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RESUMEN

Introduccién. La proteina pl6™ -+

es un regulador negativo del ciclo celular y su
sobreexpresion inmunohistoquimica se ha relacionado con diversos estados celulares, entre
los que destacan estados proliferativos, procesos premalignos y diversos tipos de cancer; se

ha sugerido que la expresion de p16™ 4

pudiera ser un biomarcador del virus del papiloma
humano de alto riesgo, cuyas secuencias virales han sido encontradas tanto en lesiones
bucales asociadas al virus del papiloma humano como en mucosa normal de pacientes
VIH/SIDA. En la literatura cientifica actual se carece de estudios que describan la
expresion inmunohistoquimica de pl16™<* en lesiones bucales asociadas al virus del
papiloma humano de pacientes con VIH/SIDA o las caractericen histopatologicamente.

Objetivo. Determinar la inmunodeteccion de pl6™<*

y caracterizar clinica e
histopatologicamente las lesiones bucales asociadas al virus del papiloma humano
provenientes de pacientes con VIH/SIDA, y su asociacion con los tipos de virus del
papiloma humano y otras variables clinicas de importancia como la categoria de
transmision, consumo de tabaco y alcohol, linfocitos T CD4+, carga viral, uso y tiempo de
tratamiento antirretroviral altamente activo.

Método. Estudio transversal, observacional y analitico, en el que se incluyeron 29
pacientes con VIH/SIDA y lesiones bucales asociadas al virus del papiloma humano que
acudieron a las consultas de Patologia y Medicina Bucal de la UAM-X en tres centros de
referencia de la Ciudad de México. Se realiz6 el estudio histopatoldgico de las lesiones por
tres patdlogas bucales, la caracterizacion clinica e histopatologica, la secuenciacion de los

tipos de virus del papiloma humano de las muestras y el andlisis de la expresion

inmunohistoquimica de p16™~*. Se efectuaron pruebas de X* o exacta de Fisher (variables
v



categoricas) y pruebas no paramétricas mediante la prueba de U de Mann Whitney
(variables continuas), con un nivel de alfa igual o menor a 0.05%. El analisis estadistico se
realizo con el software SPSS (v 20).

Resultados. En el presente estudio se incluyeron 29 individuos con VIH/SIDA vy lesiones
bucales asociadas al virus del papiloma humano, con una mediana de edad de 39 (Q;-Q3,
32.5-44) anos. Veintisiete (93.1%) eran hombres, de quienes 25 (92.6%) eran hombres que
tenian sexo con hombres [HSH]. La hiperplasia epitelial multifocal fue la lesion mas
frecuente y més de la mitad (62%) (18/29) de los pacientes tenian mas de una lesion. Se
encontraron tipos virales diferentes a los clasicamente descritos para las lesiones, una alta
proporcion de las muestras contenian tipos virales de bajo riesgo oncogénico y el 44.4%
correspondieron al tipo 32. Cuatro pacientes presentaron infeccion multiple, quienes tenian
inmunosupresion severa (<200 linfocitos T CD4+/mm”’) y en tres cuartas partes de ellos se
identificaron secuencias virales de alto riesgo. Se encontrd sobreexpresion de la proteina
pl6™5* en todas las lesiones, sin observar asociacion entre las variables demograficas y
clinicas, ni con los tipos virales secuenciados.

Conclusiones. La alta expresion de la proteina p16™<*

identificada en el presente estudio,
ademas de la ausencia de signos de transformacion maligna, y de la baja frecuencia de virus
del papiloma humano de alto riesgo oncogénico, nos permiten confirmar la naturaleza
benigna de estas condiciones, lo cual es de gran relevancia debido al hallazgo previo de
secuencias virales de alto riesgo en pacientes inmunosuprimidos. En el presente trabajo la

sobreexpresion de la proteina no se asoci6 al virus del papiloma humano de alto riesgo y

posiblemente podria estar relacionada al estado hiperproliferativo de las lesiones.



1. MARCO TEORICO

La epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a nivel nacional y mundial es
un problema que rebasa el ambito de la salud publica al converger con factores psicolédgicos,
sociales, éticos, econdmicos, politicos y de derechos humanos (CENSIDA Reporte Final,
2012; UNAIDS, 2012). La mucosa bucal tiene un papel importante en el monitoreo de la
progresion de la enfermedad por VIH, debido a la presencia de lesiones especificas (Shiboski
y cols, 2009), como infecciones oportunistas, las cuales se presentan hasta en un 80% de los
pacientes infectados (Dang y cols, 2012; Reznik, 2005) y resultan en el deterioro del estado

nutricional (Dang y cols, 2012).
1.1 Epidemiologia del VIH/SIDA

En el mundo, si bien se estimoé que para el 2011 el nimero de personas infectadas por el VIH
fue de 34 millones, las cifras de nuevas infecciones disminuy6 20%, de 3.2 millones (2001) a
2.5 millones (2011). En 39 paises, entre ellos México, la incidencia del VIH entre adultos se
redujo mas de un 25% entre 2001 y 2011 (UNAIDS, 2012). En contraste, en algunas regiones
del mundo, como Africa septentrional y el Oriente medio, las tendencias son preocupantes,
ya que desde 2001 el nimero de nuevas infecciones ha aumentado mas de un 35%

(UNAIDS, 2012).

En el ano 2011, a nivel mundial, 1.7 millones de personas fallecieron por causas relacionadas
con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), lo que representa un descenso del
24% de la mortalidad relacionada con el VIH respecto al 2005 (2.3 millones de muertes)

(UNAIDS, 2012).



En México, para diciembre del 2012, se reportaron 202,331 casos de VIH/SIDA; de ellos, el
80% son hombres, y el 76.3% se encuentra entre los 20 y los 44 afios de edad. La principal
via de transmision reportada es la sexual (94%), ocupando la heterosexualidad el 41% de los
casos (CENSIDA Reporte Final, 2012). En ese mismo afio, se detectaron en México 4,466
casos nuevos y 4,727 muertes relacionadas con la enfermedad (CENSIDA Reporte Final,

2012).

1.2 Etiopatogenia del VIH/SIDA

El VIH es un retrovirus de doble cadena de RNA de la familia de los lentivirus (Mogensen y
cols, 2010); existen dos tipos virales principales capaces de producir infeccion en el ser
humano: VIH-1 y VIH-2 (Nyamweya y cols, 2013). En ausencia de tratamiento
antirretroviral (ART) el VIH se replica de forma continua e intensa, e infecta los linfocitos T

CD4+ desde su inoculacion (Mogensen y cols, 2010).

Las tres principales formas de transmision son la via sexual, parenteral o vertical (de madre
infectada al feto), siendo la via sexual la mas frecuente (Moir y cols, 2011). Posterior a la
transmision el virus se disemina rapidamente y la infeccion por VIH se presenta en diversas
etapas, identificadas por un conjunto de sintomas e indicadores clinicos (Moir y cols, 2011;

Mogensen y cols, 2010).

La infeccion aguda se define como el primer periodo de infeccion que comprende desde la
deteccion del RNA del VIH hasta la formacion de anticuerpos especificos, tres a cuatro
semanas posteriores a la infeccion (McMichael y cols, 2010; Mogensen y cols, 2010). Se ha

sugerido que las primeras células de las mucosas en infectarse son los linfocitos T que

2



expresan receptores CD4+ y CCR5+ (Mogensen y cols, 2010; Salazar-Gonzéalez y cols,
2009). Inicialmente el virus alcanza los ganglios linfaticos, sitio en donde el virus se replica y
se disemina a tejidos linfoides secundarios, con predileccion por el tejido linfoide asociado al
intestino (GALT), sitio en el cual los linfocitos T de memoria con expresion de CD4+ y
CCRS5+ se encuentran en altos niveles (Moir y cols, 2011; Mogensen y cols, 2010), los cuales
en esta etapa disminuyen de forma severa tanto en las mucosas como en el GALT, lo cual a
futuro puede resultar en falla de la respuesta inmune y progresar a SIDA (Mogensen y cols,
2010). Aproximadamente de los 21 a los 28 dias, la carga viral plasmatica se eleva hasta
alcanzar niveles maximos, se establecen sitios reservorios estables del virus, disminuyen los
linfocitos T CD4+ periféricos y aparecen los signos y sintomas del sindrome retroviral
agudo, en el cual se puede presentar fiebre, dolor de garganta, linfadenopatia y exantema
(Moir y cols, 2011; Mogensen y cols, 2010). Alrededor de las 12 a 20 semanas se disminuye
la carga viral hasta alcanzar un punto estable de la misma. A este respecto, se cree que los
linfocitos citotoxicos T CD8+ juegan un papel importante en el control de la viremia (Moir y

cols, 2011; Mogensen y cols, 2010; McMichael y cols, 2010).

Generalmente durante la etapa de infeccion crénica los pacientes son asintomadticos, sin
embargo pueden presentar trombocitopenia y adenopatias (Mogensen y cols, 2010). Durante
este periodo, persiste la replicacion del VIH en todos los tejidos linfoides secundarios, lo cual
resulta en la activacion del sistema inmunoldgico, sin embargo los nuevos linfocitos T CD4+
de reemplazo poseen vida media, funciones efectoras y potencial regenerativo disminuidos
(Moir y cols, 2011; Grossman y cols, 2006). Al activarse el sistema inmunologico del
huésped se incrementa la expresion de marcadores como CD38, HLA-DR y Ki67, de los

cuales CD38 es considerado como el marcador subrogado mas confiable de la activacion del
3



sistema inmunoldgico, progresion de la enfermedad a SIDA y muerte (Mogensen y cols,
2010). Otro factor importante presente en este estadio, es la alta tasa de mutacion viral, asi
como el incremento en la virulencia al adquirir mayor tropismo celular (Mogensen y cols,
2010; Grossman y cols, 2006). Adicionalmente, el dafio a los tejidos linfoides resulta en
disfuncion del timo y alteracion de la arquitectura de los foliculos linfoides (Moir y cols,
2011; Mogensen y cols, 2010; Grossman y cols, 2006). Por otro lado, aunque en la infeccion
por VIH predomina el dafo a la respuesta inmune adaptativa, también existe dafio
significativo de la respuesta inmune innata (McMichael y cols, 2010) y eventualmente la
disminucién marcada y progresiva de linfocitos CD4+ podria conducir a SIDA (Moir y cols,

2011).

Afortunadamente, con el uso de terapia antirretroviral (ART) y la consecuente inhibicion de
la replicacion viral, se reconstituye el sistema inmunoldgico, incluso en fases avanzadas de la
enfermedad (Panel on ARV Guidelines, 2013), como consecuencia, se prolonga la duracion
del periodo cronico, se retrasa o impide la aparicion de los sintomas de inmunodeficiencia
(Panel on ARV Guidelines, 2013). Por otro lado, es importante mencionar que la duracion de
la fase cronica es altamente variable, independientemente del uso de ART (Grossman y cols,

20006).

1.3 Estadificacion y caracteristicas clinicas
La definicion de casos de VIH/SIDA en nifios, adolescentes y adultos se basa en los criterios
internacionales publicados en el afio 2008, (Schneider y cols, 2008) los cuales estdn basados

en la clasificacion establecida previamente por los centros para el control de enfermedades

(CDC, por sus siglas en inglés) (CDC, 1993).



Se trata de un sistema clinico-inmunolégico en el que los individuos infectados se clasifican
en funcion de la sintomatologia (asignando una letra [A,B o C] y del recuento de linfocitos

CD4+, presentes y pasados (asignando un niimero [1,2 6 3]) (Schneider y cols, 2008).

De esta manera, la categoria clinica A incluye a individuos con primoinfeccion,
asintomaticos, con o sin linfadenopatia generalizada persistente. La categoria clinica B
incluye a individuos que presenten o hayan presentado sintomas o enfermedades no
pertenecientes a la categoria C, en cuya categoria se incluyen enfermedades definitorias de
SIDA. Cabe mencionar que dentro de la categoria B se incluyen condiciones bucales como

candidosis y leucoplasia vellosa (Shiboski y cols, 2009; Schneider y cols, 2008). (Anexo I).

Asi mismo con base en el conteo de linfocitos CD4+ y el porcentaje del total de linfocitos, se
establecen cuatro estadios de la infeccidon categorizados de menor a mayor severidad
(Schneider y cols, 2008), donde el 1 corresponde a niveles mayores o iguales a 500
células/mm’, el 2 a niveles de 200-499 células/mm’ y el 3 a niveles menores o iguales a 200

células/mm’.

Con fines de vigilancia epidemioldgica, se consideran casos de SIDA a los pacientes
incluidos en las categorias C1, C2, C3, A3 y B3. Es importante mencionar que una vez que
haya progresado la enfermedad y se haya clasificado al paciente en un estadio mas severo, no

es posible reclasificarlo en un estadio menor (Schneider y cols, 2008).

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida se puede presentar como una grave alteracion
del estado general, infecciones oportunistas, determinadas neoplasias y ciertos trastornos

neurologicos caracteristicos. A este respecto, la terapia antirretroviral altamente activa



(TARAA) es capaz de modificar radicalmente la historia natural de la enfermedad (Panel on

ARYV Guidelines, 2013; Moir y cols, 2011).

Por otro lado, el incremento de canceres anogenitales en individuos VIH positivos esta bien
documentado, con el aumento de cancer cervical y anal, predominantemente causados por el
virus del papiloma humano (VPH) 16 (Denny y cols, 2012; Silverberg y cols, 2011;
Chaturvedi y cols, 2009). Adicionalmente, estudios recientes indican que las personas con
VIH/SIDA tienen un riesgo mayor (de 2 a 6 veces) de desarrollar cancer bucal y orofaringeo
en comparacion a la poblacion general, (Palefsky, 2009; Strickler, 2009; Grulich y cols,
2007) atribuible a la severidad de la inmunosupresion relacionada con el SIDA (Gillison,
2009; Grulich y cols, 2007). Algunos trabajos han informado sobre el desarrollo de
carcinoma de células escamosas en la mucosa bucal, en pacientes con infeccion por VPH
bucal, y/o genitoanal; (Palefsky, 2009; Chaiyachati y cols, 2008). Adicionalmente, se ha
informado que el cancer bucal y orofaringeo en individuos infectados por VIH se presenta en
etapas mas avanzadas, y tiene tasas de sobrevida mas bajas que las de los pacientes sin VIH

(32% vs. 51% a 2 afios) (Palefsky, 2009).

