 200 - 499 células/mm3, 14-28%

Estadio 3: prueba confirmatoria de la infeccién, < 200 Células/mm3, < 14%

Estadio desconocido: con/sin prueba confirmatoria de la infeccién, sin informacién sobre

conteo ni porcentaje de linfocitos CD4+

Cuando en un paciente la enfermedad ha progresado y éste ha sido clasificado en un estadio

mads severo, no se puede reclasificar en un estadio menor. ?

1.1.3 Terapia antirretroviral altamente activa (TARAA)

El objetivo general de la terapia antirretroviral altamente activa (TARAA) es la supresion
mdxima y prolongada de la carga viral (CV) reduciendo sus niveles plasmadticos hasta un nivel
no detectable basado en las técnicas moleculares actuales (<50 copias de ARN viral/ml), y

mejorar el grado de inmunosupresion mediante la elevacion de las cuentas de células CD4+
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durante el mayor tiempo posible. Esto con el fin de mejorar la expectativa y calidad de vida de

. 10,11
las personas infectadas.

El momento 6ptimo del comienzo de la terapia antirretroviral es hasta la fecha tema de
discusidn, sin embargo en la guia de tratamiento antirretroviral revisado por la OMS en 2010
se recomienda iniciar la terapia antirretroviral en pacientes con un conteo de linfocitos CD4+
<350 células/mm’. ' Esto es en relacién a que en los pacientes con cuentas de linfocitos CD4+
superiores a 350 células/mm’ el riesgo de desarrollo de enfermedades relacionadas al VIH es
bajo. ' Asimismo, la determinacién de CV es importante para tomar la decisién. Si ésta es
igual o mayor a 55,000 copias/ml, el riesgo de progresion es alto por lo que se recomienda

iniciar tratamiento.

Los medicamentos antirretrovirales (ARVs) se clasifican en Inhibidores nucléosidos de la
transcriptasa inversa (ITIN), Inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos (ITINN),
Inhibidores de la proteasa (IP).14
Los esquemas de TARAA deben contener tres o cuatro farmacos con al menos dos
mecanismos de accién diferentes: '’

— 2ITRAN + 1 ITRNN

— 2ITRAN+11P

— 3ITRAN

15



1.2 Virus del Papiloma Humano
El Virus del Papiloma Humano (VPH) forma parte de la familia Papovavirus, también llamada
Papillomaviridae, el cual tiene afinidad por los epitelios y puede inducir el desarrollo de

lesiones benignas y malignas tanto en piel como en mucosas. ' 2°

Hasta la fecha se ha aislado y secuenciado el genoma alrededor de 120 tipos de VPH, *"** sin

embargo hay trabajos donde se ha reportado la existencia de més de 200 tipos diferentes. > **
Los diversos tipos de VPH se describen basdndose en su secuencia genémica y se identifican
con un nimero.'® Si la secuencia genémica varia en mds de un 10% se reconoce un nuevo tipo
viral, si la variaciéon es entre un 2% y 10% se define como subtipo, y si la variacion es

menor a 2% se define como una variante. !> 18:20:23

De acuerdo al potencial para desarrollar lesiones malignas, los tipos virales se clasifican en
bajo riesgo y alto riesgo. Las LB-VPH benignas como el papiloma escamoso y la hiperplasia
epitelial multifocal se han asociado a los tipos virales de bajo riesgo 2, 4, 6, 7, 11, 13 y 32,
mientras que los tipos virales 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66 son de alto
riesgo y se han relacionado con el desarrollo de lesiones bucales malignas como el carcinoma

escamocelular, 2°

Los papilomavirus comprenden un grupo de virus icosahédricos que se replican en el niicleo
celular, sin envoltura y con un ADN circular de doble hélice formado por 8000 pares de bases

(pb). La particula viral contiene 72 capsémerospentaméricos que rodean el ADN. '” 25,26
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1.2.1 Organizacion general del genoma del VPH
Los genomas de los diferentes tipos virales presentan una estructura bdsica muy similar, en la
cual se han identificado tres regiones principales: region de expresion temprana (E), regién de

expresion tardia (L) y regién larga de control (LCR), como se puede observar en la figura 1

20,2
6.20:%

donde se hace referencia al VPH 1

Figura 1. Mapa genético del papillomavirus tipo 16, donde estidn
representados las distintas regiones del genoma viral.

Tomado de http://www.respyn.uanl.mx/ii/2/ensayos/papiloma.html

En la regién temprana se encuentran todos los genes reguladores de la transcripcion,
replicacion y ciclo viral (E1, E2, E4, ES, E6 y E7); en la region tardia se encuentran los genes
que regulan las proteinas mayor (L1) y menor (L2) de la cdpside viral. La region larga de
control (LCR), que no tiene funcién codificante, es un segmento del genoma viral de
aproximadamente 1,000 pb, en ella se encuentran los genes reguladores de la transcripcién
viral (p97) y del origen de la replicacion (ori) la cual ocurre exclusivamente en el nucleo de la

célula huésped. 222+ %
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Las proteinas de expresion temprana (por sus siglas en inglés E: early) tienen funciones
especificas: E1 participa en el inicio de la replicacion viral, E2 participa en la replicacion del
virus y en la regulacién de la transcripcion de los oncogenes E6 y E7, E4 participa en la
ruptura de citoqueratinas, ES es una proteina transformadora de membranas. E6 se une a p53
e induce su degradacion y activa a la telomerasa, el gen E7 se une a una serie de proteinas
celulares regulatorias: pRB, p130 y c-jun. 2 ** % Los productos de los oncogenes E6 y E7
inducen el mantenimiento del estado inmortalizado de las células que contienen secuencias de

VPH 20,27,29

El VPH infecta las células epilteliales mitéticamente activas, especificamente a los
queratinocitos a través de microabrasiones mediante contacto directo de célula a célula,

. . . . L. . . 303
llegando primero a la membrana basal y sin ocasionar signos clinicos de viremia,'® %!

La infeccién comienza cuando las proteinas de la cdpside viral se unen a los receptores de la
membrana celular. Después de la unién a la célula, el genoma viral se traslada al ndcleo
donde ocurre la integracion del ADN viral en el genoma celular permaneciendo en estado de

. 19,20,27,32
latencia.'® 2% 2"

El genoma viral se replica en los siguientes estadios:

- Primer estadio: las proteinas tempranas E1 y E2 son sintetizadas y como resultado se
replican de 10 a 200 copias virales

- Segundo estadio: En este estadio ocurre proliferacion viral sin que se presente destruccion

de las células hospederas. Durante el ciclo celular ocurre la replicacion. Ocurre la expresion

18



de los genes E6 y E7, las células presentan un ciclo de vida corto y divisiones celulares
frecuentes, lo cual se traduce en la formacion de lesiones exofiticas benignas.

- Tercer estadio: Las proteinas E1 y E2 se activan y se producen miles de copias de ADN
viral, asimismo se activan los genes L1 y L2 necesarias para el ensamblado de la cipside

. 120
viral.

La produccién final de viriones y su liberacion requiere de la diferenciacion terminal de las
células infectadas en el epitelio, mediante el proceso normal de descamacién.'™ ' Se piensa
que la especificidad epitelial de VPH pueda estar determinada por la region larga de control.

2633 han establecido in vitro, que el VPH16 utiliza Proteoglucano Heparin

Algunos autores
Sulfato (PHS) para infectar células. PHS es una proteina de membrana celular y también es un

componente de la membrana basal epitelial, la cual estd involucrada en funciones como

regulacién de la permeabilidad de la membrana basal y adhesién celular.*®

1.2.2 Lesiones bucales asociadas al VPH (LB-VPH) en individuos con VIH

Las lesiones bucales asociadas al VIH (LB-VIH) han sido caracteristicas clinicas frecuentes,
tanto en etapas tempranas como en etapas avanzadas de la enfermedad por VIH/SIDA,
asimismo han cobrado gran importancia ya que afectan la calidad de vida de los pacientes.’
Algunas LB-VIH como candidiasis bucal y leucoplasia vellosa son consideradas indicadoras
de la infeccién y signos clinicos de progresion de la enfermedad, tanto por su asociacion con
la replicacién viral, como por la inmunosupresion que caracteriza a la infeccién por VIH. >
Por otro lado, algunas LB-VIH podrian ser tomadas en cuenta como indicadores clinicos

relacionados con el tiempo de uso de tratamiento antirretroviral.*®
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Las relaciones directas entre la infeccion por VIH y otras enfermedades infecciosas son
complejas. Por un lado, la infeccién por VIH favorece las enfermedades llamadas oportunistas,
y por el otro, ciertas infecciones locales de los 6rganos genitales facilitan la infeccién por el
VIH.'* % En este sentido, diversos estudios han establecido que desde el inicio del uso de
TARAA la incidencia de LB como candidiasis bucal y leucoplasia vellosa ha disminuido;*’

. . 4145
sin embargo, en algunos trabajos

se observo que desde que se comenzé a usar TARAA se
ha presentado un incremento en la incidencia de lesiones bucales asociadas al VPH (LB-VPH)
en individuos infectados por el VIH.

39,46

La susceptibilidad de los individuos con VIH para adquirir el VPH es alta. En diversos

47.48 e ha establecido la asociacién del VPH con el desarrollo de lesiones del cuello

trabajos,
uterino en mujeres infectadas por el VIH, asimismo algunos autores'” **® han observado que
las mujeres con cuentas de linfocitos CD4+ menores de 200 tienen mayor riesgo de tener VPH
en cérvix. Sin embargo hay estudios®®** donde se encontré que mujeres infectadas con VIH y

un conteo de linfocitos CD4+ < 300 tuvieron un riesgo significativamente alto de tener VPH

en cérvix.