1.4 Tratamiento del VIH/SIDA

En los primeros afos de la epidemia se emplearon los primeros firmacos para el tratamiento
de VIH/SIDA, la monoterapia antirretroviral, la cual no result6 efectiva, reportdndose una
alta resistencia y mortalidad. (Thompson y cols, 2012; Fauci 2008; Levy, 2006); sin
embargo, a partir de 1996, se introdujo la TARAA, la cual consiste en una combinacién de

tres o cuatro grupos de medicamentos, con al menos dos mecanismos de accion diferentes, la



morbi-mortalidad de los pacientes con VIH/SIDA ha disminuido dramaticamente (Panel on

ARYV Guidelines, 2013; Thompson y cols, 2012)

El objetivo de la TARAA es la supresion maxima y prolongada de la carga viral,
disminuyendo sus niveles plasmaticos hasta un nivel no detectable (<50 copias de ARN
viral/ml) y mejorando el grado de inmunosupresion mediante la elevacion de linfocitos CD4+
durante el mayor tiempo posible, con la finalidad de mejorar la expectativa y calidad de vida
de las personas infectadas. (Panel on ARV Guidelines, 2013; Thompson y cols, 2012; Guia
manejo antiviral México, 2010)  Adicionalmente, se ha comprobado que reduce
significativamente la mortalidad y necesidad de ingreso hospitalario de los pacientes, asi
como la incidencia de infecciones oportunistas, sarcoma de Kaposi y linfoma no Hodgkin

(Panel on ARV Guidelines, 2013; Moir y cols, 2011).

Los medicamentos antiretrovirales se clasifican en tres principales tipos: inhibidores de la
transcriptasa reversa nucledsidos (NRTI), inhibidores de la transcriptasa reversa no
nucledsidos (NNRTI) e inhibidores de proteasa (PI); y los nuevos grupos de recientemente
introducciéon como: inhibidores de fusion, inhibidores de entrada antagonistas de co-
receptores CCRS e inhibidores de la integrasa de transferencia de hebra del VIH (Diz y
Scully, 2013). Actualmente, las combinaciones prescritas mas comunes son: un NNRTI + dos
NRTI; uno o dos PI + dos NRTT; y tres NRTI (Diz & Scully, 2013; Thompson y cols, 2012;

Nittayananta y cols, 2010a).

En la guia de tratamiento antirretroviral de la OMS en 2011 (Guia de tratamiento
anirretroviral OMS, 2011), se recomienda iniciar la terapia antirretroviral en pacientes con un

conteo de linfocitos CD4+ < 350 células/mm’ independientemente del estadio clinico y en
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pacientes con enfermedad grave o clinicamente avanzada sin importar su recuento de
linfocitos CD4+ (Guia de tratamiento anirretroviral OMS, 2011). Adicionalmente, con la
finalidad de disminuir el riesgo de transmision y progresion de la enfermedad, recientemente
se ha sugerido iniciarla independientemente del conteo de linfocitos CD4+ (Thompson y

cols, 2012; Panel on ARV Guidelines, 2013).

1.5 Manifestaciones bucales asociadas al VIH/SIDA

Desde los primeros afios de la epidemia, la mucosa bucal ha jugado un papel importante tanto
para la deteccion (Patton y cols, 2013; Shiboski y cols, 2009), como para el monitoreo de la
progresion del VIH/SIDA, debido a que las lesiones bucales encontradas en estos pacientes,
principalmente la candidosis bucal y la leucoplasia vellosa, han sido predictoras de conteos

bajos de linfocitos T CD4+ y carga viral elevada (Shiboski y cols, 2009).

Las lesiones bucales asociadas al VIH (LB-VIH) se clasifican de acuerdo con el factor
etiolégico que las produce, de modo que existen cinco categorias que incluyen las
infecciones micoticas, virales o bacterianas, las condiciones idiopaticas y las neoplasias

(Shiboski y cols, 2009). (Anexo II).

En la mayoria de los estudios, la candidosis bucal es la mas lesion mds frecuente, con
frecuencias que varian entre 3.9% (da Silva y cols, 2008) y 37.8% (Tami-Maury y cols,
2011). En contraste, en algunas regiones del mundo como Tailandia, la pigmentacion
melanica de las mucosas representa la lesion bucal mas frecuente tanto en adultos

(Nittayananta y cols, 2010a y 2010b) como en nifios (Umadevi y cols, 2007).



El advenimiento de la TARAA ha disminuido la morbilidad bucal en los pacientes con
VIH/SIDA, aumentando su calidad de vida e incluso impactando en su sobrevida; la
frecuencia de LB-VIH ha disminuido tanto en adultos como en poblacion pediatrica (Patton y
cols, 2013; Nittayananta y cols, 2010a ; Miziara y Weber, 2008; Nokta, 2008). Ejemplo de
ello es la disminucion en la prevalencia de infecciones oportunistas documentada en los
ultimos afios (Amornthatree y cols, 2011; Charkraborty y cols, 2010; Cameron, 2008). En
Meéxico, al igual que en otros paises, se ha referido una disminucidon progresiva en la
frecuencia de la mayoria de lesiones bucales; en un estudio realizado durante doce afios, en
una cohorte de 1,000 pacientes, la prevalencia de LB-VIH fue menor en los pacientes con
TARAA (27.2%), en comparacion a los que no utilizaban tratamiento antirretroviral (52.8%),

o estaban con monoterapia (57%), (p=0.000) (Ramirez-Amador y cols, 2003).

En contraste con lo anterior, se ha mencionado un aparente aumento en la frecuencia de
lesiones bucales asociadas al virus del papiloma humano (LB-VPH) en pacientes con
TARAA, (Ferreira y cols, 2007; King y cols, 2002; Greenspan, 2001; Patton y cols, 2000;
Schmidt-Westhausen y cols, 2000). A nivel mundial, desde el 2000 hasta el 2012 se han
reportado frecuencias desde 0.5% (Lourenco y cols, 2011; Ortega y cols, 2009) al 23%
(Greenspan y cols, 2001). A este respecto se especula que si hay una baja cantidad de células
de memoria especificas para VPH, la inmunidad especifica a VPH puede ser poco efectiva;
adicionalmente la recuperacion de la inmunidad especifica puede ser incompleta después de
la restauracion de la respuesta inmune, lo cual puede explicar el efecto benéfico

relativamente limitado de la TARAA en las lesiones asociadas a VPH (Palefsky, 2006).



En algunos de los reportes previos (King y cols, 2002; Greenwood y cols, 2002; Greenspan y
cols, 2001; Patton y cols, 2000) se ha sugerido que la TARAA pudiera ser un factor que
influye en el desarrollo de las LB-VPH. Patton y cols, (Patton y cols, 2000), en el afio 2000
fueron los primeros en reportar el incremento en la prevalencia de LB-VPH en pacientes con
VIH, refiriendo frecuencias del 2.2% (1995-1996) al 4.0% (1997-1999), sin embargo no
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Posteriormente Greenspan y cols, en
el 2001, en un estudio realizado en el periodo 1990-1999, reportaron un incremento en la
prevalencia de LB-VPH, con frecuencias desde el 5% en pacientes sin tratamiento hasta el
23% en pacientes con TARAA y ademas encontraron asociacion estadisticamente
significativa entre el incremento de LB-VPH y el empleo de TARAA (RM 6.8, IC:1.49-30.8)
en comparacion a individuos sin tratamiento (p=0.01). Mas tarde, de manera similar
Greenwood y cols, (Greenwood y cols, 2002) en un estudio realizado en 1590 pacientes en el
periodo 1992-1998 encontraron un incremento en la prevalencia de LB-VPH en los pacientes
con antirretrovirales desde el 1.7% (1993) hasta el 5.7% (1996) en comparacion a los que no
tenian tratamiento. Adicionalmente, King y cols, (King y cols, 2002), en un estudio anidado
de casos y controles realizado en 2194 pacientes por tres afios, durante el periodo 1997-1999
se reportd una prevalencia del 2.6% y un incremento de LB-VPH; se diagnosticaron mas LB-
VPH en el afio de 1999 en comparacioén al periodo 1997-1998 (incidencia: 1.6%) (p=0.001) y
se asociaron con una disminuciéon del RNA-VIH >1-log;o (RM 2.3, IC: 1.08-5.11; p=0.03).
Posteriormente, en un estudio de cohorte retrospectivo (Ferreira y cols, 2007) realizado en
1,230 pacientes brasilefios infectados con VIH, reportaron un incremento significativo en la

prevalencia de LB-VPH , desde 0% (1988-1990) hasta el 3.0% (2001-2004).
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A este respecto, Cameron y Hagensee (Cameron y Hagensee, 2008), sugieren que la
inmunosupresion prolongada en estos pacientes, impide superar un umbral critico
inmunoloégico, lo cual favorece el desarrollo de las enfermedades asociadas con el VPH
(Cameron y Hagensee, 2008). Adicionalmente, hasta la fecha se ha considerado que no existe
suficiente evidencia cientifica que permita concluir que este tipo de terapia pudiera actuar
como un factor de riesgo para el desarrollo y progresion de las lesiones referidas (Patton y

cols, 2013; Anaya-Saavedra y cols, 2013).

1.5.1 Lesiones bucales asociadas al VPH

En la mucosa bucal, la infeccion por VPH puede conducir al desarrollo de lesiones de
naturaleza benignas, papulares y papilomatosas, denominadas con el término genérico de
lesiones bucales asociadas al VPH (LB-VPH). Las LB-VPH pueden tener superficie lisa o un
patron digitiforme, ser sésiles o pediculadas y se han clasificado en cuatro lesiones
principales: papiloma escamocelular (PEC), hiperplasia epitelial multifocal (HEM), verruga
vulgar (VV), y condiloma acuminado (CA). Dichas lesiones han sido caracteristicas
presentes en los pacientes infectados con VIH, como resultado de diversas anormalidades
inmunolégicas (Syrjanen, 2011; Palefsky, 2009; Cameron y Hagensee, 2008; Palefsky,

2006).

Las LB-VPH en pacientes inmunocomprometidos pueden presentar variaciones en el aspecto
clinico, asi como secuencias virales diferentes a los cladsicamente descritos para cada tipo de
LB-VPH (Syrjdnen, 2003). En la mayoria de los estudios (Steinau y cols, 2012; Varnai y
cols, 2009; Infante-Cossio y cols, 2008; Nunes y cols, 2008; Ma y cols, 2004; Aboulafia,
2002; Moerman y cols, 2001), estas lesiones se han asociado con tipos virales de bajo riesgo,
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identificando frecuencias desde el 47.1% (Ma y cols, 2004) hasta 65.4% (Anaya-Saavedra y
cols, 2013), encontrando VPH-1, 6, 7, 11, 13, 32, 40, 72, 73 y 74 (Anaya-Saavedra y cols,
2013; Syrjanen, 2011; Ma y cols, 2004; Anderson y cols, 2003; Hille y cols, 2002), de los
cuales algunos estudios reportan a los tipos 6, 11, 13 y 32 como los mas frecuentes (Anaya-
Saavedra y cols, 2013; Syrjanen 2011; Cameron y Hagensee, 2008; Baccaglini y cols, 2007;
Hodgson y cols, 2006). Por otro lado, la identificacion de los tipos virales de alto riesgo ha
mostrado frecuencias que van del 11.5% (Anaya-Saavedra y cols, 2013) al 20.5% (Ma y cols,
2004), encontrando los tipos de VPH-16, 18, 31, 33 y 51 (Anaya-Saavedra y cols, 2013; Ma

y cols, 2004; Paparotto-Lopes y Meeks, 2001).

Son pocos los estudios transversales o longitudinales que informan sobre la incidencia (King
y cols, 2002) o prevalencia de las LB-VPH (Nabbanja y cols, 2013; Anaya-Saavedra y cols,
2013; Lourenco y cols, 2011; Ortega y cols, 2009; Giuliani y cols, 2008; Kakabadze y cols,
2008; Ferreira y cols, 2007; Hamza y cols, 2006; Pinheiro y cols, 2004; King y cols, 2002;
Greenspan y cols, 2001; Patton y cols, 2000; Schmidt-Westhausen y cols, 2000). Solo cinco
indican el tipo de LB-VPH particular (Anaya-Saavedra y cols, 2013; Lourenco y cols, 2011;

Ortega y cols, 2009; Nunes y cols, 2008; Pinheiro y cols, 2004).

En la literatura son multiples los reportes de casos o series de casos sobre las LB-VPH en
individuos con VIH/SIDA (Infante-Cossio y cols, 2008; Beaulieu y cols, 2008; Martini y
cols, 2007; Aboulafia, 2002; Girdo y cols, 2000; Ficarra y cols, 1991; Vilmer y cols, 1994;
Viraben y cols, 1996; Marvan y cols, 1998; Moerman y cols, 2001; Feller y cols, 2010;
Paparotto-Lopes y Meeks, VI 2001; Anderson y cols, 2003; Stoopler y cols, 2011), los cuales

han descrito a la HEM (Vilmer y cols, 1994; Viraben y cols, 1996; Marvan y cols, 1998;
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Moerman y cols, 2001; Feller y cols, 2010), al PEC (Paparotto-Lopes y Meeks 2001;
Anderson y cols, 2003; Stoopler y cols, 2011) y al CA (Infante-Cossio y cols, 2008;
Beaulieu y cols, 2008; Martini y cols, 2007; Aboulafia 2002; Girdo y cols, 2000; Ficarra y

cols, 1991) de manera aislada.

1.6 Virus del papiloma humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH), que pertenece a la familia Papillomaviridae, es un
virus pequeno epiteliotropico, responsable del desarrollo de lesiones epiteliales benignas y
malignas en la piel y mucosas. Se han logrado secuenciar completamente mas de 150 tipos
(Doorbar y cols, 2012), y la mayoria se agrupa en tres géneros: alfapapilomavirus,
betapapilomavirus y gamapapilomavirus. Anteriormente, el género alfapapilomavirus se
encontraba predominantemente en mucosas y los géneros betapapilomavirus y
gamapapilomavirus eran considerados cutaneos, sin embargo actualmente se han encontrado
abundantes betapapilomavirus y gamapapilomavirus en la mucosa bucal. (Bottalico y cols,

2012; Bottalico y cols, 2011)

1.6.1 Organizacion genomica del VPH.

Los papilomavirus tienen tamafio entre 55 y 60 nm, son simétricos e icosaédricos, no poseen
envoltura, aunque si una céapside viral compuesta por una proteina mayor y una menor.
Setenta y dos capsomeros rodean el ADN circular y doble hélice que comprende
aproximadamente de 8 000 pares de bases (pb). (Rautava y Syrjdnen, 2012; Bottalico y cols,
2011) Tomando como referencia al VPH-16, se distinguen tres regiones principales
(temprana, tardia y region larga de control). En la region temprana (E) se encuentran todos

los genes reguladores de la transcripcion, replicacion y ciclo viral; en la region tardia (L) se
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encuentran los genes que codifican las proteinas mayor (L1) y menor (L2) de la capside viral.
La region larga de control (LCR) o region no codificante, de aproximadamente 1,000 pb,
contiene los elementos cis-regulatorios de la transcripcion viral, como el promotor (p97)y el

origen de replicacion (ori) (Bernard, 2005).

Como se observa en la Figura 1, la informacion genética se encuentra codificada en una sola
de las cadenas de ADN, debido a que los genes tienen una sola orientacion transcripcional,
con sobreposicion de algunos de ellos (Rautava y Syrjanen, 2012). Las proteinas de expresion

temprana tienen funciones especificas (Rautava y Syrjanen, 2012):

El: inicia replicacion viral, activa helicasa y mantiene el DNA viral en forma

episomal.

— E2: participa en la transcripcion y replicacion viral.

- E4: facilita el empaquetamiento del genoma viral, interactiia con la helicasa del RNA
y participa en la ruptura de citoqueratinas.

— ES5: es una oncoproteina que permite la proliferacion celular continua del huésped y
retrasa su diferenciacion.

- E6: oncoproteina principal que bloquea la regulacion normal de la division celular
normal del huésped, interactia con diversas proteinas del huésped, conduce a la
degradacion de p53 y activa telomerasa.

- E7: considerada oncoproteina principal al igual que E6, se une a pRB-105, p130,

p107 y también interactia con diversas proteinas del huésped.
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Estudios in vitro realizados en lineas celulares de cuello uterino han indicado que las
propiedades oncogénicas de los tipos de VPH-AR pueden ser atribuidas principalmente a las
proteinas E6 y E7, las cuales alteran la reparacion del DNA y el control del ciclo celular
mediante la interaccion con los supresores tumorales p53 y Rb, respectivamente (Palefsky,
2006). E6 y E7 han demostrado inducir inestabilidad genética en cultivos celulares (Duensing
y Munger, 2001) y desequilibrio cromosémico en el numero de copias en cancer cervical y

anal (Palefsky, 2006; Skyldberg y cols, 2001; Hidalgo y cols, 2000)

Diversos estudios han demostrado que el DNA del VPH se integra al genoma de la célula
huésped, con progresion de neoplasia intraepitelial cervical a cancer cervical (von Knebel
Doeberitz, 2002). Dicha integracion se asocia con la pérdida de funcidn de la proteina E2 del
VPH. Bajo condiciones normales, la proteina E2 se une a los sitios de union de E2 en la
region larga de control del VPH, conduciendo a la represion de la expresion de E6 y E7
(Palefsky, 2006; Nishimura y cols, 2000). EI VPH normalmente existe como un episoma
circular de doble cadena y para integrarse al genoma humano, debe linealizarse, lo cual
realiza mediante la ruptura del marco abierto de lectura (open reading frame: ORF) de E2. La
integracion puede conducir a bajos niveles de expresion de E2, con pérdida de la represion
mediada por E2 de la expresion de E6 y E7, lo cual conduce a inestabilidad cromosdémica

incrementada (Palefsky, 20006).

1.7 Interaccion de VPH con el virus de VIH en individuos VIH-positivos

La historia natural de la infeccion por VPH en pacientes que padecen VIH es diferente de
quienes no lo padecen, presumiblemente debido al compromiso de la inmunidad. Diversos
estudios han demostrado que individuos VIH-seropositivos tienen mayores tasas de ser
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portadores subclinicos de VPH en comparacion con individuos VIH negativos (Cameron y
Hagensee, 2008; D’Souza, 2007; Palefsky, 2006; Kreimer, 2004; Coutlee, 1997).

Se ha sugerido que el VIH potencializa la enfermedad asociada a VPH, debido a que la
respuesta inmune a VPH podria jugar un papel critico en el control de la infecciéon por VPH

tanto en individuos sanos como en VIH positivos (Palefsky, 2006).

Diversos mecanismos pueden explicar el incremento en la prevalencia de la enfermedad
asociada a VPH en individuos VIH positivos, como la interaccion directa entre los dos virus,
respuesta inmune atenuada y la inestabilidad cromosémica. El VIH puede interactuar con el
VPH a nivel molecular mediante la accion de la proteina fat del VIH-1, la cual transactiva la
LCR del VPH in vitro, conduciendo a mayor expresion de los oncogenes E6 y E7 del VPH
(Kim y cols, 2008; Palefsky, 2006). Sin embargo, no existe evidencia en cuanto a la infeccion
permanente de epitelio anogenital o bucal donde reside el VPH, y no existe evidencia de co-
infeccion en los queratinocitos infectados. Ademas, la co-infeccién no es necesaria per se, ya
que la proteina VIH-1 taf puede ser secretada por las células infectadas por el VIH y tomada
por los queratinocitos infectados por el VPH, adicionalmente la presencia de la proteina VIH-

1 tat no ha sido demostrada en epitelio infectado por VPH in vivo. (Palefsky, 2006).

1.8 Diagnostico molecular del VPH

El método que se utilice para purificar DNA reviste gran importancia en la deteccion del
DNA gendmico del VPH y también puede afectar el indice de deteccion del virus, lo cual ha
contribuido sustancialmente a las inconsistencias reportadas en la literatura. (D"Souza y cols,
2005) En la actualidad los métodos usados para el diagndstico de la infeccion por VPH se
basan principalmente en la deteccion del DNA viral y han sido agrupados en ensayos de alta
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(PCR, 37.1%), moderada (Southern blot, 25.2%) y baja sensibilidad (hibridacién in situ o
inmunohistoquimica, 16.9%) (Remmerbach y cols, 2004; Miller y White, 1996). La técnica
de PCR ha sido la técnica mas utilizada para la deteccion de DNA-VPH, entre otras cosas,
por su accesibilidad y bajo costo (Molijn y cols, 2005). En muestras de mucosa bucal la

técnica de PCR anidada con oligonucleotidos GP5+/6+ es actualmente el método mas

sensible (65%) y reproducible (Remmerbach y cols, 2004).

1.9 p16 INK4a

Los genes CDKN2A (p16™%*) localizados en el cromosoma 9p21, (Calmon y cols, 2007;
Kresty y cols, 2002) pertenecen a una familia de reguladores negativos del ciclo celular,
denominados inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDK) (Calmon y cols, 2007;

Garcia-Foncillas y cols, 2000).

La proteina p16 ™* es un regulador negativo del ciclo celular, el cual asegura control del
paso de la fase G1 a la fase S. Estimulos mitogénicos y factores de crecimiento determinan la
activacion de ciclina D, la cual une y activa a las cinasas dependientes de ciclina 4 y 6,
resultando en la fosforilacion de la proteina retinoblastoma, seguida de la liberacion del

factor de transcripcion, lo cual resulta en la proliferacion celular (Dragomir y cols, 2012).

La replicacion celular se controla mediante un mecanismo complejo que implica varias rutas
de regulacion en la célula. Una de estas rutas, la ruta de la proteina retinoblastoma (pRB),
controla la progresion del ciclo de la célula, y por lo tanto, la proliferacion celular. En
condiciones normales, la pRB se une al factor de transcripcion E2F, lo cual produce el efecto

de bloquear la transcripcion de los genes que estimulan la progresion del ciclo celular y su
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proliferacién, pero también, la codificacion del gen para el inhibidor de la quinasa

dependiente de ciclina, pl6™<*

. De esta manera, en condiciones normales, la union del
factor de transcripcion E2F por el pRB es uno de los mecanismos de control fundamentales
para prevenir la replicacion y proliferacion continua de las células (Witkiewicz y cols, 2011;
von Knebel Doeberitz, 2002). Cuando E2F se separa de pRB, se pierde el efecto bloqueante
en la transcripcion del gen p16™<*, lo que conduce a la produccion de la proteina funcional

6™5* ("INK4a", que se origina a partir del "inhibidor de la quinasa 4"), la cual inhibira la
q g p q

pl
actividad fosforilante de cdk4/6, complejo de ciclina D. Por lo tanto, cambia el balance del
pRB fosforilado (inactivo; incapaz de unirse a E2F) a un pRB no fosforilado (funcional;
capaz de unirse a E2F). Este complejo control de retroalimentacién representa uno de los
mecanismos clave sobre como las células establecen de manera efectiva el equilibrio correcto

entre la progresion/proliferacion de la célula y la detencion del ciclo celular. (Witkiewicz y

cols, 2011; von Knebel Doeberitz, 2002).

1.9.1 Expresién inmunohistoquimica de p16 "™~<**

La expresion de pl6™<®

en los tejidos ha sido evaluada mediante estudios genéticos
(Fonseca-Silva y cols, 2012; Dong y cols, 2012; von Zeidler y cols ,2004; Tsai y cols, 2001)
0 con tincién inmunohistoquimica (Grébe y cols, 2013; Hoffmann y cols, 2012; Nasser y
cols, 2011; Pérez-Sayans y cols, 2011; Poomsawat y cols, 2011, Tarakji y cols, 2010; Ang y
cols, 2010; Klingenberg y cols, 2010; Nemes y cols, 2006; Klussmann y cols, 2003), siendo

la ultima la mas empleada para su estudio.

Si bien en la mucosa bucal normal se ha reportado desde la ausencia de su expresion
inmunohistoquimica (Tarakji y cols, 2010; Buajeeb, 2009; Angiero y cols, 2008) hasta el
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14.2% (Chen y cols, 1999), existen diversas razones por las cuales los tejidos pueden

< INK4
mostrar sobreexpresion de pl6—

(Rautava y Syrjanen, 2012; Hoffmann y cols, 2012;
Witkiewicz y cols, 2011; Poomsawat y cols, 2011, Tarakji y cols, 2010; Ang y cols, 2010;
Klingenberg y cols, 2010; Klussmann y cols, 2003). Ejemplo de ello son algunos estados de
estrés celular, entre los cuales se incluyen dano al DNA, estrés oncogénico, envejecimiento
celular, estimulos mitogénicos prolongados y en la senescencia celular. Por otro lado, de

s INK4
acuerdo a la funcion de pl6 !

como gen supresor tumoral, se ha demostrado su
sobreexpresion en diversos tipos de céncer y estados premalignos, con la finalidad de
controlar la proliferacion celular (Wittkiewicz y cols, 2011; Klingenberg y cols, 2010; de
Jonge y cols, 2009; Bartkova y cols, 2006; Ressler y cols, 2006; Collado y cols, 2005; Kim y

cols, 2002; Serrano y cols, 1997).

En cuanto al patron de expresion inmunohistoquimica, en estados hiperproliferativos se ha
identificado inmunotincién nuclear, citoplasmatica, asi como en ambos sitios de manera
simultdnea (Tarakji y cols, 2010). En la mayoria de lesiones premalignas y malignas se han
identificado patrones de inmunodeteccion citoplasmatica y nuclear simultineamente
(Reuschenbach y cols, 2013; Lingen y cols, 2013; Heath y cols, 2012; Fonseca-Silva y cols,
2012; Pannone y cols, 2012; Hoffman y cols, 2012; Harris y cols, 2011; Smith y cols, 2008;
Saito y cols, 1999; Chen y cols, 1999; Warnakulasuriya y cols, 1998) (Angiero y cols, 2010;
Buajeeb y cols, 2009; Cunningham y cols, 2006; Gologan y cols, 2005), en contraste con
algunos estudios que reportan solo inmunodeteccion nuclear (Angiero y cols, 2008; Shah y
cols, 2007; Nemes y cols, 2006; Paradiso y cols, 2004; Huang y cols, 2002; Kim y cols,

2000).
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INK4: . . ’ .
6 * son eventos importantes en la carcinogénesis de

Se cree que las alteraciones de pl
cabeza cuello, (Hoffmann y cols, 2012; Sailasree y cols, 2008; Calmon y cols, 2007; Kresty y
cols, 2002) particularmente por su papel en cancer orofaringeo, (Reimers y cols, 2007); sin
embargo, su papel en cancer bucal ha sido poco estudiado (Hoffmann y cols, 2012; Pérez-
Sayans y cols, 2011; O'Regan, 2008; Nemes, y cols, 2006) y ha tenido resultados variables
en diferentes estudios, de los cuales algunos reportan subexpresion (Hoffmann y cols, 2012;
Pérez-Sayans y cols, 2011; Muirhead y cols, 2006; Ai y cols, 2003; Pande y cols, 1998) con
frecuencias bajas como el 13% (Muirhead y cols, 2006) de muestras positivas y otros
sobreexpresion (Hoffmann y cols, 2012; Pérez-Sayans y cols, 2011; Gologan y cols, 2005;

Paradiso y cols, 2004) con frecuencias de hasta el 100% (Gologan y cols, 2005) de las

muestras positivas.

La disminucion en la expresion de pl16 ™<* y su silenciamiento epigenético se asocia con
cancer bucal y precancer, y su inactivacion se cree es un evento temprano y gradual en las
lesiones premalignas, mientras avanza el estadio del tumor y el grado de displasia, lo cual se
asocia ocasionalmente con ciertos parametros clinicos y patolégicos o la expresion de otras
proteinas reguladoras del ciclo celular. (Hoffmann y cols, 2012; Pérez-Sayans y cols, 2011;
Angiero y cols, 2008; Kresty y cols, 2008; Takeshima y cols, 2008; Schwarz y cols, 2008;
Uzawa y cols, 2007; Vairaktaris y cols, 2007; Bradley y cols, 2006; Papadimitrakopoulou y

cols, 1997)
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1.9.2 El papel de p16 “*** como biomarcador de VPH-AR

En céncer cérvico uterino (CaCU) y lesiones precursoras de cuello uterino, (Houghton y cols,
2010; Fischer y cols, 2010a y 2010b; Tsoumpou y cols, 2009; Nehls y cols, 2008; Tsai y cols,
2005) la sobreexpresion de p16 ™ ** detectada mediante inmunohistoquimica, representa un
marcador sustituto de la presencia de VPH de alto riesgo, identificandose sobreexpresion de

hasta un 90% de los casos de CaCU (Nehls y cols, 2008).