En la mucosa bucal de individuos con VIH, la infeccién por VPH se ha asociado con un grupo
multiforme de lesiones exofiticas nodulares, papulares o hiperplésicas. Las lesiones bucales
asociadas al VPH (LB-VPH) pueden tener la superficie lisa o presentar un patrén parecido a
una coliflor o digitiforme, con base sésil o pediculada y se han clasificado en cuatro lesiones
principales: papiloma escamocelular, verruga vulgar, hiperplasia epitelial multifocal y

. . 35,49
condiloma acuminado.
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Papiloma escamoso. Esta LB-VPH se observa con mayor frecuencia en mucosa de paladar
duro, paladar blando y tvula, extra oralmente se presenta principalmente en borde bermellén
de labios. Estas lesiones exofiticas pueden presentarse como unicas o multiples, miden
alrededor de un centimetro, su color puede ser blanquecino o igual a la mucosa adyacente, la
superficie puede ser digitiforme recordando a una coliflor, o multilobulada, la base en la
mayoria de las lesiones es pediculada, pero también puede ser sésil, y son lesiones
asintomaticas.”® Los tipos virales involucrados en el desarrollo de esta lesion son el VPH-6,

VPH-11, y en menor frecuencia el VPH-16. 31

Verruga vulgar. Clinicamente puede presentarse como lesién exofitica tnica o lesiones
multiples (regularmente agrupadas), la superficie puede ser suave y digitiforme o parecida a
una coliflor, la base puede ser pediculada o sésil, y se localiza en cualquier parte de la cavidad

1.3 A esta lesion se encuentran involucrados los tipos virales VPH-2, VPH-4 y VPH-57.!

buca
Hiperplasia epitelial multifocal. Esta LB-VPH clinicamente se caracteriza por la presencia
de multiples papulas o nédulos bajos de color igual a la mucosa adyacente, la superficie es
suave y verrucosa, el tamafio puede variar de 0.1 a 1.0 cm. y se localizan en mucosa no
queratinizada, generalmente en mucosa de labios. Tienden a desaparecer al traccionar la
mucosa afectada.”® > En el desarrollo de esta lesién se encuentran involucrados los tipos

virales VPH-13 y VPH-32.%%

Condiloma acuminado. Generalmente se presenta como multiples nédulos pequeios que

tienden a coalescer, de color igual a la mucosa adyacente, con superficie digitiforme. Se
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presenta con mayor frecuencia en mucosa labial, paladar blando y frenillo lingual.35 Los tipos

virales involucrados son VPH-6 y VPH-11, en menor frecuencia VPH-16 y VPH-18."*

A pesar que los datos acerca de los tipos virales involucrados en el desarrollo de estas lesiones
en individuos con VIH son limitados, los tipos virales de bajo riesgo que se han asociado a las
LB-VPH son: VPH-1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13 y 32. Asimismo, los tipos virales de alto riesgo
que se han encontrado son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 59, 66, 69,
72 y 73.'% 20463135y hallazgo interesante es que las LB-VPH con mayor nimero de

coilocitos son positivas a tipos de riesgo alto (31, 33, 51, 16, 18).25’ 37,46

Un grupo de investigacién en Brasil® informé que los pacientes con infeccién por VPH
genital tienen una frecuencia alta (89.7%) de LB-VPH, y se encuentra asociada a contacto oro-
genital. Estos resultados contrastan con lo reportado por Fakhry y cols.* quienes analizaron
lavados en la mucosa bucal y genital realizados en mujeres con y sin VIH, e identificaron que
la presencia de VPH en la mucosa bucal es menor que en el cérvix, y solo el 16.7% de la
poblacidén estudiada presentaban simultdneamente infeccién en ambos sitios; sin embargo, no
hacen referencia a la presencia de lesiones bucales especificas.

En México, un reporte preliminar en individuos con VIH, identificé una prevalencia de LB-

VPH de 3.03%, encontrando a los tipos 13 y 6 como los mds frecuentes.™

1.3 Terapia antirretroviral altamente activa y LB - VPH
Con el inicio del uso de TARAA, desde el afio 1996, se ha observado una reduccién en la

frecuencia de algunas lesiones bucales, sin embargo diversos estudios realizados en el
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extranjero han reportado un aumento en la incidencia de LB-VPH en pacientes con TARAA.
4142434495 B Meéxico, en un estudio realizado por Ramirez-Amador y cols.”” con una
cohorte de 1,000 pacientes, se encontré que la prevalencia de LB-VPH fue mayor en los
pacientes que se encontraban dentro de un periodo de 1996 al 2001, bajo TARAA (0.4% al

1.2%).

Los mecanismos por los cuales interactian el VIH y el VPH no estdn claros. El VIH no tiene
afinidad por células epiteliales, y el ciclo viral del VPH estd restringido a epitelios, y en
individuos con VIH, a mucosas. Recientemente se ha encontrado evidencia de que existe una

interaccion entre el VPH vy las proteinas Tat, Rev, Vpr del VIH
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1.4 Planteamiento del problema y justificacion

En algunos estudios se ha observado que con la introduccion de TARAA la frecuencia de LB-
VPH se ha incrementado considerablemente. Algunos autores sugieren que este incremento se
relaciona a una disminucién en la CV y al uso de TARAA.*” Sin embargo no se ha
comprobado aun cudl es el mecanismo de dicho incremento, asi como tampoco se sabe qué
tipos virales especificos estdn involucrados en el desarrollo de las LB-VPH en pacientes con

VIH.

El andlisis del espectro clinico de las LB-VPH en individuos con VIH en 3 centros de
referencia para VIH/SIDA brindard informacién acerca de la prevalencia de LB-VPH en esta
poblacion. Asimismo la descripcion de las caracteristicas clinicas de las LB-VPH ayudard a

caracterizar estas lesiones en pacientes infectados por VIH.

La informacién que se obtenga de este estudio serd de utilidad para establecer los tipos virales
especificos relacionados al desarrollo de las LB-VPH en individuos infectados por VIH, asi
como para definir las caracteristicas clinicas de las LB-VPH que se presentan en estos

pacientes.
Por otro lado, dicha informacién podra ser utilizada en estudios de seguimiento, con el fin de

determinar su comportamiento a largo plazo, y la posible instauracion de las medidas

terapéuticas mds efectivas.
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2. Hipétesis
Los tipos de VPH identificados en las LB-VPH en pacientes infectados por VIH/SIDA son de

bajo riesgo y se relacionan con el tiempo de uso de TARAA.

3. Objetivos

Objetivo General

— Identificar los tipos virales involucrados en las LB-VPH en individuos infectados con
VIH/SIDA

Objetivos Particulares

— Estimar la posible asociacién de las LB-VPH con el tiempo de uso de TARAA

— Estimar la posible asociacion de las LB-VPH con el conteo de linfocitos CD4+ y los

niveles de carga viral

4. Método

4.1 Disefio del estudio

Estudio transversal, observacional y analitico, en el que se incluyé de forma consecutiva a
pacientes infectados con VIH, que acudieron a la consulta de Patologia y Medicina Bucal de la
Clinica Especializada Condesa (CEC) de la Ciudad de México, el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) y el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), durante un periodo de un afio (de enero a diciembre de

2010).
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4.2 Sujetos participantes

Se incluyeron consecutivamente a todos los pacientes, mayores de 18 afios de 3 centros de
referencia para VIH/SIDA de la Ciudad de México (Clinica Especializada Condesa [CEC],
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubirdn [INCMNSZ] y el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias [INER]). A los pacientes que presentaron
LB-VPH en la mucosa bucal se les pidié su consentimiento informado por escrito, en el caso
de que aceptaran la toma de biopsia y/o cepillado citolégico. El presente protocolo estd basado
en los lineamientos incluidos en la Ley General de Salud, y fue aprobado por los Comités
Revisores Institucionales (IRB) de cada una de las instituciones participantes, antes de su

aplicacion.

4.3 Criterios

Criterios de inclusion.

— Individuos con infeccién por VIH, mayores de 18 afos

— Consentimiento para su participacion en el estudio

— Posibilidad para autorizar por escrito su consentimiento de participacion.
Criterios de exclusion.

— Individuos sin infeccién por VIH

— Incapacidad para autorizar por escrito su consentimiento de participacion.
Criterios de eliminacion.

— Muestras que al andlisis histopatolégico no correspondan con las caracteristicas definidas

para LB-VPH
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—  Muestras donde no haya suficiente cantidad de ADN viral

4.4 Aspectos éticos

Proceso de obtencion del consentimiento informado

A todos los individuos participantes se les proporciond una carta que incluia el consentimiento
informado (Anexo 1), en la que se explican las condiciones en las que se desarroll6 el estudio.
Se solicitd a cada participante que leyera la carta de consentimiento, se contestaron las dudas
que tuvieron respecto al estudio y se pidi6 que firmaran la carta de consentimiento. Se informé
a los pacientes acerca de los riesgos y molestias asociadas con los procedimientos para el
desarrollo del protocolo, verbalmente y en la carta de consentimiento. Es importante destacar
que se hizo saber a todos los participantes que la negativa en relacién a su participacion en el
estudio no tendria consecuencias negativas en la atencion médica u odontolégica que recibe en
la CEC, INCMNSZ o el INER. La participacién de los pacientes fue totalmente voluntaria. El
paciente podria suspender su participacion en cualquier momento, sin que se afectara su

atencion institucional.

Se registraron los datos de cada uno de los participantes en una ficha de recoleccién de datos
(Anexo 2). A cada individuo se le aplicé un cuestionario que incluyé variables de importancia
para el estudio (edad, género, ocupacion, estado civil, escolaridad, lugar de residencia,
tabaquismo). Los datos relativos al uso de TARAA, tiempo de administraciéon de TARAA,
niveles de CD4+ y ARN-HIV (carga viral) fueron obtenidos del expediente clinico del

paciente.
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Todos los registros, formas de evaluacion y reportes se identificaron por un cédigo para

mantener el cardcter confidencial del paciente.