La integracion del DNA del VPH-AR a la célula huésped conduce a la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 (Pérez-Séyanz y cols, 2011; Singhi y cols; 2010; Wiest y cols, 2002).
A este respecto, existe evidencia biologica de que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-AR
producen inmortalizacion y transformacion de los queratinocitos de la mucosa bucal, lo que
sugiere que la presencia del virus constituye un factor importante en la etiologia del cancer
bucal (Rautava y Syrjanen, 2012; Oda y cols, 1996; Sexton y cols, 1993). E7 se une a pRb,
evitando la funcién de ésta tltima, liberando el factor de transcripcion E2F y conduciendo a
degradacion de pRb (Witkiewicz y cols, 2011; Miinger y cols, 1989; Dyson y cols, 1989) la
pérdida de ésta ultima genera estrés oncogénico, el cual conduce a la expresion de pl6™ "

(Witkiewicz y cols, 2011; Tort y cols, 2006), debido a la pérdida de la retroalimentacion

negativa por parte de pRB (Klussmann y cols, 2003).

Algunos informes reportan que los pacientes con cancer bucal y orofaringeo (CByO) con
infeccion por VPH, muestran distintas caracteristicas en comparacion a los carcinomas no
asociados a la infeccion, observandose en los primeros: la sobreexpresion de pl6 <%
(Shoushtari y cols, 2010; Fakhry y cols, 2008), disminucion de la expresion de p53, menores

niveles de mutacion y pérdida de cromosomas; histolégicamente pobremente diferenciados y
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no queratinizados, y que ademds se asocian a otros factores de riesgo diferentes al
tabaquismo y alcoholismo (Hennessey y cols, 2009). La mayoria de los estudios han
observado una estrecha relacion entre la presencia de VPH y la sobreexpresion de pl6™ 4
(Angiero y cols, 2010; Kong y cols, 2009; Cunningham y cols, 2006) por lo que se ha
sugerido que podria ser usado como un marcador surrogado de la infeccion por VPH (Goon y
cols, 2009; Gillespie y cols, 2009). En carcinomas escamocelulares bucales (OSCC) VPH+
(Pannone y cols, 2012) y en displasias VPH positivas (VPH+) de moderado y alto grado en la
mucosa bucal (Angiero y cols, 2010; Cunningham y cols, 2006), se ha reportado la expresion
de p16™%* hasta en el 100% de los casos. En contraste otros estudios realizados en OSCC
VPH+, han reportado frecuencias de positividad desde 12.9% (Nemes y cols, 2006) hasta
58.33% (Chen y cols, 2012) de los casos. A este respecto, algunos estudios han relacionado
la sobreexpresion de pl16™"* con el VPH-AR (Angiero y cols, 2010; Cunninham y cols,

2006), mientras que otros lo refieren como poco confiable (Grobe y cols, 2013; Chandarana y

cols, 2012; Hoffman y cols, 2012; Harris y cols, 2011).

Aunado a lo anterior, se sabe que las neoplasias VPH+ con una expresion aumentada de
p16™5** tienen una mejor respuesta al tratamiento y ofrecen una mayor sobrevida. (Snietura
y cols, 2012; Reimers y cols, 2007). La estrecha relacion entre la infeccion por VPH y esta

importante via de control celular puede ser una herramienta util para predecir tanto la

transformacion maligna como la posible respuesta al tratamiento. (Weinberger y cols, 2006)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afos se ha referido un aparente aumento en la frecuencia de LB-VPH en
pacientes con VIH/SIDA; algunos trabajos indican que en los pacientes inmunosuprimidos o
con VIH/SIDA, las LB-VPH pueden presentar caracteristicas clinicas e histopatologicas
diferentes. Adicionalmente, se ha identificado en pacientes con VIH/SIDA, VPH de alto
riesgo oncogénico, tanto en mucosa bucal sana como en las LB-VPH; sin embargo, se
desconoce el riesgo de malignizacion de éstas lesiones, que desde 1980 no han sido

caracterizadas clinica o histopatologicamente.

La expresion de pl6™<** ha sido empleada como biomarcador de VPH-AR en CaCu, en
displasia epitelial y carcinoma escamocelular, sin embargo la inmunodeteccion en mucosa

bucal no ha arrojado resultados concluyentes.

Por lo anterior, en este trabajo se caracteriz6 clinica e histopatolégicamente un grupo de LB-

VPH en individuos con VIH/SIDA, los tipos virales asociados con su desarrollo, y la

6INK4a

deteccion de pl a través de inmunohistoquimica.
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3. JUSTIFICACION

El aparente aumento en la frecuencia de LB-VPH, asi como la identificacion de VPH-AR en
ellas, enfatiza la necesidad de busqueda de marcadores de malignidad que pudieran ser de
utilidad en una mayor comprension de su patogénesis.

En los pacientes con VIH/SIDA, estas lesiones pueden ser floridas, dolorosas,
estigmatizantes y de dificil manejo. Considerando el aumento en incidencia de diversos tipos
de cancer en VIH/SIDA, y la sobreexpresion de pl6™"** asociada con la transformacion
maligna, los resultados del presente trabajo brindan informacion sobre la naturaleza de éstas

condiciones, y permitiran conocer sus caracteristicas clinicas e histopatologicas.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

6™ 4y caracterizar clinica e histopatologicamente las

Determinar la inmunodeteccion de pl
LB-VPH provenientes de pacientes con VIH/SIDA, y su asociacion con los tipos de VPH y

otras variables clinicas de importancia como categoria de transmision, consumo de tabaco y

alcohol, linfocitos CD4+, carga viral, uso y tiempo TARAA.

5.2 Objetivos Especificos
— Identificar los tipos de VPH presentes en las LB-VPH.

Identificar la proporcion de VPH de alto riesgo presente en las LB-VPH en individuos

infectados con VIH.

— Estimar la posible asociacion entre el diagndstico histopatoldgico y los tipos virales.

— Estimar la asociacion entre la inmunodeteccion de pl6™"** de las LB-VPH vy
caracteristicas clinicas relevantes (edad, categoria de transmision, consumo de tabaco y
alcohol, linfocitos CD4+, carga viral, tiempo y tipo de TARAA, mas de una LB-VPH,
diagnostico histopatologico y localizacion de LB-VPH).

— Estimar la posible asociacion entre la inmunodeteccion de p16™<** y los tipos de VPH.
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6. METODO

6.1 Disefo del estudio

El presente es un estudio transversal, observacional y analitico, en el que se incluyeron de
forma consecutiva pacientes infectados con VIH/SIDA, que acudieron a la Consulta de
Patologia y Medicina Bucal de la UAM-X de tres centros de referencia: la Clinica
Especializada Condesa (CEC), el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran y el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, de la ciudad de
Meéxico, con diagndstico confirmado de LB-VPH en el periodo comprendido de enero de
2009 a enero de 2012. Los pacientes incluidos se seleccionaron de una cohorte de individuos

con VIH/SIDA que acuden a estos centros de referencia como parte de su atencion integral.

6.2 Sujetos participantes

Se incluyd de manera consecutiva a todos los pacientes con infeccion confirmada por VIH,
que acudieron a la consulta de Patologia y Medicina Bucal de los tres centros de referencia
para VIH/SIDA mencionados, y que previo consentimiento informado por escrito, aceptaron

participar en el estudio y la toma de biopsia.

6.2.1 Criterios de inclusion.

— Individuos adultos con infeccién confirmada por VIH, con LB-VPH.

— Individuos que autorizaran por escrito el consentimiento informado de participacion en el
estudio.

— Consentimiento para toma de biopsia de la lesion bucal.
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6.2.2 Criterios de exclusion.
- Individuos con tratamiento tdépico (5-Fluoracilo, Imiquimod, Cidofovir) o sistémico
(Aciclovir, Cidofovir, Interferon-&, Cimetidina) de lesiones por VPH que pudieran alterar

los resultados.

6.2.3 Criterios de eliminacion.
- Individuos con lesiones bucales que al estudio histopatolégico no correspondan con LB-

VPH.

— Muestras inadecuadas para el estudio inmunohistoquimico y molecular.

6.3 Aspectos éticos

De acuerdo con el articulo 17 del reglamento de la ley general de salud en materia de
investigacion para la salud, se considera como riesgo de la investigacion a la probabilidad de
que el sujeto de investigacion sufra algiin dafio como consecuencia inmediata o tardia del
estudio. El presente trabajo se clasifica en la categoria III (Investigacion con riesgo mayor
que el minimo), ya que incluye procedimientos quirtrgicos, los cuales en el presente estudio
consisten en la toma de biopsia con sacabocados de la o las LB-VPH presentes en mucosa
bucal. Es importante mencionar que la biopsia por sacabocados es un procedimiento de
riesgo minimo y adicionalmente, se tuvieron todos los cuidados pre-quirtrgicos necesarios,
entre los que destaca valoracion exhaustiva de estudios de laboratorio, adecuado control de
barreras, previa asepsia y antisepsia, control de hemostasia, asi como indicaciones post-

operatorias, con la finalidad de proteger al paciente de cualquier complicacion.
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6.4 Procedimientos clinicos

A todos los individuos participantes se les proporcion6 una carta consentimiento (Anexo III)
en la que se explican las condiciones del estudio. Se solicité a cada participante leyera la
carta de consentimiento, se contestaron dudas respecto al estudio y se pidi6 firmara la carta
de consentimiento. Es importante destacar que se hizo saber a todos los participantes que la
negativa en relacion a su participacion en el estudio no tendria consecuencias negativas en la
atencion médica u odontoldgica que recibe en la CEC. La participacion de los pacientes fue
totalmente voluntaria. El paciente podria suspender su participacion en cualquier momento,

sin que se afectara su atencion institucional.

6.4.1 Cuestionarios

Posteriormente, a cada individuo se le aplic6 un cuestionario (Anexo IV) que incluyd
variables consideradas de importancia para el estudio (edad, ocupacion, escolaridad, lugar de
residencia, tabaco, alcohol, categoria de transmision, empleo de antirretrovirales). Los datos
relativos a la fecha de diagnoéstico, tipo y tiempo de uso de TARAA, niveles de linfocitos

CD4+, carga viral y estadio CDC, fueron recolectados del expediente clinico del paciente.

6.4.2 Examen bucal

Se realizo la exploracion bucal por zonas topograficas en los pacientes bajo un orden
sistematico (Ramirez-Amador y cols, 1986) (Anexo V). Se realiz6 el diagnostico clinico
presuntivo correspondiente (papiloma escamocelular, verruga vulgar, hiperplasia epitelial
multifocal o condiloma acuminado) de acuerdo a criterios clinicos pre-establecidos. (Anexo

Vla).
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Se registraron las caracteristicas clinicas de la o las LB-VPH (color, textura, apariencia,
extension, tamafio y localizacioén), Asi mismo, se realiz6 la toma de fotografias intrabucales

necesarias, con previa autorizacion del paciente.

6.4.3 Toma de biopsia

Previa asepsia y antisepsia, y bajo anestesia local, se tomé una biopsia excisional de las
lesiones por medio de sacabocados desechables, de acuerdo al tamafo de la misma (4, 5, 6 u
8 mm), la cual se dividid en dos partes, una seccion se utilizé para el estudio histopatologico
y de inmunohistoquimica (fijando con formalina al 10%), la segunda se introdujo en un tubo
conico con 5 ml de PrecervCyt (Cytyc Corp/Boxborough Ma,USA), para el andlisis de los

tipos virales.

6.5 Procedimientos de laboratorio

Las biopsias fijadas se procesaron en el laboratorio de Histopatologia UAM-X, se obtuvieron
cortes al micrétomo de 4 um, se colocaron en portaobjetos y fueron tefiidas con hematoxilina
y eosina. El andlisis molecular de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Virus y Cancer
de la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la UNAM con sede en el Instituto Nacional
de Cancerologia (INCan) y en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de

Patologia y Medicina bucal del posgrado de la UAM Xochimilco.

6.5.1 Criterios histopatologicos.
Se llevo a cabo el estudio histopatolégico mediante observacion al microscopio dptico en el
servicio de Diagnodstico Histopatoldgico del Posgrado de Patologia y Medicina Bucal UAM-

X. Los diagnosticos fueron revisados a ciego por una especialista en Patologia y Medicina
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bucal (ERT) por segunda ocasion y confirmados de acuerdo con criterios histopatologicos

pre-establecidos descritos en el Anexo VIb.

6.5.2 Extraccion y purificacion del ADN
La extraccion del ADN de las muestras se llevo a cabo por medio del Wizard Genomic ADN
Purification kit (Promega/WI, USA), de acuerdo a la estandarizacion de la técnica para

células de la mucosa bucal. (Tsoumpou I y cols, 2009)

Para la extraccion de ADN de tejido fresco se colocaron las muestras en un tubo eppendorff
de 1.5 ml, se centrifugaron durante 5 minutos a 16,000 rpm, se decant6 el PrecervCyt, y se
dejaron destapados los tubos durante 12 horas para su secado. Se afadieron 300 pl de
solucion litica nuclear, resuspendiendo varias veces el contenido del tubo, el cual fue
transferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml; se coloco la pastilla obtenida y se le afiadieron
17.5 pl de proteinasa-k (20 mg/ml) incubandose a 65°C en por 3 hrs. Se llevo a temperatura
ambiente y se agregaron 1.5 pl de RNAsa, incubando a 37° C durante 30 minutos. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 200 pl de solucion precipitadora de proteinas,
se agito en el vortex y se coloco en hielo durante 5 minutos. Se centrifugéd 4 minutos a 14,000
rpm, se removio el sobrenadante y fue transferido a un tubo limpio de 1.5 ml al que se le
agreg6 previamente 300 pl de isopropanol. Se mezcldé suavemente hasta que se vieron las
cadenas de ADN. Se centrifugé 5 minutos a 14, 000 rpm, y se retird el sobrenadante. Se
agregaron 300 pl de etanol al 70% y se invertié varias veces el tubo para lavar el ADN, se
centrifugd por 5 minutos. Se aspir6 el etanol usando una pipeta de secuencia y se invertieron

los tubos destapados sobre una servilleta limpia hasta que se secaron por completo. Se
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afiadieron 30 pl de solucion rehidratante de ADN y se incub6o a 65° C por una hora.

Finalmente, el ADN obtenido fue almacenado a -20°C en alicuotas de 5 ul.