4.5 Variables

Las variables a considerar fueron:

Variable dependiente:

- LB-VPH

Variables independientes:

— Conteo de linfocitos CD4+, niveles de carga viral, uso tiempo y tipo de TARAA,
categoria de transmision, género, edad, estado civil, lugar de nacimiento, escolaridad,

ocupacion y consumo de tabaco.

4.6 Calculo del tamaiio muestral.

De acuerdo con los resultados de un estudio previo realizado en la misma poblacion, en el que
durante un periodo de un afio, en un grupo de 195 pacientes con VIH, se identificaron 26
pacientes que presentaban LB-VPH, lo cual representa una prevalencia de 13%. Considerando
que anualmente se examinan aproximadamente 200 pacientes en la Clinica de Patologia y
Medicina Bucal de la CEC, el total de individuos que se plane6 incluir con LB-VPH ascendié

a25.
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4.7 Manejo de los datos.
Los datos de la ficha de recoleccion de los mismos se codificaron previamente. Una vez que
las fichas fueron llenadas completamente, se capturaron los hallazgos en una base de datos. Se

utilizo6 el programa computacional SPSS (v.15) para el andlisis de los datos.

4.8 Procedimientos clinicos

En los individuos en los que se identificé clinicamente alguna LB-VPH, se realiz6 el
diagnostico clinico presuntivo correspondiente (papiloma escamoso, verruga vulgar,
hiperplasia epitelial multifocal o condiloma acuminado), de acuerdo a las caracteristicas
clinicas descritas en el apartado 1.2.2. Se utiliz6 el término “Lesion asociada a Virus del
Papiloma Humano” (LB-VPH) cuando la lesién no tenia caracteristicas clinicas definidas de

una u otra entidad.

Se registraron las caracteristicas clinicas de la lesién (color, textura, apariencia, extension,
tamafio y localizacién), y fueron fotografiadas. A todos los participantes que dieron su
consentimiento, se les realiz6 la toma de una biopsia de la lesién por medio de sacabocados
desechables. A cada muestra se le asigné un nimero consecutivo conforme se obtuvieron. En
aquellos pacientes que no aceptaron la toma de biopsia, o en quienes no contaban con las
condiciones clinicas 6ptimas para realizar el procedimiento quirdrgico (conteos plaquetarios

<50 p/mm3), se les tomé un cepillado citoldgico de la lesion.

La biopsia fue dividida en dos partes, una seccién se utilizé para el estudio histopatoldgico, la

cual fue fijada con formalina al 10% vy tefiida con hematoxilina-eosina (H-E). Las biopsias
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fueron procesadas en el laboratorio de Histopatologia de la UAM-X, los estudios
histopatoldgicos se llevaron a cabo por Pat6logos bucales del laboratorio de Histopatologia de

la UAM-X.

La segunda seccién del tejido obtenido fue introducida en un tubo cénico con 5 ml de un
preservador celular (PreservCyt, Cytyc Co, Marlborough MA, USA) para su andlisis
molecular. Del mismo modo, en aquellos pacientes en los que no fue posible realizar biopsia,
el cepillado citoldgico se realizé mediante un cepillo conico desechable estéril, el cual se pasé
3 veces sobre la lesiéon y se introdujo en un tubo Falcon de 10 ml. que contenia 8§ ml de

PreservCyt.

4.8.1 Criterios histopatolégicos.
Los criterios histoldgicos utilizados en el diagnostico de las LB-VPH se basaron en los

establecidos previamente™ > y son descritos en el Cuadro 1.

Papiloma escamoso. Histolégicamente se presenta como una lesién conformada por multiples
lesiones dactiliformes de epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado con marcada
acantosis, en el que se pueden observar coilocitos. Dichas proyecciones epiteliales se apoyan
sobre un tallo de tejido fibroconectivo laxo bien vascularizado, la lesion puede presentar

escaso infiltrado inflamatorio dispuesto de manera difusa.”

Verruga vulgar. Las caracteristicas histoldgicas de la verruga vulgar son las de una lesién de

estirpe epitelial, cuyo epitelio escamoso estratificado presenta marcada hiperparaqueratosis,
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abundantes granulos de queratohialina y numerosos coilocitos. El tejido conectivo subyacente

puede presentar escaso infiltrado inflamatorio de tipo crénico. >

Hiperplasia epitelial multifocal. Histolégicamente, se presenta como una lesiéon de estirpe
epitelial compuesta por epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado, acantético, con
procesos epiteliales ancho y convergente hacia el centro de la lesion, muchos de los cuales se
fusionan entre si. Se observan abundantes células vacuoladas (coilocitos). Como caracteristica

. . . . Lo 58
particular, hay presencia de células con degeneracion nuclear llamados cuerpos mitosoides.

Condiloma acuminado. Se observa como una lesiéon de estirpe epitelial con un epitelio
escamoso estratificado acantético dispuesto en proyecciones despuntadas y anchas, con

apariencia de criptas llenas de queratina en el tejido conectivo fibrovascular subyacente.™®

4.9 Procedimientos de laboratorio
El anélisis molecular de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Virus y Céancer de la
Unidad de Investigaciones Biomédicas de la UNAM con sede en el Instituto Nacional de

Cancerologia (INCan).

4.9.1 Extraccion y purificacion del ADN

La extraccion del ADN de las muestras se llevé a cabo por medio del Wizard Genomic ADN
Purification kit (Promega). Se tomd un fragmento de la muestra, con una hoja de bisturi
diferente para cada muestra se corté el tejido en pequefios fragmentos, se centrifugé la

muestra durante 5 minutos a 14,000 rpm, se decant6 el Preservcyt, y se dejaron destapados los
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tubos durante 12 horas para su correcto secado.

Posteriormente se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

- En un tubo Eppendorff de 1.5 ml se colocé la pastilla obtenida y se le afiadieron 300 ul de
solucion litica nuclear.

- Se afiadié 17.5 pul de proteinasa-K (20 mg/ml) incubdndose a 65°C en termomixer durante
5 horas.

- Se colocé a temperatura ambiente hasta que se enfrié la muestra y se le agregd 1.5 ul de
solucion RNAsa, incubando a 37°C durante 30 minutos.

- Se dejo6 enfriar a temperatura ambiente y se afladieron 100ul de solucidén precipitadora de
proteinas, agitando vigorosamente y se coloco en hielo durante 5 minutos.

- Se centrifugé 4 minutos a 14,000 rpm. Se removié el sobrenadante y fue transferido a un
tubo limpio de 1.5 ml al que se le agregaron previamente 300 pl de isopropanol. Se mezcl6
suavemente hasta que se vieron las cadenas de ADN.

- Se centrifugd 5 minutos a 14,000 rpm y se retird el sobrenadante.

- Se agregaron 300 ul de etanol al 70% vy se invirti6 varias veces el tubo para lavar el ADN,
después se centrifugé durante 5 minutos.

- Se aspir6 el etanol cuidando de no tocar la pastilla del ADN y se invirtieron los tubos
destapados sobre una servilleta limpia hasta que se secaron por completo.

- Se afiadi6 30 ul de solucion rehidratante de ADN y se incub6é a 65°C por una hora.

- Finalmente, el ADN obtenido fue almacenado a -20°C en alicuotas de 5 pl.
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4.9.2 Cuantificacion de ADN viral

La cuantificacion del ADN viral se realiz0 en un equipo Nanodrop por medio de
espectrometria de luz, obteniendo valores nanométricos. Se utiliz6 un programa
computacional, donde se analizaron las densidades Opticas (nanémetros), lo cual permitié

obtener la cantidad de ADN en cada muestra.

4.9.3 Reacciones de PCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por
Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran ndmero de copias de un fragmento de ADN
particular. Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN. La amplificacion requiere un par de oligonucledtidos de ADN
(fragmentos cortos de ADN sintéticos de aproximadamente 25 pares de bases)
complementarios a los extremos de la regién que se quiere amplificar. La amplificacién se
lleva a cabo a través de ciclos repetidos de tres temperaturas diferentes, desnaturalizacion de la
cadena de ADN generalmente a 95°C, hibridacién de los oligonucledtidos al ADN (entre 30°C
a 70°C) y elongacién del ADN con la polimerasa (72°C), la cual usa al ADN como molde para

extender cada hebra a partir del oligonucleétido.

Este proceso se llevd a cabo de manera automatizada mediante un termociclador
(Mastercycler® gradient, Eppendorff). En cada una de las reacciones de PCR se incluyeron
como controles positivos ADN de las lineas celulares HeLa (positiva para VPH 18) y SiHa

(positiva para VPH 16), asimismo se incluyé una mezcla de reaccion libre de ADN como
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control negativo.

4.9.4 Amplificacion del gen p-globina
Para comprobar la calidad del ADN obtenido de las muestras durante la extraccion, se hizo
andlisis de PCR en todas las muestras con oligonucledtidos que amplifican un fragmento del

gen B-globina,” el cual es un gen constitutivo en las células humanas.