Para la extraccion de ADN de tejido en parafina, se utilizo el kit QIAmp DNA FFPE Tissue
kit (Qiagen, Duesseldorf/Alemania) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se realizaron
cortes con el micrétomo de 4 a 5 secciones de 3 p de grosor, dependiendo de la cantidad de
tejido del bloque y se descartd la primera seccién por estar expuesta al aire. Se limpio la
navaja del microtomo con alcohol entre bloque y bloque. Inmediatamente se colocaron las
secciones a utilizar en un tubo eppendorf y se agregd 1 ml de xileno, se agitd en vortex
durante 10 segundos, se centrifugd 2 minutos a méxima velocidad a temperatura ambiente y
se removid el sobrenadante con pipeta sin tocar la pastilla. Con la finalidad de remover el
exceso de parafina, se agregd nuevamente 1 ml de xileno, se agitd durante 10 segundos en
vortex, se centrifugd 2 minutos a maxima velocidad a temperatura ambiente y se removio el
sobrenadante con la pipeta, teniendo cuidado de no tocar la pastilla. Se agreg6 1 ml de etanol
de 96-100% grado molecular y se agit6 en vortex por 30 segundos (para extraer los residuos
de xileno). Se centrifugd por 2 minutos a maxima velocidad y temperatura ambiente. Se
removio el sobrenadante, sin tocar la pastilla y los residuos de etanol se retiraron con una
punta de pipeta fina. Se incubd a 37°C con el tubo destapado por 10 minutos o hasta que el
etanol se hubiera evaporado. Se resuspendi6 la pastilla en 180 pl de buffer de lisis de tisular
ATL, se agregaron 25 pl de proteinasa K y se mezcld en vortex. Se incubd a 56 °C en el
termoblock por 1 hora o hasta que el tejido se lis6 completamente. En los casos en los que no
se lisaron en 4 horas, se agregd 20 ul de proteinasa K y se dejo toda la noche. Una vez lisado

el tejido, se incubo a 90°C durante 1 hora. La incubacion a 90°C en buffer de lisis tisular ATL
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revierte parcialmente la modificacion de formaldehido de los &4cidos nucleicos. En las
situaciones en las cuales solo se tenia un bloque de calentamiento, se dejo la muestra a
temperatura ambiente después de la incubacion a 56°C, hasta que el bloque alcanzara la
temperatura de 90°C. Se centrifugd brevemente el tubo eppendorf para remover las gotas del
interior de la tapa. Una vez que la muestra estaba a temperatura ambiente, se agregaron 2 pl
de RNasa A (100 mg/ml) y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron
200 pl de buffer de lisis AL (para la purificacion de ADN) a la muestra, y se mezcld
vigorosamente en el vortex. Se agregaron 200 ul de etanol (96-100%) y se mezcld de nuevo
vigorosamente en el vortex. Es esencial que el buffer de lisis AL y el etanol de la muestra se
mezclen imediatamente y vigorosamente por vortex o pipete con la finalidad de lograr una
solucion homogénea. Se centrifugd brevemente el tubo eppendorf para remover las gotas
dentro de la tapa. Se transfirié cuidadosamente la totalidad del lisado a una columna con tubo
colector, sin mojar el arillo, se tap6 la columna y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto.
Se transfiri6 la columna a un tubo colector nuevo y se descartd el tubo colector con el
contenido del fluido. En los casos en los que el lisado no pasé completamente a través de la
membrana después de la centrifugacion, se centrifugé nuevamente a una mayor velocidad
hasta que la columna se encontrara vacia. Se agregaron 500 ul de buffer AW1 sin mojar el
arillo. Se tapo la columna y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Se transfirid la
columna a un tubo colector nuevo y descarté el tubo colector con el contenido del fluido. Se
agregaron 500 pl de buffer AW2 sin mojar el arillo. Se tap6 la columna y se centrifug6 a
8000 rpm durante 1 minuto. Se transfirié la columna a un tubo colector nuevo y se descartd
el tubo colector con el contenido del fluido. Se centrifugd a maxima velocidad durante 3
minutos para secar la membrana completamente y se transfirid la columna a un tubo
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eppendorf limpio, se cortd la tapa de la columna y se descartd el tubo colector con el
contenido del fluido. Se agregaron 25 pul de buffer ATE en el centro de la membrana, se
incub6é 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a maxima velocidad durante 1
minuto. Se agregaron otros 25 pl de buffer ATE en el centro de la membrana, se incub6 5
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto.

Finalmente, el ADN obtenido se almacen6 a -20°C para su analisis posterior.

6.5.3 Cuantificacion de ADN
La cuantificacién del ADN obtenido se llevo a cabo mediante el espectrofotémetro de micro-
volumen NanoDrop 2000 ® (Thermo Scientific/Waltham, MA/USA) y la exportacién de

datos se realiz6 con el software incluido con el mismo (NanoDrop 2000/2000c¢).

6.5.4 Reacciones de PCR

Se llevo a cabo de manera automatizada mediante un termociclador Mastercycler® gradient,
(Eppendorf/Westbury, NY/USA). En cada una de las reacciones de PCR, se incluyeron de
manera sistemdtica dos tipos de controles; uno positivo (ADN de lineas celulares HeLa
[VPH-18] en la amplificacion de la region L1 y SiHa [VPH-16] para E6 de VPH-16); y otro
negativo (mezcla de reaccion con agua).

Las muestras fueron sometidas a amplificacion aleatoriamente, y de forma ciega al
diagnéstico clinico e histopatolégico. Se procuraron también precauciones universales para
los procedimientos de PCR, como el hecho de que la preparacion de las mezclas, la
amplificacion y la electroforesis sean realizadas en cuartos diferentes. Las condiciones
utilizadas en cada una de las reacciones de PCR se describen en el Anexo VII. (Manos y cols,
1989) (Resnick y cols, 1990)
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Amplificacion del gen pB-globina

Con la finalidad de comprobar que el material obtenido durante la extraccién sea adecuado
para utilizarse en PCR, a todas las muestras se les amplificé un fragmento del gen B-globina,
el cual es un gen altamente conservado en las células humanas. Para ello, se utilizo el
siguiente par de oligonucledtidos, que amplifican un fragmento de aproximadamente 260-280
pb:

GH20 5’- GAA GAG CCA AGGACAGGTAC-3¥

PC04 5°-CAA CTT CAT CCA CGTTCACC-3

Amplificacion de la region L1 de Papilomavirus

Posteriormente, se amplificaron las muestras con los oligonucledtidos universales
MY09/MY11, localizados dentro de la region L1 del genoma del VPH e incluye los
nucleotidos 6722 al 7170 del VPH-16, y las regiones correspondientes a otros tipos virales.
Estos oligonucleotidos son capaces de detectar mas de 25 tipos virales; dando un fragmento
aproximado de 450 pb:

*MY09 5’- CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -3’

*MY11 5°- GCM CAG GGW CAT AAY AAT GC -3’

* Cddigo de oligonucledtidos degenerados: M=A+C. R=A+G, W=A+T, Y=C+T
Considerando que la utilizacion de distintos juegos de oligonucledtidos universales que
reconocen la regiéon L1 del VPH mejora la deteccion viral, (Anaya-Saavedra y cols, 2008)
(Remmerbach y cols, 2004) (Carrillo y cols, 2004) todas las muestras fueron sometidas a
amplificacion con los oligonucleodtidos 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:
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GP5+ 5°-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’

GP6+ 5°-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3°

Amplificacion del gen E6 de VPH-16 y VPH-18

Con la finalidad de identificar tipos virales especificos de alto riesgo, se efectud la
amplificacion de E6 para VPH 16 y VPH 18. La amplificacion del gen de la region E6 del
VPH 16 y VPH-18 se realiz6 con los oligonucledtidos especificos F204/R419 para VPH-16,
(215 pares de bases) y para VPH-18 se utilizaron los oligonucleo6tidos especificos HZ30/E65
(480 pares de bases).

La reaccion de PCR se realizo en un volumen final de 20 pl, el cual incluye 4 pul de ADN
extraido como templado (100 ng), 10 ul de Master Mix (Promega, USA) a 2mp de MgCly,

0.4 pl de cada olingonucle6tido y 5.2 pl de agua.

Las condiciones utilizadas para los cinco juegos de oligonucldtidos se llevaron a cabo de
manera similar, donde la tnica variacion fue la temperatura de fusion de los oligonucleétidos
(Tm), la cual fue 55°C para B-globina, MY09/11 y E6 de VPH-16; 48°C para GP5+/6+y
59°C para E6 de VPH-18. Como primer paso se llevo a pre-calentamiento por 10 minutos a
94°C, seguido por 40 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a Tm, 45 seg a 72°C, extension final de

7 min a 72°C y por ultimo mantenimiento a 4°C.

6.5.5 Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR positivos a la VPH, se purificaron con el kit DNA Clean &
Concentrator ' -5 (Zymo Research Corp/USA), antes de someterlo a secuenciacion.

El buffer de lavado fue reconstituido con etanol absoluto de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Cada producto de PCR fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml, al cual se le
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agregd 5 volumenes de Binding Buffer por cada volumen de producto de PCR y se
mezclaron en vortex.

Se transfirié cuidadosamente la totalidad de la mezcla a una columna con el respectivo tubo
colector de 800 pl, se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 segundos y se desecho el fluido de
tubo colector.

Con la finalidad de lavar el DNA, se agregaron 200 pl de solucion de lavado de DNA a la
columna, se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 segundos, se desechd el fluido del tubo
colector y se repitio por segunda ocasion éste paso de lavado.

Se agregaron 12 pl de solucion DNA Elution Buffer (Tris-HCI 10 Mm, pH 8.5, EDTA 0.1
mM) directamente a la matriz de la columna y se incub6 a temperatura ambiente durante un
minuto. Por ultimo se transfirio la columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se centrifugo a
14,000 rpm durante 30 segundos para eluir el DNA y obtener de ésta manera, DNA ultra

puro.

6.5.6 Secuenciacion

Las muestras se enviaron a un servicio externo (Macrogen Inc., Seul/Corea), para
secuenciacion automatica, a través del sistema BigDye (Applied Biosystems) mediante
electroforesis capilar con ABI3730XL (Macrogen Inc, Seul/Corea). Las secuencias se
analizaron con el software 4Peaks (Mekentosj, Paises Bajos/Amsterdam) y se compararon
con la base de datos de GenBank (National Centre for Biotechnology Information, Bethesda,

MD) utilizando el programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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6.5.7 Ensayo de inmunohistoquimica

Se realizaron cortes histologicos de 3 um, los cuales fueron colocados en laminillas con poli-
lisina Para la inmunotincion se empled el sistema automatizado Ventana Benchmark GX
(Roche ®), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se colocaron 100 pl del
anticuerpo monoclonal de raton anti-p-16 (SAB3300036 Sigma, monoclonal anti-P16
antibody, Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), con una diluciéon 1:250. Y se utilizo el
siguiente programa:

1) Desparafinado: EZ prep: 30 min a 76° C.

2) Acondicionamiento celular: acondicionador No.1, suave 8 min; CC1, suave 30 min.

6INK4a_

3) Titulacién de pl : incubacion del anticuerpo a 37° C, 32 min.

4) Ultralavado.
4) Contratincion con hematoxilina: 4 min.
5) Postcontratincion: Bluing Reagentl: 4 min

Finalmente se lavaron las muestras con jabon y agua corriente en dos cambios; se permitio
secar al aire libre y se montaron las laminillas con resina y cubreobjetos.
Como control negativo del procedimiento se utilizé un carcinoma escamocelular de cavidad

bucal negativo a p16™** y como control positivo CaCU positivo a VPH-AR.

6.5.8 Analisis de inmunodeteccion
El analisis fue realizado bajo acuerdo de tres examinadoras estandarizadas (ERT, VRA,
GAS). Con el fin de obtener un parametro de comparacién en cuanto a la intensidad de la

6% o 17 muestras

inmunodeteccion de la proteina, se analizé a priori la expresion de pl
de mucosa bucal, de las cuales ocho eran de mucosa sana, ocho de hiperplasias fibrosas con

epitelio integro, y un carcinoma microinvasor positivo a VPH-AR. Las muestras fueron
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obtenidas del archivo de bloques de parafina del Departamento de Patologia y Medicina
bucal de la UAM Xochimilco; de las 17 muestras, fueron elegidas tres de mucosa bucal sana
como las mas representativas de normalidad, y en base a las localizaciones en las que se

presentan las LB-VPH con mayor frecuencia (mucosa yugal, lingual y labial).

Se elabord una ficha de recoleccion de datos con el fin de recopilar la informacion sobre la
expresion inmunohistoquimica de la proteina (Anexo VIII). Se tomaron 8 microfotografias
de areas representativas de cada lesion y los tejidos normales, cuatro a 20x (dos centrales y
dos laterales) para la evaluacion del porcentaje de inmunodeteccion e intensidad y cuatro a
alta resolucion (dos centrales y dos laterales) con la finalidad de confirmar el gradiente de

intensidad y sobre cada microfotografia se coloco una gradilla de 6x6.

Los criterios de evaluacion de las muestras en el presente estudio fueron basados en estudios
previos realizados en mucosa bucal (Hoffmann y cols, 2012; Chandarana y cols, 2012;
Fonseca-Silva y cols, 2012; Pérez-Sayans y cols, 2011; Harris y cols, 2011; Poomsawat y
cols, 2011; Queiroz y cols, 2010; Angiero y cols, 2010; Buajeeb y cols, 2009; Smith y cols,
2008; Nemes JA y cols, 2006; Cunningham y cols, 2006; Bradley y cols, 2006: Chen y cols,
1999; Saito y cols, 1999; Pande y cols, 1998; Warnakulasuriya y cols, 1998). Los criterios a
evaluar fueron el porcentaje de expresion y la intensidad de la misma, los cuales fueron
evaluados globalmente, y por estratos epiteliales (superficial, medio y basal). El porcentaje
de expresion se establecio dividiendo el nimero de ntcleos epiteliales con inmunodeteccion
entre el numero total de nicleos epiteliales visibles.

La intensidad de la tinciéon se obtuvo de manera semicuantitativa en una escala de tres
niveles:
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Grado 1: débil [+]
Grado 2: moderada [++]

Grado 3: alta [+++]

6.6 Variables

Las variables a considerar fueron:

Variable dependiente: expresion e intensidad de p16™~* .

Variables independientes: sexo, edad, ocupacion, escolaridad, consumo de tabaco, consumo
de alcohol, conteo de linfocitos CD4+, niveles de carga viral de VIH, categoria de
transmision; uso, tiempo de uso y tipo de TARAA, presencia de VPH, tipos de VPH,

presencia de LB-VPH multiples, diagndstico histopatolégico de LB-VPH, localizacion de

LB-VPH.