Se utilizé el siguiente par de oligonucletidos, que amplifican un fragmento de
aproximadamente 260-280 pb:
GH20 5'- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3'

PC04 5'-CAA CTIT CAT CCA CGT TCA CC-3'

4.9.5 Amplificacion de la region L1 de Papilomavirus

Posteriormente, las muestras fueron amplificadas con los oligonucledtidos universales
MY09/MY11,%" localizados dentro de la regién L1 del genoma del VPH, que incluye los
nucledtidos 6722 al 7170 del VPH-16, y las regiones correspondientes a otros tipos virales.
Estos oligonucledtidos amplifican un fragmento aproximado de 450 pb:

MY09 5'- CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3

MY11 5'- GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG-3'

Las condiciones utilizadas para los oligonucleétidos del gen B-globina y del gen L1
(MYO09/MY11), se pueden observar en el Cuadro 2. Las condiciones del ciclo para ambos

oligonucledtidos se llevaron a cabo como se describe a continuacion:
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- Pre-calentamiento por 10 min a 94°C
- Seguido por 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 45 seg a 72°C,
- Extension final de 7 min a 72°C

- Mantenimiento de 4°C

Las muestras cuyo resultado fue negativo a la amplificacion de MY09/MY 11 se sometieron a
amplificaciéon con los oligonucleétidos universales GP5+/GP6+,% los cuales amplifican un
fragmento de 150 pb y pueden detectar los tipos virales 6, 11 16, 18, 31, 33 y 32.

GP5+ 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’

GP6+ 5-GAAAAATAAACT GTA AAT CAT ATT C-3°

Las condiciones utilizadas para el oligonucleétido del gen L1 (GP5+/GP6+) se pueden

observar en el Cuadro 3.

Las condiciones del ciclo fueron llevadas a cabo de la siguiente manera:

- Pre-calentamiento por 10 min a 94°C

- Seguido por 40 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 48°C, 45 seg a 72°C,
- Extension final de 7 min a 72°C

- Mantenimiento de 4°C

4.9.6 Reaccion de secuenciacion
Los productos de PCR que resultaron positivos fueron secuenciados. En un termociclador
programable (Mastercycler® gradient, Eppendorff) y utilizando el kit BigDye® Terminator

v3.1 CycleSequencing(AppliedBiosystems), dichas muestras fueron amplificadas usando uno
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de los oligonucledtidos del PCR (GP5’ and MY09).
Se procedié a limpiar el ADN contenido en los productos de PCR que resultaron positivos,
mediante la reacciéon de Exonucleasa 1 Fermentas y Fosfatasa alcalina, Fermentas (ExoSap).

Las condiciones utilizadas para ExoSap fueron: Sap 2.0 ul, Exo 0.5 ul, ADN (PCR) 5.0 pl.

Las condiciones del ciclo fueron llevadas a cabo de la siguiente manera:
- Pre-calentamiento a 105°C
- Seguido por un ciclo de 15 min a 37°C, 15 min a 80°C

- Mantenimiento de 4°C

Después se marc6 un fragmento de 350 pb de doble cadena mediante la reaccién de BigDye.
Las condiciones utilizadas en la reaccion de BigDye fueron: Buffer 5x 2.0 ul, BigDye 2.0 ul,
GP5 (0.8 uM/ pul) 2.0 ul, ADN (ExoSap) 4.0 pl.

Las condiciones del ciclo fueron llevadas a cabo de la siguiente manera:

- Pre-calentamiento por 3 min a 94°C,

- Seguido por 25 ciclos de 30 seg a 96°C, 15 seg a 50°C, 4 min a 60°C,

- Mantenimiento de 4°C.

Posteriormente se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

- Se hizo una mezcla con un volumen final de 80 pl consistente en 3 ul de Acetato de
Amonio 3M, 62.5 ul de Etanol grado biologia molecular y 14.5 ul de H,O.

- Dicha mezcla se agregé a los tubos de PCR de BigDye, y se agitaron muy suavemente con

los dedos
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- Los tubos se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 min.

- Después se centrifugaron durante 20 min a 14,000 rpm. Se aspiré el sobrenadante con
pipeta de 200 pl sin tocar la pastilla

- Posteriormente se agregaron 250 ul de Etanol al 70% (frio)

- Se centrifugé durante 10 min. Y se eliminé el sobrenadante con pipeta de secuencia, se
dejaron secar toda la noche los tubos destapados cubiertos por una cinta

- Se afadié 20 pl de HiDI (Formamida) y se mezclaron en el vortex

- Se desnaturalizaron durante 2 min a 96°C e inmediatamente se pasaron al hielo

- Se llevaron los tubos a realizar la secuenciacion

El andlisis de las secuencias fue realizado por medio del ABI PRISM® 3100
GeneticAnalyzerSystem (AppliedBiosystems). Las secuencias que se obtuvieron en dicho
andlisis se compararon con la base de datos de GenBank (National Center for Biotechnology

Information, Bethesda, MD) utilizando el programa BLAST.

4.10 Analisis estadistico.

La descripcién de las variables se realizd a través de sus medidas de centralizacion y
dispersion. Con fines descriptivos, las variables continuas se expresaron como medidas
aritméticas, medianas y desviaciones estdndar, y las variables categdricas como proporciones.
La asociacion entre la presencia de LB-VPH y las variables consideradas en el estudio fueron

analizadas a través de la prueba de Chi” o exacta de Fisher a dos colas.
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Se construy6 un modelo de regresion logistica no condicional para la presencia de LB-VPH y
la duracion de TARAA y para la edad del paciente al momento del examen bucal. Se probaron
las posibles interacciones considerando la teoria y se construyeron los valores de la razén de
momios para las categorias correspondientes. Se consideré un valor estadisticamente

significativo cuando el valor de p <a 0.05.
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Se incluyeron 329 individuos, 294 (89.4%) hombres, con una mediana de edad de 35 (Q;-Qs,
29-41) afos. Del total de pacientes, 206 (62.6%) contaban con al menos estudios de nivel
medio superior. Por otro lado, de los individuos que tenian trabajo (201/61.1%), la mayoria se

dedicaban al comercio (94/28.6%). (Cuadro 4).

Como se puede observar en el Cuadro 5, cerca de la mitad del total de los pacientes consumian
tabaco (153/46.5%); por otro lado, la categoria de transmisiéon mds frecuente fue la de
hombres que tienen sexo con hombres (HSH) (276/83.9%). Ciento noventa (57.8%) pacientes
eran asintomadticos, mientras que 139 (42.2%) se encontraban en estadios avanzados de la
enfermedad. Mds de dos terceras partes (247/75.1%) de los individuos usaban
antirretrovirales, con una mediana de uso de 289 (Q;-Q3, 83-762) dias. El esquema de TARAA

mds usado inclufa 2 ITRAN + 1 ITRNN (148/45%).

Se obtuvo informacién sobre el conteo de linfocitos CD4+ en 254 (77.2%) pacientes, la
mediana de linfocitos CD4+ fue de 300 (150-476) cel/mm®, mds de la mitad (165/50.2%) de
los pacientes tenian mas de 200 cel/mm’. Adicionalmente, en 243 (73.9%) individuos se
contaba con carga viral (CV), de los cuales 126 (38.3%) se encontraban indetectables al

momento del examen bucal.
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5.2 Pacientes con LB-VPH

De los 329 pacientes con VIH/SIDA incluidos en el estudio, 34 (10.3%) presentaron LB-VPH,
33 (97.1%) hombres y una (2.9%) mujer. Los pacientes sin LB-VPH fueron mds jévenes
(34/28-41) que los que pertenecian al grupo con LB-VPH (40/32-44) (p=0.003). No hubo
diferencias estadisticamente significativas en relaciéon al grado de escolaridad (p=0.618) y
ocupacién (p=0.978) entre los dos grupos, sin embargo cabe sefalar que la proporcién de

individuos que contaban con estudios de al menos nivel medio superior era mayor en el grupo

sin LB-VPH (189/64.1%) que en el grupo con LB-VPH (17/50.0%), (Cuadro 4).

Como se describe en el Cuadro 5, no hubo diferencias estadisticamente significativas con
relacién al consumo de tabaco (p=0.945) y categoria de transmision (p=0.229) entre ambos
grupos. En cuanto al estadio de la enfermedad, la proporcién de los pacientes que se
encontraban en etapas avanzadas de la enfermedad era mayor en el grupo con LB-VPH

(21/61.8%) que en el grupo de pacientes sin LB-VPH (118/40.0%) (p=0.015).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la presencia de LB-VPH y
el uso de TARAA o el conteo de linfocitos CD4+. Sin embargo, el grupo con LB-VPH mostr6
un tiempo mayor de uso TARAA que el grupo sin LB-VPH (464 vs. 261 dias) (p=0.052). La
proporcién de pacientes en los que se inclufa un IP en su esquema antirretroviral fue
significativamente mayor en los pacientes con LB-VPH (11/32.4%) que en el grupo sin
lesiones (81/27.5%) (p=0.032). Se encontr6 una mayor proporcion de pacientes indetectables

dentro del grupo con LB-VPH (18/52.9%) que en los pacientes no afectados (108/36.6%).
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5.3 Caracteristicas clinicas de LB-VPH

Se tomaron 30 biopsias y 4 cepillados citolégicos. El diagndstico clinico presuntivo mds
frecuente en los 30 casos de los que se obtuvo biopsia fue LB-VPH (13/43.3%) (Figura 3).
Doce (40%) fueron clinicamente diagnosticados como papiloma escamoso (Figuras 4 y 5), 3

(10%) HEM (Figura 6), y 2 verrugas vulgares (6.6%), (Cuadro 6).

En cuanto a las 4 lesiones en donde tnicamente se obtuvo cepillado citolégico, 1 (25%) fue
diagnosticada clinicamente como papiloma escamoso, 2 (50%) como HEM, y 1 (25%) como

lesion asociada a VPH (Figura 2).

5.4 Caracteristicas histopatolégicas de LB-VPH

El diagnéstico histopatologico mas frecuente fue papiloma escamoso (14/30, 46.6%), seguido
por LB-VPH (10/30, 33.3%) y HEM (6/30, 20%). En el Cuadro 6 se puede observar la
relacion entre el diagndstico clinico y el histopatolégico de las biopsias analizadas. Llama la
atencion que en 8 (61.5%) de los 13 casos clinicamente diagnosticados como LB-VPH (por
falta de criterios clinicos especificos para una lesion en particular) tampoco se tuvieron
criterios histopatologicos especificos de alguna de las entidades mencionadas previamente, por

lo que fueron definidas histopatolégicamente como LB-VPH, (Figura 10).