6.7. Analisis estadistico

Los datos de la ficha de recoleccion fueron codificados y capturados en el programa
computacional SPSS (v.20) para su andlisis de los datos.

Los datos descriptivos fueron descritos a través de medidas de tendencia central y su
dispersion. Se obtuvo la frecuencia de las diferentes caracteristicas demograficas y clinicas
de importancia de los pacientes, caracteristicas histopatoldgicas y tipos de las LB-VPH, asi
como de los tipos virales encontrados. Se analizo la asociacion entre la intensidad de pl6
INK42 4 Jas variables del estudio a través de una prueba de X* o bien una prueba exacta de
Fisher cuando fue necesario, y pruebas no paramétricas para el andlisis de las variables
continuas a través de la prueba de U de Mann Whitney; el nivel de alfa se establecié menor o

igual a 0.05.
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7. Resultados

En el presente estudio, se incluyeron 29 individuos con VIH/SIDA y LB-VPH, con una
mediana de edad de 39 afios (Q;-Qs, 32.5-44) afos. Veintisiete (93.1%) eran hombres, de
quienes 25 (92.6%) eran hombres que tenian sexo con hombres (HSH). Mas de la mitad de

los pacientes no consumian tabaco (15/51.7%) o alcohol (16/55.2%) (Cuadro 1a).

Tres cuartas partes de los pacientes se encontraban en etapas avanzadas de la enfermedad
(22/75.9%) y 26 (89.7%) usaban TARAA, con una mediana de uso de 16.5 (Q;-Q3.4.2-50.5)
meses. El esquema mas empleado incluia la combinacion de NRTI y NNRTI (13/44.8%). La
mediana de linfocitos CD4+ fue de 243 células/mm’® (Q1-Qs, 169-455.5); la tercera parte de
los pacientes (10/34.5%) tenian menos de 200 células/mm’, y 19 de los 29 pacientes
incluidos (65.5%) tenian niveles de VIH-ARN plasmaticos indectectables al momento de su

inclusion en el estudio (Cuadro 1b).

7.1 Caracteristicas clinicas e histopatologicas de LB-VPH.

De los 29 pacientes incluidos, se analizaron 36 LB-VPH, ya que cerca de dos terceras partes
de los pacientes (18/62.1%) presentaron méas de una LB-VPH. La mediana de uso de
TARAA en ellos fue significativamente mayor (44 [Q;-Qs: 8-87] meses) que en los que
presentaron lesiones solitarias (7 [Q;-Qj3 :2-16] meses) (p=0.015); asimismo, una menor
proporcion de pacientes con mas de una LB-VPH estaban en la categoria clinica de SIDA, en

contraste con los que las presentaron en forma aislada (61 vs. 100%, p=0.026) (Figura 2).
q

El diagnostico definitivo se obtuvo a través del examen histopatologico de las lesiones,
siendo la lesion mas frecuente la hiperplasia epitelial multifocal (17/47.2%), seguida del
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papiloma escamocelular (13/36.1%), la verruga vulgar (5/13.9%) y el condiloma acuminado
(1/2.8%). La mucosa labial (23/63.9%), fue el sitio mas frecuentemente afectado, seguido de
la mucosa yugal (6/16.7%), y la lengua (5/13.9%). El piso de la boca y el paladar duro fueron

sitios poco afectados (1/2.8%, cada uno).

La concordancia entre el diagnostico clinico y el histopatoldgico fue de 66% (kappa=0.66); la
lesion en la cual se observd una diferencia mayor entre el diagnostico clinico e
histopatologico, fue la HEM. De las 17 HEM confirmadas microscopicamente, solo 12
fueron identificadas clinicamente (70.6%), cuatro tenian diagndstico clinico de PEC, y una de
VV. En contraste, se diagnosticaron clinicamente 16 PEC (13 histopatologicamente

confirmados), 6 VV (5 confirmadas) y 2 CA (1 confirmado).

Las caracteristicas histopatologicas evaluadas, se presentaron de manera muy evidente (**%*)
o estaban ausentes. Como se observa en el Cuadro 2, la mayoria de las LB-VPH presentaron
hiperqueratosis (31/86.1%), hiperplasia basilar (29/80.6%), figuras mitosoides (28/77.8%) y
en todos los casos se observaron coilocitos. En la hiperplasia epitelial multifocal (HEM), la
presencia de figuras mitosoides (14/82.4%) y la hiperplasia basilar (14/82.4%) fueron
caracteristicas frecuentes (Figura 3a). En contraste, el epitelio plano hiperqueratinizado
(100%), la hiperplasia basilar (92.3%) y el epitelio acantdtico con proyecciones superficiales
y marcada queratosis (11/84.6%), fueron las caracteristicas que mds se presentaron en el
papiloma escamocelular (PEC) (Figura 3c). En las verrugas vulgares (VV), el epitelio plano
hiperqueratinizado, acantdtico con proyecciones superficiales y marcada queratosis, con
criptas llenas de queratina y procesos elongados dirigidos hacia el centro fueron
caracteristicas constantes (Figura 3d y e).
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7.2 Analisis molecular de las muestras.
La mediana de concentracion de ADN obtenida en las muestras después de su extraccion fue
de 562.5 (Q:-Qs:178.2-1275.9) ng/ul. Todas las muestras fueron positivas a la amplificacion

del gen B-blobina, con lo cual se comprob¢ la calidad de ADN (Figura 4).

Todas las muestras amplificaron la region L1 de VPH mediante los oligonucledtidos
GP5+/6+ (150 pb) (Figura 5a) y ocho de las 36 muestras (22.2%) con los oligonucledtidos
universales MY09/11 (450 pb) (Figura 5b). Adicionalmente, una muestra (2.7%) resultd
positiva a la amplificacion del gen E6 del VPH-16 (F204/R419) (Figura 5c¢). No se obtuvo
positividad en ninguna al utilizar los oligonucle6tidos especificos HZ30/E65 para el gen E6

de VPH-18.

Treinta y una (86.1%) de las 36 muestras analizadas contenian VPH de bajo riesgo y 3
(8.3%) presentaron coinfeccion con tipos virales de alto y bajo riesgo (VPH-16, 32 y 42). Se
identificaron dos secuencias correspondientes al papilomavirus LVX100 y al VPH-74, de los
cuales no se tiene informacion sobre su potencial oncogénico. El tipo viral mas frecuente fue
el VPH-32 (44.4%), seguido por los tipos 13 (19.4%) y 6 (11.1%) (Cuadros 3 y 4) (Figura 6).
No se identifico asociacion estadisticamente significativa entre el riesgo oncogénico viral y el
diagnéstico histopatologico (p=0.301), ni entre el tipo viral y diagnostico histopatologico

(p=0.345).

Como se observa en el Cuadro 3, se analizaron los tipos virales encontrados de acuerdo al
tipo de LB-VPH. En la HEM, el tipo viral mas frecuente fue el 32 (8/47%). Las cuatro
(11.1%) muestras en las que se identificd infeccion multiple correspondieron a HEM (VPH-

16 y 32; VPH-13 y 74; VPH-16 y 32; y VPH-16 y 42). Respecto a los PEC, el tipo viral mas
42



frecuente fue el 13 (5/38.4%), las cinco VV y el condiloma acuminado (CA) contenian

secuencias de VPH-32.

Es importante mencionar que de los 18 pacientes que presentaron mas de una LB-VPH, s6lo
a 5 pacientes se les realizo la biopsia de mas de una lesion, resultando un total de 12 lesiones.
Tres pacientes tuvieron diferentes diagndsticos histopatologicos (tres VV y una HEM; una
HEM y una VV; una HEM y un PEC, respectivamente) con VPH-32 en todas las lesiones; un
cuarto paciente tuvo dos lesiones con diagndsticos histopatologicos diferentes (HEM y PEC)
y VPH-13 en ambas y el quinto paciente tuvo dos lesiones con el mismo diagndstico
histopatologico en ambas (HEM) con tipos virales diferentes en cada una, VPH-6 en una y

VPH-32 en la otra (Cuadro 5).

Los cuatro pacientes en los que se identificé infeccion multiple tenian conteos de linfocitos
3 3 , .
CD4+/mm’ menores de 200 cel/mm’. De estas cuatro muestras, tres contenian secuencias de

alto riesgo oncogénico y solo una presentaba VPH de bajo riesgo (p<0.001).

7.3 Analisis de expresion inmunohistoquimica de p16INK4a

INK4
6 " en mucosa bucal normal

Como se observa en el Cuadro 6, la expresion global de pl
vario de 67.6% a 84.9%. Al analizar por estratos, el porcentaje de inmunodeteccion
disminuyd paulatinamente desde el estrato basal (90.5-100%) hasta los estratos superficiales
(33.3-48.4%). Asimismo, la intensidad de los nucleos tefiidos fue leve en los estratos medio y

superficial de los tres tipos de mucosa bucal, y unicamente moderada en el estrato basal de la

mucosa lingual y labial. (Figuras 7a y b).
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En contraste con lo anterior, la proteina p16™~** se encontré sobreexpresada en todas las LB-
VPH, con una mediana de expresion nuclear global de 98.5% (Q;-Qs: 97.5-99.0) (Cuadro 4),
misma que se mantuvo en frecuencias elevadas al realizar el andlisis por estratos. En el
estrato basal se obtuvo 100% de inmunodeteccion, en el estrato medio una mediana de 99.5%

(Q1-Q3: 98.9-99.8), y en los estratos superficiales 91.3% (Q;-Qs: 86.7-94.8).

En cuanto a la intensidad global de pl6™"* en las LB-VPH, la mas frecuente fue la
intensidad moderada, la cual se presentd en el 75% de los casos y el resto tuvieron intensidad
alta (Cuadro 4) (Figuras 7c y d). Al analizar en las diferentes LB-VPH, la intensidad de
p16™5* por estratos (Cuadro 7), se observo que la intensidad moderada predominé en todos
los estratos de las HEM y papilomas, en contraste con las verrugas y el condiloma
acuminado, en los que predomind la intensidad alta en todos los estratos (60%). No se
encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de
inmunodeteccion con la intensidad de la proteina (p=0.168), consumo de tabaco (p=0.504),
consumo de alcohol (p=0.661), categoria de transmision (p=0.227), riesgo oncogénico del
tipo viral (p=0.100), linfocitos T CD4+ (p=0.287), carga viral (p=0.343), estadio CDC
(p=0.537), uso de TARAA (p=0.705), localizacion de LB-VPH (p=0.691) o la presencia de
mas de una LB-VPH (p=0.710). Finalmente como se observa en el Cuadro 8, tampoco se

6INK4a

identifico asociacion entre la intensidad de la expresion de pl y las caracteristicas

clinicas analizadas.
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8. Discusion

INK4 .
6 " en las lesiones

En el presente estudio se encontré sobreexpresion de la proteina pl
bucales asociadas al VPH de pacientes con VIH/SIDA, independientemente del potencial
oncogénico del tipo viral identificado y sin relacion con las variables de interés en el estudio.
Adicionalmente, una alta proporcion de las muestras contenian VPH de bajo riesgo
oncogénico, el 44.4% correspondieron a VPH-32. Clinicamente, se observé que mas de la
mitad (62%) (18/29) de los pacientes tenian mds de una LB-VPH, siendo la hiperplasia
epitelial multifocal la lesion mas frecuente. Los cuatro pacientes que presentaron infeccion

multiple, tenian una inmunosupresién severa (<200 CD4+/mm’) y en tres cuartas partes de

ellos se identificaron secuencias de VPH-AR .

La mayoria de los pacientes incluidos (90%) fueron hombres jovenes (32-44 afos), lo cual es
similar a la informacion sobre la epidemia del VIH/SIDA reportada en México (CENSIDA
Reporte Final, 2012) y en el mundo (UNAIDS, 2012). En México, hasta noviembre del 2012,
el 80.2% de las personas que vivian con VIH/SIDA eran hombres, y el 76.3% se encontraba

entre los 20 y 44 afios de edad (CENSIDA, Reporte Final 2012).

Mas del 90% de los pacientes incluidos en el estudio eran HSH; si bien en México, se calcula
que cerca del 54% de los hombres con VIH/SIDA pertenecen a esta categoria de transmision
(CENSIDA Reporte Final, 2012), la frecuencia de HSH en pacientes con VIH/SIDA y LB-
VPH informada en estudios previos, es alta encontrandose de 71.1% (King y cols, 2002) a
94.5% (Anaya-Saavedra y cols, 2013). Se ha sugerido que la conducta sexual pudiera ser un
factor de riesgo para la adquisicion de la infeccion por VPH en la mucosa bucal de pacientes
con VIH (Kreimer y cols, 2004).

45



El 34.5% de los pacientes incluidos fumaban, y se encontraban entre los 26 y los 54 afios de
edad), proporcion mayor al 16% reportado en la Encuesta Global de Tabaquismo en Adultos
de México para este grupo de edad (GATS, 2009). Un estudio reciente realizado en
poblacion mexicana con VIH/SIDA (Anaya-Saavedra y cols, 2013), mostré una frecuencia
de consumo de tabaco similar (36.4%); aunque estudios realizados en afios previos (Ramirez-
Amador y cols, 2006; Ramirez-Amador y cols, 1998) mostraban cifras mayores (48% al

61.4%).

La mayoria de los individuos (89.7%) del presente estudio, se encontraban utilizando
TARAA. De acuerdo con estadisticas de UNAIDS, en el 2011, a nivel mundial, el acceso a
antirretrovirales ha aumentado veinte veces desde el 2003 (UNAIDS, 2012). En México, al
menos el 80% de los pacientes infectados con VIH/SIDA reciben tratamiento antirretroviral
(UNAIDS, 2012) y CENSIDA estim6 el 85% (CENSIDA, 2012). Y particularmente en la
Clinica Especializada Condesa de la Ciudad de México, se atiende al mayor nimero de
pacientes con VIH/SIDA en el pais (uno de cada siete pacientes con VIH/SIDA del pais
recibe tratamiento gratuito en la CEC) (CEC, 2011). De acuerdo a datos de la CEC, al 31 de
octubre de 2011, un total de 7,124 personas recibieron TARAA, de los cuales 1,069 (15%)

eran pacientes provenientes de los institutos de salud (CEC, 2011).

El 65% de los pacientes incluidos tenian CV indetectable y conteos de linfocitos CD4+
mayores de 200 mm’, lo cual es esperable debido a la alta proporcion que utilizaban TARAA
(Thompson y cols, 2012); sin embargo, la mayor parte de ellos se encontraban en etapas
avanzadas de la infeccion por VIH. Cabe resaltar que de los 10 pacientes con TARAA y CV
detectable, ocho (80%) tenian menos de cinco meses de tratamiento. De acuerdo con las
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Guias internacionales y nacionales de tratamiento antirretroviral, el tiempo requerido para
lograr niveles indetectables es de entre seis (Thompson y cols, 2012) y 12 meses (CENSIDA,

2012).

En nuestro estudio, las LB-VPH maés frecuentes fueron la HEM (47.2%) y el PEC (36.1%)),
similar a lo reportado previamente durante el periodo 2004-2011 (Anaya-Saavedra y cols,
2013), cuando se identifico al PEC (40%) y la HEM (27.3%) como las LB-VPH mas
frecuentes. Otros reportes o series de casos, han descrito a la HEM (Vilmer y cols, 1994;
Viraben y cols, 1996; Marvan y cols, 1998; Moerman y cols, 2001; Feller y cols, 2010) y al
PEC (Paparotto-Lopes y Meeks, 2001; Anderson y cols, 2003; Stoopler y cols, 2011) en
individuos con VIH/SIDA como lesiones aisladas. El CA ha sido descrito como la tinica LB-
VPH identificada (Lourenco y cols, 2011) o como la LB-VPH mas frecuente (Syrjinen,
2011; Ortega y cols, 2009; Nunes y cols, 2008). Asimismo, existen varios reportes de caso
sobre CA en pacientes con VIH/SIDA (Infante-Cossio y cols, 2008; Beaulieu y cols, 2008;

Martini y cols, 2007; Aboulafia, 2002; Girdo y cols, 2000; Ficarra y cols, 1991).

Es importante mencionar que la mayoria de los estudios utilizan el término genérico de
lesiones papilomatosas (oral warts) para describir a las LB-VPH (Nabbanja y cols, 2013;
Giuliani y cols, 2008; Kakabadze y cols, 2008; Ferreira y cols, 200; Hamza y cols, 2006;
King y cols, 2002; Ma y cols, 2004; Greenspan y cols, 2001; Patton y cols, 2000; Schmidt-
Westhausen y cols, 2000), son escasos los estudios que indican el tipo de LB-VPH (Anaya-
Saavedra y cols, 2013; Lourengo y cols, 2011; Ortega y cols, 2009; Nunes y cols, 2008;

Pinheiro y cols, 2004).
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En cuanto a la localizacion de las LB-VPH, la mucosa labial fue el sitio mas afectado
(63.9%), de manera similar a lo reportado previamente (Anaya-Saavedra y cols, 2013;
Stoopler y Balasubramaniam, 2011; Sirera y cols, 2006; Regezi y cols, 2002; Schwartz y
cols, 2001; Greenspan y cols, 1988; Itin y Lautenschlager, 1997). Lo anterior contrasta con lo
encontrado por Syrjidnen (Syrjdnen, 2011) y un reporte de caso (DeRossi y Laudenbach,

2004), que describe a la encia como el sitio con mayor predileccion.

La presentacion de mas de una LB-VPH fue un hallazgo frecuente (62.1%), particularmente
en pacientes con largos periodos de uso de TARAA. De manera similar, un estudio reciente
(Anaya-Saavedra y cols, 2013) indica que los pacientes con VIH/SIDA con més de 12 meses
de uso de TARAA, tienen un riesgo tres veces mayor de desarrollar LB-VPH. Se ha
sugerido que el incremento en la frecuencia de LB-VPH de pacientes infectados con VIH, en
la era post-TARAA, pudiera asociarse mas al aumento en la sobrevida de los pacientes,
quienes han tenido un estado inmunologico alterado por periodos mas largos de tiempo, que a
la administracion prolongada de TARAA (Anaya-Saavedra y cols, 2013; Cameron y cols,
2005). Los primeros estudios que identificaron el aumento en la frecuencia de LB-VPH,
sugirieron que la administracion de TARAA podria estar relacionada con el desarrollo de
LB-VPH (Greenwood y cols, 2002; King y cols, 2002; Patton y cols, 2000); sin embargo,
hasta la fecha, no existe una evidencia concluyente que corrobore esta asociacion (Patton y

cols, 2013).

Diferentes autores refieren que en los pacientes inmunosuprimidos o con VIH/SIDA, las LB-
VPH pueden exhibir diferentes caracteristicas clinicas (Barnes y cols, WHO 2005; Syrjanen,
2003) o histopatologicas en comparacion con individuos inmunocompetentes (Regezzi y
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cols, 2002; Fornatora y cols, 1996; Regezi y cols, 1994). Se ha sugerido que las semejanzas
entre el PEC y la VV pueden dificultar su diagndstico, tanto clinica (Syrjanen, 2003) como
histopatologicamente, particularmente cuando el tiempo de evolucion es largo, o la actividad
replicativa viral estd disminuido. (Barnes y cols, WHO 2005). Adicionalmente, Syrjanen
(2003) indica que para distinguir la VV del PEC es necesario que se identifiquen
caracteristicas histopatologicas de la VV cutdnea, y como un orientador diagndstico se ha
propuesto la identificacion de tipos virales cutaneos en la VV como VPH-2 y 4 (Syrjanen,

2003).

En el presente estudio el 66% de los diagnoésticos clinicos presuntivos coincidieron con los
diagnosticos histopatologicos, la HEM fue una lesion subdiagnosticada, ya que en cinco de
los 17 casos la apariencia clinica era sugestiva de PEC o de VV; en contraste, la

concordancia entre los diagnosticos clinicos e histopatologicos de PEC y VV fue mayor.

El 86.1% de las muestras analizadas contenian VPH-BR, frecuencias mas altas que el 79.5%
(Anaya-Saavedra y cols, 2013) y 73.1% (Ma y cols, 2004) reportado por los dos estudios
previos que analizaron los tipos virales en las LB-VPH. El tipo viral mas frecuente
identificado en las muestras analizadas fue el 32, lo cual concuerda con lo reportado por otros
autores (Syrjanen, 2011; Cameron y Hagensee, 2008; Volter y cols, 1996), y difiere con otros
estudios que mencionan a los VPH-11 y 13 como los més frecuentes (Anaya-Saavedra y cols,
2013; Ma y cols, 2004). El 8.3% de las muestras analizadas presentaron VPH-AR, siendo el

tipo mas frecuente el VPH-16, el cual se presenté en HEM.
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En el presente estudio se encontraron tipos virales diferentes a los clasicamente descritos para
las LB-VPH en individuos sin VIH/SIDA (Syrjanen, 2003). Ejemplo de ello es la
identificacion de los tipos 7, 13 y 32 en los PEC, lesion en la cual se ha descrito la
participacion de VPH-6 y 11 (Syrjanen, 2003; Kumaraswamy y Vidhya, 2011). Otro hallazgo
interesante fue la identificacion de VPH-32 en todas las VV y el CA, lesiones en las que se
han descrito los tipos 2,4,6 y 11 (Syrjanen, 2003; Kumaraswamy y Vidhya, 2011) A este
respecto, la literatura menciona que el VPH-32 es un tipo viral presente de manera casi
exclusiva en la mucosa bucal, y asociada al desarrollo de HEM. (Syrjanen, 2003;
Kumaraswamy y Vidhya, 2011). Se ha reportado la presencia de VPH distintos a los
clasicamente descritos en las LB-VPH de pacientes con VIH (Volter y cols, 1996; De
Villiers, 1989; Greenspan y cols, 1988), como consecuencia de la inmunosupresion, y
probablemente no relacionados con el desarrollo de las LB-VPH; este hallazgo pudiera estar
relacionado a la reactivacion de infecciones latentes, persistentes o altas cargas de VPH

(Kreimer y cols, 2004).

Adicionalmente, la inmunosupresion se ha asociado con la presencia de infeccion multiple
por VPH en los pacientes con VIH/SIDA (Syrjanen, 2011; Richter y cols, 2008; Moscicki y
cols, 2004), en nuestros hallazgos, los pacientes con infecciéon multiple tenian conteos de

linfocitos CD4+ menores de 200 cel/mm”, la mayor parte (75%) correspondian a VPH-AR.

Una gran cantidad de estudios han analizado la presencia de infeccion por VPH en la mucosa
bucal de individuos con VIH/SIDA, en ausencia de lesiones bucales (Steinau y cols, 2012;
Beachler y cols, 2012; Amornthatree y cols, 2011; Parisi y cols, 2011; Fakhy y cols, 2010;
Marais y cols, 2008; Adamopoulou y cols, 2008; Richter y cols, 2008; D’Souza y cols, 2007;
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Fakhry y cols, 2006; Cameron y cols, 2005; Kreimer y cols, 2004; Coutlee y cols, 1997). Se
han reportado frecuencias de VPH-16 que varian entre 3% (Marais y cols, 2008) y 80%
(Amornthatree y cols, 2011); es importante destacar que Gnicamente los VPH-BR han sido
relacionados al desarrollo de LB-VPH a pesar de la presencia de VPH-AR (Cameron y cols,
2005). De manera similar, en el presente estudio todas las LB-VPH con VPH-AR presentaron

coinfeccion con VPH de bajo riesgo.

. <y INK4
En cuanto a la inmunodeteccion de pl6

en las LB-VPH analizadas en el presente
estudio, se observo una sobreexpresion generalizada de la proteina pl6™~*, la cual no se
encontrd asociada con las variables demograficas y clinicas, ni con los tipos virales. Ninguna
de las LB-VPH mostr6 signos de displasia epitelial, por lo que la sobreexpresion de esta
proteina, tampoco puede asociarse con transformacién maligna, como se ha reportado en
estudios previos realizados en displasia epitelial y cancer bucal en individuos sin VIH

(Wittkiewicz y cols, 2011; Klingenberg y cols, 2010; de Jonge y cols, 2009; Bartkova y cols,

2006; Ressler y cols, 2006; Collado y cols, 2005; Kim y cols, 2002; Serrano y cols, 1997)

En Ia literatura cientifica se carece de estudios que describan la expresion de esta proteina en
las LB-VPH en pacientes con VIH/SIDA u otras formas de inmunosupresion. Un estudio
previo realizado en 30 papilomas escamocelulares obtenidos de pacientes
inmunocompetentes, encontrdé una inmunodeteccion menor al 25% (Queiroz y cols, 2010),
similar a lo informado en mucosa bucal sin alteraciones, en la que se ha reportado ausencia
total de su expresion, (Tarakji y cols, 2010) o bajos indices de proliferacion (Wittkiewicz y

cols, 2011; Poomsawat y cols, 2011; Queiroz y cols, 2010; Buajeeb y cols, 2009)
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v . , P s INK4
Si bien, en el presente estudio no se encontr6 asociacion entre la sobreexpresion de pl6=

y
el consumo de tabaco, un estudio previo (Tarakji y cols, 2010) realizado en muestras de
mucosa bucal normal y con queratosis friccional de individuos fumadores, reporto
frecuencias del 20 y 45% para la inmunodeteccion nuclear y citoplasmica de pl6 ™%

6 INK4a

respectivamente, sugiriendo que el incremento de pl pudiera formar parte del proceso

de regulacion del ciclo celular, como respuesta a su estimulacion por la nicotina.

Un aspecto importante a considerar es que las muestras analizadas presentaron la
sobreexpresion de pl6 ™** tnicamente en el niicleo, en contraste con los estudios que
reportan mayor frecuencia de inmunotincion citopldsmica en mucosa bucal normal y
queratosis friccional de fumadores (Tarakji y cols, 2010), displasia epitelial bucal (Angiero y
cols, 2010; Buajeeb y cols, 2009; Cunningham y cols, 2006; Gologan y cols, 2005) y
carcinoma escamocelular bucal (Reuschenbach y cols, 2013; Lingen y cols, 2013; Heath y
cols, 2012; Fonseca-Silva y cols, 2012; Pannone y cols, 2012; Hoffman y cols, 2012;
Dragomir y cols, 2012; Harris y cols, 2011; Smith y cols 2008; Saito y cols, 1999; Chen y
cols, 1999; Warnakulasuriya y cols, 1998). Nuestros hallazgos respecto a la expresion

6INK4a

nuclear de pl estan apoyados por estudios previos (Poomsawat y cols 2011, Tarakji y

6INK4a

cols, 2010) que han identificado sobreexpresion nuclear de pl en estados

hiperproliferativos, en un intento de control de la proliferacion celular.

6 ™4 identificada en las LB-VPH, las muestras de

A diferencia de la sobreexpresion de pl
mucosa bucal normal utilizadas como control en el presente estudio, mostraron una expresion

de p16™** leve, que disminuy6 hasta 33% en los estratos superficiales. Aunque un estudio
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previo (Abrahao y cols, 2011) identificé que la expresion de pl6™** en mucosa bucal
hiperplasica es tan alta (40%) como la identificda en carcinoma invasor (43.3%), la mayoria
de los trabajos (Abrahao y cols, 2011; Buajeeb y cols, 2009; Saito y cols, 1999) no han
encontrado diferencias en la expresion de pl6™~* entre la mucosa bucal normal, y la
afectada con displasia; o reportan ausencia de expresion de pl6™"* en mucosa normal y
displasia leve (Angiero y cols, 2008), aumentando hasta 85.7% en la displasia epitelial
moderada y severa, y disminuyendo a 54.5% en el carcinoma invasor de la mucosa bucal

(Angiero y cols, 2008).

A pesar de que numerosos estudios han empleado la inmunodetecciéon de p16™~* como un
marcador surrogado de infeccion por VPH-AR en cancer cérvico uterino (Amortegui y cols,
1995) y se ha propuesto su uso en carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello (Marur y
cols, 2010; Fischer y cols, 2010a y 2010b; Lassen y cols, 2009; Nichols y cols, 2009; Rich y
cols, 2009; Chung y cols, 2009; Kumar y cols, 2008), los resultados son controversiales. En

6™ 4 se observo en todas las LB-VPH, asociadas

el presente trabajo la sobreexpresion de pl
o no a tipos de VPH de alto riesgo oncogénico, por lo que el papel de los VPH-AR en estas
lesiones parece ser limitado; es probable que en el contexto de la inmunosupresion, el
hallazgo de secuencias virales de alto riesgo no esté relacionado con el desarrollo de las LB-

VPH, sino a la identificacion de infeccion latente en esta poblacion (Beachler y cols, 2012;

Amornthatree y cols, 2011; Cameron y cols, 2005).