Por otro lado, 10 de las 12 (83.3%) muestras que clinicamente fueron diagnosticadas como
papiloma, correspondieron histopatolégicamente a esta entidad (Figura 7), y el 100% de las
lesiones clinicas denominadas HEM cumplieron los requisitos histoldgicos para conservar este

diagnéstico (Figuras 8 y 9).
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5.5 Analisis molecular de las muestras

5.5.1 Amplificacion de oligonucleoétidos B-globina y gen L1 de papilomavirus

La mediana de la concentraciéon de ADN obtenida en las muestras después de su extraccion
fue de 172 ng/ul (Q;-Q3,29.4-459.1 ng/ul). Posteriormente se encontré que la totalidad de las
muestras resultaron ser positivas a la amplificacion del gen B-globina (34/100%), de esta

manera se comprob6 que la calidad del ADN era adecuado, Figura 11.

Posteriormente, las muestras fueron sometidas a la amplificacién de un fragmento de la regién
L1 (450 pb) a través de los oligonucledtidos universales MY09/MY11. Los resultados
obtenidos se pueden observar en el Anexo 3: veintiin muestras (61.8%) amplificaron el
fragmento de 450 pb, confirmdndose la presencia de genoma viral y por lo tanto se procedi6 a
realizar la reaccion de secuenciacion en dichas muestras. Por otro lado, 13 de las muestras
(38.2%) fueron negativas para esta amplificacion, por lo cual se sometieron a amplificacién
con los oligonucledtidos universales GP5+/GP6+, obteniendo un resultado positivo, por lo que

se procedid a secuenciarlas, Anexo 3.

5.5.2 Reaccion de secuenciacion

Como se puede observar en el Cuadro 7, de las 34 muestras se obtuvo la secuencia de 23
(67.6%), las 11 (32.4%) muestras restantes no se pudieron secuenciar debido a que en cinco de
ellas (14.7%) habia infecciéon multiple, y en seis (17.6%) el ADN sufrié un proceso de

degradacion después de la amplificacion del VPH-ADN.
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En las 23 muestras secuenciadas, se encontraron 17 (73.9%) tipos virales de bajo riesgo, y 6
(26.1%) de alto riesgo. De los tipos virales de VPH de bajo riesgo, el tipo 13 se encontr6 en 13
(56.5%) muestras. Cabe mencionar que el resultado del ferograma obtenido de la secuencia de
dos (8.7%) muestras nos sugiere que tenian infeccion multiple, en una de ellas se encontraron
los tipos 13 y 16, en la otra muestra los tipos 13 y 18. Los tipos 6, 11 y 32 se encontraron en 2

(8.7%) muestras cada uno.

De los tipos virales de alto riesgo, se encontré el 31 y 16 en dos (8.7%) muestras cada uno, y
los tipos 18 y 74 en una (4.3%) muestra cada uno. En la Figura 13 pueden observarse ejemplos

de las secuencias encontradas.

5.6 Asociacion entre diagnédstico definitivo (histopatolégico) y tipificacion viral

Como se puede observar en el cuadro 8, en las 14 (48.3%) muestras diagnosticadas
histolégicamente como papiloma escamoso, se encontraron los tipos virales 13 (7/50%), 11
(2/114.3%), 18 (1/7.1%) y 74 (1/7.1%). Cabe senalar que en una (7.1%) de las muestras se
encontraron los tipos virales 13 y 18, y que no fue posible secuenciar cuatro (28.6%) muestras

por presentar infeccién multiple.

En 3 de las 10 muestras diagnosticadas como LB-VPH (30%) se encontr6 VPH-13; los tipos
virales 6 y 31 se encontraron en 2 (20%) muestras cada uno, y los tipos virales 16 y 32 se
encontraron en 1 (10%) muestra cada uno. En 2 (20%) de las muestras categorizadas como
LB-VPH no fue posible obtener la secuencia viral debido a que el ADN se encontraba

degradado.
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Por otro lado, de las seis lesiones diagnosticadas como hiperplasia epitelial multifocal, se
encontraron los tipos virales 13 (1/16.7%), 16 (1/16.7%) y 32 (1/16.7%); en una muestra
(16.7%) no fue posible identificar el tipo viral debido a que el ferograma mostraba infeccién
multiple. En dos muestras (33.3%) no se obtuvo el resultado de la secuencia debido a que el

ADN se encontraba degradado.

De las cuatro muestras obtenidas mediante cepillado citolégico, una fue diagnosticada
clinicamente como papiloma escamoso (VPH-13) (25%). Una segunda muestra fue
diagnosticada clinicamente como LB-VPH y se obtuvo el tipo 13 (25%). En dos (50%)
muestras que fueron diagnosticadas clinicamente como HEM, a pesar de que en el andlisis
molecular preliminar se logré amplificar tanto B-globina como ADN-VPH, no fue posible

obtener el tipo viral debido a que el ADN se encontraba degradado.
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6. Discusion

En el presente estudio se identificé una prevalencia de 10.3% de LB-VPH en los individuos
que acudieron a los centros de referencia para VIH/SIDA, en mas de dos terceras partes de las
cuales se amplificaron tipos virales de bajo riesgo, y se encontraban significativamente

asociadas con un mayor tiempo de uso de TARAA.

Casi el 90% de nuestra poblacién de estudio correspondié a hombres (89.4%) jévenes (35
afios), lo cual es similar a lo informado en las estadisticas de VIH/SIDA en México por
CONASIDA,’ que reporta que el 82% de los casos acumulados de SIDA hasta junio de 2011
pertenecen al género masculino y la mayoria se encuentra entre los 25 y 44 afios de edad

(65.7%).

En cuanto al nivel educativo, la mayor parte de los individuos (62.6%) contaban con al menos
estudios de nivel medio superior; lo cual pudiera contribuir a la adquisiciéon de un mayor
entendimiento de su enfermedad y a su vez, tener un buen apego al tratamiento antirretroviral.
En un estudio sobre el nivel de educacién y la progresion de la enfermedad en una cohorte de
989 pacientes,” se observé que los individuos con mayor nivel educativo mostraron un riesgo

menor de morir por cualquier causa relacionada con la infeccion por VIH/SIDA.

Casi la mitad de los pacientes incluidos en el presente estudio (46.5%) fumaban, proporcion
mayor a la frecuencia reportada por la Encuesta Global de Tabaquismo en Adultos de México
2009 (GATS),64 donde se indica que el 15.9% de la poblacion mayor de 15 afios es fumadora,

y que la mayoria de los fumadores se encuentran entre los 25 y 44 afios de edad.
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En cuanto a la categoria de transmision, el 92.2% de los pacientes masculinos eran HSH,
proporcién mayor a la reportada por CENSIDA, donde se informa que el 56.5%  de los casos
acumulados de SIDA en hombres al 30 de junio del 2011 pertenecen a dicha categoria de
transmision (44,369 de los 78,534 de los casos acumulados de 15 y mds afos por via de
transmisién sexual).” La diferencia tan marcada de proporciones tal vez pudiera deberse a que
nuestra muestra fue tomada de centros de referencia donde se concentra solo una parte de los
individuos con VIH/SIDA de la Ciudad de México, mientras que el reporte de CENSIDA

incluye informacion sobre los casos notificados en todo el pais.

Mas de la mitad (57.8%) de los individuos de este estudio se encontraban asintomdticos y mas
de dos terceras partes (75.1%) de nuestra poblacion estaban bajo TARAA. De acuerdo con las
estadisticas de ONUSIDA, ' entre el 50% y el 80% de los pacientes con VIH/SIDA en paises
en vias de desarrollo reciben tratamiento antirretroviral. Cabe mencionar que particularmente
en la Ciudad de México, gracias a los programas de salud que se han instaurado en la dltima
década, los pacientes tienen acceso a tratamiento antirretroviral. Sin embargo, en ciertos paises
de bajos recursos, solo el 37% de la poblaciéon con VIH/SIDA recibe tratamiento
antirretroviral, y la mayoria no incluye TARAA. La meta propuesta por ONUSIDA es que para
el afio 2015 todos los pacientes infectados por VIH tengan acceso al tratamiento antirretroviral

en todo el mundo. !
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En cuanto al conteo de linfocitos CD4+, solo el 27% de ellos tenia un conteo menor a 200
células/mm’. Por otro lado, si bien la mayoria de los pacientes se encontraban bajo TARAA,
solo el 37.7% tenian carga viral indetectable, lo cual pudiera ser explicado por el hecho de que
muchos de los pacientes incluidos en este estudio se encontraban en las fases iniciales del
tratamiento antirretroviral, por lo que una alta proporcién no habian alcanzado supresion
virolégica y/o reconstitucién del sistema inmunolégico. El esquema utilizado con mayor
(72/21.9%) frecuencia por individuos con CV indetectable incluia ITINN, este dltimo dato
pudiera compararse con una revisién realizada por Chou y cols.®> donde contrastando el efecto
de esquemas de TARAA a base de IP e ITINN, observaron que los esquemas que incluian
ITINN tenfan una mayor relacién con supresioén viroldgica (OR:1.60/1.31-1.9), que los

esquemas que incluian IP.

En nuestra cohorte de estudio encontramos que el 10.3% de los pacientes presentaban LB-
VPH, prevalencia mayor que el 2.5% reportado en un trabajo preliminar realizado por el
mismo grupo de investigacién entre 2004 y 2008,°® y el 2.6% notificada por King y cols.”
Frecuencias similares a las reportadas en el presente estudio han sido informadas por Bravo y
cols.®® quienes reportaron una prevalencia de 10.9%, y el 5% informado por Feller y cols.®’ y
Kakabadze y cols.® En contraste, en otros trabajos la prevalencia ha sido tan baja como 0.6%"
y 0.5%."° Llama la atencién que, al comparar los resultados del presente trabajo con los
informados en el periodo 2004-2005,°® observamos un incremento en la frecuencia de LB-
VPH (2.5% vs. 10.3%); lo anterior, coincide con lo reportado por diversos autores,37’ 42,45, 71

quienes han observado un incremento de LB-VPH al paso del tiempo, de la era pre-TARAA a

post-TARAA.
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La mucosa labial fue el sitio més afectado por LB-VPH en este trabajo (15/42.9%), seguido
por la mucosa yugal (7/20%). Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado por
Delgado2005 y cols, >* quienes han informado que la mucosa labial es el sitio mds
frecuentemente afectado por estas lesiones. En contraste, otros trabajos, como el realizado por
Syrjdnen y cols.”* han reportado que la encia es uno de los sitios mds afectados por las LB-
VPH. El hecho de que la mucosa labial y la encia sean sitios con predilecciéon para el
desarrollo de estas lesiones pudiera explicarse debido a que son sitios anatémicos anteriores, y

por lo tanto, con mayor susceptibilidad a contagio por contacto directo.

En relacion al diagndstico histopatoldgico, en nuestro estudio encontramos que en mas de la
mitad (61.5%) de las lesiones clinicamente diagnosticadas como LB-VPH, no se encontraron
criterios histopatolégicos que pudieran clasificarlas como alguna lesion especifica,
manteniendo asi el diagnostico de LB-VPH; en contraste, la mayoria (83.3%) de las lesiones
clasificadas como papilomas tuvieron el mismo diagndstico histopatoldgico, y todas las
lesiones diagnosticadas clinicamente como HEM conservaron su diagndstico. Si bien se han
descrito las caracteristicas histopatolégicas de cada una de las LB-VPH,”® * recientemente se
ha sugerido que tanto el papiloma escamoso como la verruga vulgar pueden presentar
semejanzas (clinicas e histopatoldgicas), particularmente en los casos en los cuales el tiempo
de evolucién sea mayor; por otro lado, la actividad replicativa del VPH también puede

producir cambios estructurales afectando las caracteristicas histopatol(’)gicas.58

A través de la secuenciacion de las muestras obtenidas pudimos identificar que el 73.9% de

nuestras muestras correspondieron a VPH de bajo riesgo, siendo el VPH-13 el tipo viral mds
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frecuente (56.5%), seguido por el VPH-32 (8.7%). En contraste, estudios previos han
identificado al VPH-32 como el tipo viral que con mayor frecuencia se encuentra involucrado

en LB-VPH en individuos con VIH, reportando frecuencias de 37%. 22,72

Por otro lado, el 26.1% de nuestras muestras resultaron positivas a VPH de alto riesgo, similar
a lo reportado en estudios previos que encuentran un 26%"° y 30%’* de positividad a VPH de
alto riesgo en pacientes con VIH; en contraste, un estudio realizado por Steinau y cols.”

informa una frecuencia de 69.2% para VPH de alto riesgo en raspados de la mucosa bucal.

Desde que se comenzé a utilizar TARAA ha aumentado la sobrevida de los pacientes
infectados por VIH y tienen una mejor calidad de vida. Si bien en el presente estudio no se
encontraron caracteristicas que sugieran el inicio de transformaciéon maligna en ninguna de las
muestras, al igual que lo reportado en estudios previoszz’ 4372 debido a que no existen estudios
relacionados al comportamiento de LB-VPH con tipos virales de VPH de alto riesgo, es
importante dar un seguimiento estrecho a los pacientes en cuyas LB-VPH se obtuvo VPH de
alto riesgo, con la finalidad de detectar de manera oportuna desdrdenes potencialmente

malignos de la mucosa bucal.

Resulta interesante mencionar que en el presente estudio, se encontraron tipos virales
diferentes a los cldsicamente descritos para LB-VPH especificas en individuos sin
VIH/SIDA.>' En el papiloma escamoso se identific6 VPH-11, 13, 18 74, mientras que los
tipos virales cldsicamente descritos son VPH-6, y 11 y con menor frecuencia VPH-16. En

HEM pudimos identificar VPH-13, 16 y 32; si bien, se sabe que los tipos virales relacionados
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a esta lesion son el 13 y el 32,5l llama la atencién la identificacion de un tipo viral de alto
riesgo en esta lesion benigna. Por otro lado, en la lesiones en las cuales el diagnostico
histopatolégico fue LB-VPH, se encontraron los tipos VPH-6, 13, 16, 31 y 32, lo cual, de
acuerdo a lo informado en estudios previos, nos sugiere que estas lesiones comparten
caracteristicas tanto de papiloma/verruga, como de HEM. El hecho de que hayamos
encontrado tipos de VPH diferentes a los descritos para las LB-VPH, pudiera estar relacionado

a los cambios que produce la infecciéon por VIH en el sistema inmunolédgico.

Es importante enfatizar que siete muestras (30.4%) tenian infeccion mdultiple por VPH, las
cuales se presentaron en pacientes con un sistema inmunolégico debilitado. Nuestro hallazgo
es notablemente mayor al 7% de infeccién miiltiple reportada por Cafiadas y cols.”” Se ha
sugerido una posible pérdida de respuesta inmunoldgica ante la presencia del VPH, debido al
deterioro causado por la infeccion de VIH/SIDA, en este sentido se ha reportado que los

45, 49, 66 . )
- 4966 By nuestro estudio, la mediana

pacientes con LB-VPH tienen conteos de CD4+ bajos.
de linfocitos CD4+ en pacientes con LB-VPH fue de 261 células/mm’, los pacientes

presentaban un moderado estado inmunoldgico, lo cual pudiera estar relacionado con el

desarrollo de LB-VPH.

Uno de los principales hallazgos de este estudio fue que el tiempo de administracién de
TARAA se asoci6 significativamente con la presencia de LB-VPH (p=0.052). De manera
similar Feller y cols.”’ reportaron que el 23% de los pacientes con LB-VPH se encontraban
recibiendo TARAA. Asimismo, Greenspan y cols.*' encontraron que cuando los pacientes

utilizaban TARAA, la prevalencia era mayor (23%), que cuando su esquema no inclufa IP o
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ITRNN (15%).

Igualmente, otros autores han observado un incremento en las lesiones bucales asociadas con
VPH en los individuos con VIH.>" "' Las razones del incremento en la prevalencia de LB-
VPH en pacientes con VIH no son claras, sin embargo, existen varias explicaciones sobre el
incremento de LB-VPH, entre las cuales se encuentra la posible relacion temporal entre la
presencia de LB-VPH y el tiempo de uso de TARAA.*”*' Sin embargo, estudios previos,* ™

no han encontrado una asociacién entre la presencia de LB-VPH o infecciéon por VPH vy el

tiempo de uso de TARAA.

Si bien el VIH no tiene afinidad por células epiteliales, y el ciclo viral del VPH estd
restringido a epitelios, y en individuos con VIH a mucosas,”’ la interaccién entre ambos virus
pudiera provocar una respuesta inmunoldgica atenuada, asi como la presencia de inestabilidad
cromosOmica. Debido a que VPH infecta epitelios, hay un ndmero bajo de linfocitos
especificos sensibilizados contra VPH en circulacién sanguinea, por lo tanto la respuesta
inmunoldgica especifica para VPH se vuelve vulnerable ante los efectos de la infeccion por
VIH. Asimismo parece ser que la inmunidad especifica a VPH no llega a recuperarse en su
totalidad después de la reconstitucion inmunoldgica conseguida por TARAA, lo cual pudiera
explicar que no se observa disminucién de las LB-VPH con el uso de TARAA.*’ Por otro lado,
la inestabilidad inmunoldgica es causada por las proteinas virales E6 y E7, asociado a una

disminucién en la funcién de la proteina viral E2.%
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Adicionalmente, si consideramos que en nuestro estudio los pacientes con LB-VPH mostraron
una edad significativamente mayor que la del grupo sin LB-VPH, ademds de que un mayor de
tiempo de uso de TARAA pudiera significar que los pacientes afectados tienen un mayor
tiempo de infeccion por VIH, se podria considerar que la combinacién de ambos factores
influyera en que el sistema inmunolégico no fuera capaz de responder adecuadamente a la

infeccién por VPH.

Algunos autores’ *° han propuesto que el aumento en la frecuencia de LB-VPH pudiera
asociarse o formar parte de un proceso de reconstitucién inmunolégica después del inicio de
TARAA. La presencia de LB-VPH se ha asociado con una disminucién >1 log en los 6 meses
previos al diagndstico de LB-VPH, lo cual sugiere que pudieran estar relacionadas con la
reconstitucion inmunolégica que se presenta en los pacientes después de iniciar el esquema de

3777 no han encontrado relacién entre el desarrollo

tratamiento.45 En contraste, otros autores
de LB-VPH vy la reconstitucién inmunolégica. Lilly y cols.”” realizaron estudios de
inmunohistoquimica en muestras de LB-VPH para detectar CD8+, sin encontrar algtin tipo de
reaccion inmunoldgica relacionada a la patogénesis de las lesiones. Debido a la discrepancia
sobre la posible relacion entre el desarrollo de LB-VPH y el proceso de reconstitucién
inmunoldgica en pacientes infectados por VIH, es necesario realizar mds estudios de

seguimiento, que nos permitan determinar el mecanismo por el cual se desarrollan estas

lesiones.

Por otro lado, diversos trabajos han descrito los mecanismos por los cuales interactian el VIH

y el VPH, se ha encontrado evidencia de la interaccion entre el VPH y las proteinas Tat, Rev,
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Vpr del VIH.** En algunos estudios®" 7 *

se ha observado que la Tat 1, secretada por células
circulantes y captada por los queratinocitos, incrementa la expresion de los oncogenes virales
del VPH (E6 y E7) y activa la regi6n larga de control.*” ”® Por otro lado, la expresién de la
proteina Rev estimula la expresiéon de la proteina L1 del VPH; y la proteina R que es

codificada por el gen Vpr, detiene el ciclo celular de células cancerigenas en G2, a través de la

proteina E6 del VPH.®'

Finalmente, los mecanismos epigenéticos, particularmente la metilacion de regiones
promotoras, pudieran afectar la expresion génica y favorecer la persistencia de la infeccién por
VPH, tales como la metilacién de genes promotores provocando disminucion en la regulacién
y expresion de estos genes. Sin embargo, aun no se ha determinado si la metilacion viral
ocurre con mayor frecuencia en lesiones asociadas a VPH en individuos con VIH que en la

poblacion sin la infeccién.®

Una de las fortalezas de este trabajo es que se identificé la prevalencia de LB-VPH en la
cohorte estudiada, por otro lado se encontrd asociacién entre la presencia de LB-VPH vy el
tiempo de uso de TARAA, asimismo se determinaron los tipos especificos involucrados en el

desarrollo de las LB-VPH identificadas.

Dentro de las limitantes del presente estudio esta el hecho de que en el 17.6% de las muestras
no fue posible realizar la secuenciacion, debido a que el ADN se degradd después de la
primera amplificacion. Por otro lado, en cinco muestras, el ferograma mostré infeccion

multiple, y no fue posible determinar los diferentes tipos virales debido a que era necesario
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realizar estudios moleculares que no estaban incluidos en el disefio del estudio.

En conclusion, a través del presente trabajo pudimos determinar la prevalencia de LB-VPH en
tres centros de referencia para VIH/SIDA de la Ciudad de México, asi como los tipos virales
especificos relacionados con las diferentes LB-VPH encontradas. Es necesaria la realizacién
de nuevos estudios donde se incluya un mayor nimero de muestras, asi como el seguimiento
del paciente, con el fin de determinar si a pesar de que se encuentran involucrados tipos de alto

riesgo, no se produce transformacién maligna con el paso del tiempo.
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Cuadro 1. Criterios histolégicos utilizados para el diagndstico histopatolégico de las LB- VPH

(Barnes 2005, Abbey1980).

LB-VPH

Papiloma  Verruga Condiloma  HEF
Criterios histolégicos escamoso  vulgar acuminado
Proyecciones digitiformes Hokok gk - -
Tallo de tejido conectivo fibrovascular ko *% sk -
Apariencia de criptas llenas de queratina - - Hkk -
Epitelio acantético con proyecciones superficiales papilares - - H Hkk
marcadamente queratdticas
Hiperplasia basilar * - - -
Epitelio escamoso estratificado hiperqueratético ® ok * -
Epitelio con patrén de maduracién normal ko * ok -
Estrato granular prominente con abundantes granulos de ** Hkk - -
queratohialina
Procesos papilares elongados, dirigidos hacia el centro, con - Hok - Hok ok
“apariencia de copa”
Figuras mitosoides - - _ sfokok
Coilocitos * Fksk Fkok *kok
Inclusiones virales intranucleares eosinofilicas en el estrato * Hkk

granular
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Cuadro 2. Condiciones utilizadas para cada juego de oligonucle6tidos

(gen B-globina, Gen L1).

Amplificacién del gen B-globina

Amplificacion del gen L1

(GH20/PCO4) (MYO09/MY11)
Buffer 10x 3.0ul Buffer 10x 3.0ul
MgCl, 3mM) 3.6 ul MgCl, 3.5mM) 4.8ul

B-globina (PCO4) 0.6 ul

B-globina (GH,O) 0.6 ul

dNTP 3.0 ul
Taq 0.2 ul
H,O 14.0 ul

MY09 0.6 ul
MY11 0.6 ul
dNTP 3.0 ul
Taq 0.2 ul
H,O 12.8 ul
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Cuadro 3. Condiciones utilizadas para
oligonucleétido GP5+/GP6+

Amplificacion del gen L1

(GP5+/GP6+)

Buffer 10x 3.0ul
MgCl, (3mM) 3.6 ul
GP5 0.6 ul
GP6 0.6 ul
DNTP 3.0ul
Taq 0.2 ul

H,0 14.0 pl




Cuadro 4. Caracteristicas demograficas de individuos infectados por VIH con LB-VPH y sin

LB-VPH
Con LB-VPH Sin LB-VPH Total p
(n=34) (n=295) (n=329)
n (%) n (%) n (%)
Género
Femenino 1 (29 34 (11.5) 35 (10.6)  0.124*
Masculino 33 97.1) 261 (88.5) 294 (89.4)
Edad (afios) (Md, Q;-Q5) 40 (32-44) 34 (28-41) 35(29 -41) 0.003°
Estado civil
Casado 1 (29 60 (20.3) 61 (18.5)  0.010*
No casado 33 97.1) 235 (79.7) 268 (81.5)
Lugar de nacimiento
Distrito Federal 21 (61.8) 201 (68.1) 222 (67.5)  0.000*
Provincia 13 (38.2) 94 (31.9) 107 (32.5)
Escolaridad
Analfabeta 0 ( 0.0 1 ( 0.3) 1 ( 0.3)
Primaria 6 (17.6) 32 (10.8) 38 (11.6)
Secundaria 11 (324 73 24.7) 84 (255) 0.618°
Preparatoria 11 (32.4) 111 (37.6) 122 (37.1)
Licenciatura 6 (17.6) 72 (24.4) 78 (23.7)
Posgrado 0 (0.0) 6 ( 2.0 6 (1.8)
Ocupacion
Desempleado 14 (41.2) 114 (38.6) 128 (38.9)
Profesionista 3 (88 32 (10.8) 35 (10.6)
Técnico de nivel medio 3 ( 8.8) 23 (7.8) 26 (7.9) 0.978"
Empleado de oficina 3 ( 8.8) 30 (10.2) 33 (10.0)
Trabajadores vendedores 10 (29.4) 84 (28.5) 94 (28.6)
Agricultores, operarios y 1 (2.9 12 (4.1 13 ( 4.0
artesanos

Md= Mediana, Q,-Q,= Intervalo intercuartilar, “X*, "U-Mann-Whitney
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas de individuos infectados por VIH, con LB-VPH 'y sin LB-

VPH
ConLB-VPH  Sin LB-VPH Total p
(n=34) (n=295) (n=329)
N (%) n (%) n (%)
Consumo de tabaco
Si 16 @7.1) 137 46.4) 153 (465 0.945°
No 18 (52.9) 158 (53.6) 176 (53.4)
Categoria de transmisiéon
HSH 32 (94.1) 244 (82.7) 276 (83.9) .
Heterosexual 2 (59 50 (16.9) 52 (15.8) 0.229
Via sanguinea 0 (00 1 (0.3 1 ( 0.3)
Estadio CDC
SIDA 21 (61.8) 118 (40.0) 139 (42.2)  0.015%
Asintomético 13 (38.2) 177 (60.0) 190 (57.8)
TARAA
Si 29 (85.3) 218 (73.9) 247 (75.1)  0.146
No 5 14.7) 77 (26.1) 82 (24.9)
Tipos de TARAA
2 ITRAN + 1 IP 11 (32.4) 81 (275 92 (28.0)
2 ITRAN + 1 ITRNN 15 (44.1) 133 (45.0) 148 (45.0)  0.032°
3 ITRAN 3 (88 4 (1.4 7 ( 2.1)
Dias de TARAA (Md, Q;- 464 (179 - 950) 261 (73 - 749) 289 (83-762)  0.052°
Q3)
CD4+ (Md, Q;-Q3) 261 (195 - 484) 305 (136 -475) 300 (150 - 476) () 587>
CD4+ (células/mm>)n= 254
<200 9 (265 80 (27.1) 89 (27.1)
201 - 499 17 (50.00 95 (32.2) 112 (34.0) 0.531°
> 500 8 (235 45 (15.3) 53 (16.1)
Carga viral (copias/ml)
<399 26 76.5 131 44.4 157 477  0.119°
<400 8 235 78 26.4 86 26.1

Md= Mediana, Q;-Qs= Intervalo intercuartilar , X2, bU—Marm—Whitney
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Cuadro 6. Relacion entre los
histopatoldgico en las 30 muestras en las que se obtuvo biopsia.

diagndsticos

clinicos

presuntivos

y el diagndstico

Diagnostico clinico presuntivo

Diagnostico histopatolégico

Papiloma LB-VPH HEM

N (%) n (%) n (%)
LB-VPH (13) 4 30.8) 8 615 1 (7.7)
Papiloma (12) 10 (833) 1 (83 1 (8.3)
HEM (3) — 3 (100)
Verruga vulgar (2) - 1 (50.0) 1 (50.0)
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Cuadro 7. Andlisis molecular de las 23 muestras en las que se
realiz¢ la reaccion de secuenciacion

n=123
n (%)
Tipos de VPH encontrados
VPH 13* 13 (56.5)
VPH 6 2 ( 87)
VPH 11 2 ( 8.7)
VPH 16 1 (4.3)
VPH 31 2 ( 8.7)
VPH 32 2 ( 8.7)
VPH 74 1 (4.3)

*Una muestra tenia VPH 16, y otra muestra tenia VPH 18.



Cuadro 8. Relacion entre tipos de VPH y diagndstico histopatologico

L asociada a

Papiloma VPH® HEM
n= 14 n==6
n= 10
N (%) n (%) n (%)
VPH 13 7 50.0 3 30.0 1 16.7
VPH 6 - - 2 200 - -
VPH 11 2 14.3 - - - -
VPH 16 - - 1 100 1 16.7
VPH 18 1 33 - - - -
VPH 31 - - 2 20.0 - -
VPH 32 - - 1 100 1 16.7
VPH 74 1 7.1 - - - -

“En una muestra se encontraron los tipos virales 13 y 18, "En una
muestra se encontraron los tipos virales 13 y 16.
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FIGURAS
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Figura 2. Caracteristicas clinicas de lesion asociada a VPH. Papula en paladar duro a nivel
de incisivos superiores izquierdos, de color igual a la mucosa adyacente.
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Figura 3. Caracteristicas clinicas de lesién asociada a VPH. N6dulo en mucosa de labio
superior de color blanquecino, con base pediculada y superficie lisa.
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Figura 4. Caracteristicas clinicas de papiloma escamoso. Miiltiples lesiones
exofiticas con base sésil y superficie multilobulada, en mucosa bucal.
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Figura 5. Caracteristicas clinicas de papiloma escamoso. Miiltiples lesiones exofiticas con
base pediculada y proyecciones digitiformes, en paladar duro.
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Figura 6. Caracteristicas clinicas de hiperplasia epitelial multifocal. Multiples papulas
coalescentes en mucosa labial inferior.
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Figura 7. Caracteristicas histopatolégicas de papiloma escamoso. lesion conformada por
epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado dispuesto en proyecciones
digitiformes, con hiperplasia basilar, patrén normal de maduracién y escasos
coilocitos, bajo el epitelio se encuentra tejido fibroconectivo vascularizado

(H&E 10x).
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Figura 8. Caracteristicas histopatolégicas de hiperplasia epitelial multifocal. El epitelio
presenta acantosis con procesos epiteliales elongados que confluyen entre si
(H&E 10x).
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Figura 9. Caracteristicas histopatolégicas de hiperplasia epitelial multifocal. El epitelio
presenta acantosis y numerosos coilocitos (H&E 40x).
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Figura 10. Caracteristicas histopatoldgicas de lesion asociada a VPH. El epitelio escamoso
estratificado paraqueratinizado presenta acantosis y confluencia de procesos
epiteliales, sin embargo no se observan coilocitos ni figuras mitosoides (H&E 10x).
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500 pb -
400 pb -
300 pb -
200 pb -

Fig. 11 Figura representativa de amplificacion del gen p-globina, 260-280 pb. M:
marcador de peso molecular. Como controles positivos se utiliz6 ADN de la linea celular
HeLa (H) y SiHa (S). Como control negativo se utilizé la mezcla de PCR sin ADN (--). La
calidad del ADN obtenido es adecuado como puede observarse por la amplificacion del gen en
las seis muestras analizadas en el gel (1-6).

M1 2 3 4 5 6 H S --

500 pb -
400 pb -
300 pb -

Fig. 12 Figura representativa de la amplificacion de region L1 de papilomavirus.
Marcador de peso molecular (M), como controles positivos se utiliz6 ADN de la linea celular
HeLa (H) y SiHa (S). como control negativo se utiliz6 la mezcla de PCR sin ADN (--). Como
se puede observar las muestras 1, 2, 4, 5 y 6 amplificaron el fragmento de 450 pb, mientras
que la muestra 3 no lo amplificé.
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I'h A ‘.A:\.

Infeccion multiple

Figura 13. Ejemplos de las secuencias obtenidas. Se observan los cromatogramas correspondientes a
los tipos virales 11, 13 y 16. Adicionalmente se puede observar un ejemplo representativo del resultado
obtenido al tratar de secuenciar una lesién que contenia diferentes tipos virales.
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Anexo 1. Carta de consentimiento informado

AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Consentimiento de participacién en el estudio:

Tipificacion de virus del papiloma humano (VPH) en lesiones bucales relacionadas a VPH en
individuos infectados con VIH

Yo declaro que:

He sido informado(a) que la Clinica Especializada Condesa (CEC), en colaboracién con la Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), estdn realizando un estudio para determinar la
frecuencia de lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano (VPH) en pacientes con
VIH/SIDA, y los tipos virales involucrados. La determinacién de los tipos virales encontrados en
lesiones bucales asociadas podria tener consecuencias en el manejo adecuado de las mismas.

Es de mi conocimiento que se me ha detectado una lesién bucal posiblemente asociada al VPH, y que
en el Servicio de Patologia Bucal de la Consulta externa de la CEC, especialistas en Medicina y
Patologia Bucal tomardn una biopsia de la lesion identificada para su diagndstico definitivo. Una de las
secciones de dicha muestra serd utilizada para extraer ADN e identificar el tipo viral del que se trata.
La informacién obtenida me serd dada a través de un reporte por escrito.

Adicionalmente, se me hard un interrogatorio que incluird preguntas en relacion a uso de
antirretrovirales y antecedentes de tabaquismo y se tomara del expediente clinico datos relevantes para
el estudio (conteo de linfocitos CD4+ y la carga viral).

Se me ha informado que la realizaciéon de la biopsia puede provocar discreto dolor local,
ocasionalmente sangrado persistente y excepcionalmente infeccion local o alergia al anestésico.

Se me ha proporcionado amplia informacién sobre los procedimientos que a lo largo del estudio
servirdn de control y los posibles riesgos, molestias y beneficios del estudio. También se me ha
informado que mi participacién en este estudio no implica la administracién gratuita de medicamentos
que me serdn indicados de acuerdo al criterio de los médicos.

Se ha hecho de mi conocimiento que no existira ningin cargo extra por las pruebas utilizadas
(toma de biopsia, extraccion de ADN, amplificaciéon de ADN, etc.) ni por las consultas efectuadas
para propésito del estudio. El resto de las consultas o los procedimientos relacionados con mi
padecimiento de base y no relacionados con este estudio correrdn por mi cuenta de acuerdo a la
clasificacién socioeconémica que me ha asignado el Instituto.

UNIDAD XOCHIMILCO
Calz. Del Hueso 1100 Col. Villa Quietud, 04960 México, D. F. Tel.:5483 7000
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AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Cualquier pregunta o duda que tenga sobre mi enfermedad y tratamiento, puede ser contestada por la
Dra. Gabriela Anaya Saavedra cualquier duda acerca del estudio (teléfono: 5483-7206).

Se me ha garantizado que toda la informacién que se obtenga con este estudio serd confidencial y se
consignard en el expediente correspondiente. No seré identificado en ninguna publicacién o
presentacioén que provenga de este estudio.

ACEPTO LIBREMENTE TOMAR PARTE EN ESTE ESTUDIO. SE QUE PUEDO NEGARME A
PARTICIPAR O SUSPENDER MI PARTICIPACION EN EL MOMENTO QUE LO DECIDA. EN
CASO DE QUE LO HAGA, LA ATENCION QUE COMO PACIENTE RECIBO DE LA
INSTITUCION NO SE VERA AFECTADA.

He leido la informacién anterior y comprendido los propésitos del protocolo, asi como los beneficios y
riesgos potenciales de mi participacion en el estudio. He tenido la oportunidad de preguntar mis dudas

y todas han sido aclaradas. Me he quedado con una copia de esta forma de consentimiento.

FECHA:

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE:

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO:

UNIDAD XOCHIMILCO
Calz. Del Hueso 1100 Col. Villa Quietud, 04960 México, D. F. Tel.:5483 7000
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos

AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Consentimiento de participacién en el estudio:

Tipificacion de virus del papiloma humano (VPH) en lesiones bucales relacionadas a VPH en
individuos infectados con VIH

Nombre: Fecha:
Procedencia: Expediente: NSE:
Escolaridad: Ocupacion: Edo. Civil:
Fecha de diagnéstico: Estadio CDC: Categoria transm:

Sintomas iniciales:

Sintomatologia actual:

ARV:

Fecha de inicio: Tiempo con ARV:

ARV anteriores:

Fecha de inicio y término ARV anteriores:

Motivo de suspension:

Leucocitos: Linfocitos: Plaquetas: Fecha:
CD4+: CV:

fecha fecha
CDS8: CD4 nadir:

fecha fecha
Lesion
Lesion basica: Color: Forma:
Tamafio: Localizacién:
Tiempo de evolucién: Tx previo:

Sintomatologia asociada:

UNIDAD XOCHIMILCO
Calz. Del Hueso 1100 Col. Villa Quietud, 04960 México, D. F. Tel.:5483 7000
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Consentimiento de participacién en el estudio:
Tipificacion de virus del papiloma humano (VPH) en lesiones bucales relacionadas a VPH en
individuos infectados con VIH

No. De biopsia:

Resultado histopatolégico:

Cepillado:

biopsia para amplificacién:

Resultado:

UNIDAD XOCHIMILCO
Calz. Del Hueso 1100 Col

. Villa Quietud, 04960 México, D. F. Tel.:5483 7000
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Anexo 3. Andlisis molecular con tipificacién viral de muestras de LB-VPH en pacientes infectados

con VIH

Muestra Cuantificacién ~ B-globina MY 09/11 GP5/6+  Tipo viral
ng/ul (BLAST)
1 934.3 + + 6
2 450.1 + + 31
3 22.9 + + 13,18
4 3744 + + 13
5 23.6 + + 6
6 115.9 + + 13
7 18.6 + + 13
8 359.2 + + 32
9 160.5 + + 13,16
10 4272 + + 74
11 271.1 + + 13
12 707.4 + + 13
13 43.4 + + 32
14 201.3 + + 13
15 1633.7 + + 11
16 171.7 + + 13
17 75.4 + + 11
18 1067.6 + + 31
19 1.6 + + 13
20 307.3 + + 13
21 2.1 + + 13
22 689.2 + + 16
23 60.9 + + 13
24 486.2 + +
25 416.0 + +
26 28 + +
27 54.6 + +
28 7.1 + +
29 620.5 + +
30 531.0 + +
31 173.0 + +
32 31.2 + +
33 4.7 + +
34 99.0 + +
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