Dentro de las limitaciones del presente estudio se encuentra el relativamente bajo numero de
pacientes incluidos, ya que las LB-VPH representan entidades de frecuencia reducida; sin

embargo, cabe resaltar que el estudio comprende un periodo de 3 afios, y fue realizado en tres
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centros de referencia para VIH/SIDA de la ciudad de México. Adicionalmente, otra limitante
es la subjetividad en el analisis de la inmunodeteccion de p16 ™* ya que no existe un
método estandarizado para su estudio; la mayor parte de los estudios previos han descrito la
frecuencia global de inmunotincion de p16INK4a (Pannone y cols, 2012; Chen y cols, 2012;
Fonseca-Silva y cols, 2012; Angiero y cols, 2010; Buajeeb y cols, 2009; Nemes y cols, 2006;
Cunningham y cols, 2006; Saito y cols, 1999) o analizan con diferentes escalas
semicuantitativas o cualitativas (Reuschenbach y cols, 2013; Lingen y cols, 2013; Hoffmann
y cols, 2012; Heath y cols, 2012; Chandarana y cols, 2012; Harris y cols, 2011; Queiroz y
cols, 2010; Greer y cols, 2008; Smith y cols, 2008; Gonzalez-Moles y cols, 2007; Muirhead y
cols, 2006; Tokman y cols, 2004; Kim y cols, 2000; Chen y cols, 1999; Pande y cols, 1998;

Warnakulasuriya y cols, 1998) lo que dificulta su comparacion con nuestros resultados.

Es importante mencionar que los pacientes fueron incluidos de manera consecutiva, y
pertenecen a una cohorte activa, construida en las Clinicas de Patologia y Medicina bucal de
tres centros de referencia para el VIH/SIDA de la Ciudad de México. Lo anterior cobra
relevancia para el desarrollo de futuros estudios longitudinales, que incluyan a estos mismos
pacientes, de los cuales ya se tiene informacion. Otras de las fortalezas del presente estudio
radican en el empleo de ensayos de alta sensibilidad para la deteccion de DNA-VPH y en la
estandarizacion en el andlisis de inmunodeteccion, el cual fue realizado bajo acuerdo entre

las tres examinadoras.

El presente estudio es el primer trabajo que brinda informacion sobre la alta inmunodeteccion
de un gen supresor tumoral, lo cual es fundamental en el contexto del aumento en la
incidencia de cancer en los pacientes con VIH/SIDA. Adicionalmente, el estudio proporciona
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informacion sobre el espectro clinico, histopatologico y molecular de las LB-VPH en

pacientes con VIH/SIDA, éarea en la cual son pocos los estudios publicados.

9. Conclusiones

6 ™*4 jdentificada en el presente estudio, ademas de la

La alta expresion de la proteina pl
ausencia de signos de transformacion maligna, y de la baja frecuencia de VPH de alto riesgo
oncogénico, nos permiten confirmar la naturaleza benigna de estas condiciones, lo cual es de
gran relevancia debido al hallazgo previo de secuencias de VPH-AR en pacientes
inmunosuprimidos, y aqui se ha propuesto la posibilidad de malignizacion. Adicionalmente

la sobreexpresion de la proteina en el presente estudio no se asoci6 a VPH de alto riesgo y

posiblemente podria estar relacionada al estado hiperproliferativo de las lesiones.

Finalmente, la patogénesis del VPH en la infeccion por VIH/SIDA alin representa una gran
area de estudio y los resultados del presente estudio obligan al inicio de estudios
longitudinales, en los cuales se analicen otros aspectos importantes dentro de las vias

moleculares involucradas con el comportamiento del VPH.
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CUADROS



Cuadro 1a. Caracteristicas demograficas y clinicas en 29 individuos infectados por
VIH/SIDA, con LB-VPH.

n (%)
Género
Femenino 2 (6.9)
Masculino 27 (93.1)
Mediana de edad (Q;-Q;3) afos 39 (32.5-44)
Escolaridad
< 6 anos 1 (34
6-9 afios 13 (44.8)
> 9 anos 15 (51.8)
Ocupacion
Desempleado 13 (44.8)
Empleado 10 (34.5)
Profesionista 5 (17.2)
Estudiante 1 (34
Consumo de tabaco
No 15 (51.7)
Si 10 (34.5)
Ex-fumador 4 (13.8)
Consumo de alcohol
No 16 (55.2)
Si 11 (37.9)
Ex-bebedor 2 (6.9)
Categoria de transmision
HSH 25 (86.2)
Heterosexual 4 (13.8)
Mujeres 2 (6.9
Hombres 2 (69

Q;=cuartil uno; Q;=cuartil tres; HSH=hombres que tienen sexo con hombres.



Cuadro 1b. Caracteristicas clinicas de 29 individuos infectados por VIH, con LB-VPH.

n (%)

Estadio CDC

SIDA 22 (75.9)

Asintomatico 7 (24.1)
TARAA

Si 26 (89.7)

No 3 (10.3)
Esquema de TARAA

NRTI + NNRTI 13 (44.8)

NRTI + IP 10 (34.5)

Otros* 3 (10.3)

Mediana de tiempo de uso de TARAA (meses)

CD4+ células/mm’
<200
201-499
>500

Mediana de linfocitos CD4+ (Q;-Q3) cel/mm’
Carga viral indetectable

Si
Mediana de carga viral (Q;-Q3) copias/ml

Mediana de carga viral (Q;-Q3) logo

16.5 (Qi1-Qs3: 4.2 -50.5)

10 (34.5)
14 (48.3)
5 (17.2)

243 (169 —455.5)

19 (65.5)
39 (39 — 1000)

3.80 (2.76 — 4.58)

TARAA=terapia antirretroviral altamente activa; NRTI=inhibidores de transcriptasa reversa nucléosidos;
NNRTI=inhibidores de transcriptasa reversa no nucledsidos; IP=inhibidores de proteasa. CV=carga viral.
*Otros: un paciente estaba con NNRTI+IP; otro con NRTI+NNRTI+IP; y un tercero con 4 NRTI's.

73



Cuadro 2. Caracteristicas histopatologicas por tipo de LB-VPH de 36 lesiones en 29 pacientes VIH/SIDA.

HEM Papiloma Verruga Condiloma
(n=17) escamocelular vulgar acuminado
(n=13) (n=5) (n=1)
n (%) n (%) n (%) n (%)

Coilocitos 17 (100) 13 (100) 5 (100) 1 (100)
Epitelio plano hiperqueratinizado 12 (70.6) 13 (100) 5 (100) 1 (100)
Hiperplasia basilar 14 (82.4) 12 (92.3) 2 (40.0) 1 (100)
Figuras mitosoides 14 (82.4) 10 (71.4) 4 (80.0) 0 (0.0
Procesos papilares elongados hacia el centro 12 (70.6) 8 (61.5) 5 (100) 0 (0.0)
(“cupula”)
Maduracion normal 10 (58.8) 9 (69.2) 4 (75.5) 0 (0.0
Inclusiones intranucleares eosinéfilas en 10 (58.8) 8 (61.5) 1 (20.0) 1 (100)
estrato granular.
Acantosis con proyeccciones superficiales y 3 (17.6) 11 (84.6) 5 (100) 0 (0.0
marcada queratosis
Proyecciones digitiformes 0 ( 0.0) 10 (71.4) 1 (20.0) 0 (0.0
Tallo de tejido conectivo fibrovascular 0 (0.0 10 (71.4) 0 ( 0.0) 0 (0.0)
Criptas llenas de queratina 2 (11.8) 5 (38.4) 5 (100) 0 (0.0
Estrato granular prominente 0 (0.0 1 (7.6) 3 (60.0) 0 (0.0

HEM=Hiperplasia epitelial multifocal.



Cuadro 3. Relacion entre los tipos de VPH y el diagndstico histopatologico de las 36 muestras
de LB-VPH en 29 pacientes infectados con VIH.

HEM PEC \'AY% CA Total
Tipo de VPH (n=17) (n=13) (n=5) (n=1) (n=36)

n (%) n (%) n (%) n(%) n (%)

Bajo riesgo

32 8 (47.0) 2 (15.4) 5 (100) 1 (100) 16 (44.4)
13 2 (11.8) 5 (38.4) - - - - 7 (19.4)
6 2 (11.8) 2 (15.4) - - - - 4 (11.1)
2 2 (15.4) - - - - 2 (59)
e 2 (15.4) - - - - 2 (59)
Alto y bajo riesgo

16y 32 1 (59 - - - - - - 1 (2.7
16y 32 1 (59 - - - - - - 1 (2.7
16y 42 1 (59 - - - - - - 1 (2.7

Riesgo indeterminado
74 1 (59 - - 1 (27

LVX100 1 (59  — - 1 (2.7

HEM=Hiperplasia epithelial multifocal; PEC=Papiloma escamocelular; VV=Verruga vulgar; CA=Condiloma
acuminado. ~ Cuatro HEM tuvieron infeccion miltiple. “La muestra contenia también VPH-13.
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Cuadro 4. Analisis molecular de muestras LB-VPH en pacientes infectados con VIH.

INK4a

ID Diagnostico Inmunodeteccion de p16
Tipo de
VPH Porcentaje de células Intensidad global
positivas*

1 HEM 74° 99.5 Alta

2 HEM 32 99.1 Alta

3 HEM 32 98.7 Alta

4 HEM 32 91.1 Moderada

5 HEM 32 99.9 Moderada

6 HEM 32 99.3 Moderada

7 HEM 32 98.7 Moderada

8 HEM 32° 98.8 Moderada

9 HEM 32 98.4 Moderada
10 HEM 32 99.8 Moderada
11 HEM 16° 99.1 Moderada
12 HEM 16 99.7 Moderada
13 HEM 13 98.5 Moderada
14 HEM 13 98.4 Moderada
15 HEM LVX100 98.9 Moderada
16 HEM 6 98.5 Moderada
17 HEM 6 98.4 Moderada
18 PEC 32 95.7 Alta

19 PEC 32 98.7 Moderada
20 PEC 13 98.7 Moderada
21 PEC 13 97.7 Moderada
22 PEC 13 98.0 Moderada
23 PEC 13 100 Moderada
24 PEC 13 98.6 Moderada
25 PEC 11 97.3 Moderada
26 PEC 11 98.5 Moderada
27 PEC 7 97.4 Moderada
28 PEC 7 99.3 Moderada
29 PEC 6 98.1 Alta
30 PEC 6 99.3 Moderada
31 \'AY% 32 96.6 Alta
32 \'AY% 32 88.4 Alta
33 \'AY% 32 96.6 Alta
34 A\YAY 32 94.2 Moderada
35 A\YAY 32 84.4 Moderada
36 CA 32 97.8 Alta

HEM=Hiperplasia epitelial multifocal; PEC=Papiloma escamocelular; VV=Verruga vulgar; CA=Condiloma
acuminado. Tipos virales encontrados en las muestras con infeccién maltiple: *VPH-13; ®VPH-16; °VPH-32;
4VPH-42. *El porcentaje y gradiente de intensidad se calculd considerando cuatro campos a 20x y la intensidad
fue confirmada considerando cuatro campos a alta resolucion.
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Cuadro 5. Relacion del diagnostico histopatologico con la presencia de los tipos de VPH de
las 12 LB-VPH de 5 pacientes con VIH/SIDA, en quienes se presentd y se analizdo mas de
una LB-VPH.

Paciente Lesion Diagnostico Tipo de VPH
n=>5 n=12 histopatologico
1 Lesion 1 HEM 6
Lesion 2 HEM 32
2 Lesion 3 \YAY 32
Lesion 4 \YAY 32
Lesion 5 \YAY 32
Lesion 6 HEM 32
3 Lesion 7 \YAY 32
Lesion 8 HEM 32
4 Lesion 9 PEC 13
Lesion 10 HEM 13
5 Lesion 11 PEC 32
Lesion 12 HEM 32

HEM=Hiperplasia epitelial multifocal; PEC=Papiloma escamocelular; VV=Verruga vulgar; CA=Condiloma
acuminado.
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Cuadro 6. Porcentaje de inmunodeteccion de p16™<* y gradiente de intensidad en muestras

de mucosa bucal normal por estratos.

Porcentaje de

inmunoexpression Intensidad
(% nucleos positivos)
Mucosa yugal
Estrato basal (90.5) Leve
Estrato medio (82.4) Leve
Estrato superficial (33.3) Leve
Total (79.3)
Mucosa lingual
Estrato basal (99.2) Moderada
Estrato medio (83.2) Leve
Estrato superficial (42.2) Leve
Total (67.6)
Mucosa labial
Estrato basal (100) Moderada
Estrato medio (98.1) Leve
Estrato superficial (48.4) Leve
Total (84.9)
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Cuadro 7. Gradiente de intensidad de pl
pacientes infectados con VIH.

6INK4a

por estratos en 36 muestras de LB-VPH de 29

Intensidad de inmunodeteccion de p16

Moderada Alta P
n (%) n (%)
Estrato basal 14 (82.4) 3 (17.6)
= ©  Estrato medio 15 (88.2) 2 (11.8) 0.451
- é] L  Estrato superficial 13 (76.5) 4 (23.5)
&
; Estrato basal 9 (69.2) 4 (30.8)
_§ Eﬂ) «»  Estrato medio 12 (92.3) I (7.7 0.061
.S & L Estrato superficial 12 (92.3) 1 (7.7
o}
E; Estrato basal 2 (40.0) 3 (60.0)
§ ~ «»  Estrato medio 2 (40.0) 3 (60.0) 0.574
2 > & Estrato superficial 2 (40.0) 3 (60.0)
g
7 Estrato basal 0 (0.0 1 (100)
- « —  Estrato medio 1 (100) 0 (0.0 0.454
J & Estrato superficial 0 (0.0 1 (100)
Estrato basal 25 (69.4) 11 (30.5)
s £ Estrato medio 30 (83.3) 6 (16.6) 0.060
= L Estrato superficial 27 (75.0) 9 (25.0)

HEM=Hiperplasia epitelial multifocal; PEC=Papiloma escamocelular; VV=Verruga vulgar;

CA=Condiloma acuminado.
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Cuadro 8. Asociacion entre el gradiente de intensidad de inmunodeteccion de p16™<* y las

variables consideradas en el estudio.

Mediana de edad (afios) (Q;-Qs)

Mediana de TARAA (meses) ( Q1-Q3)
Consumo de tabaco
Si
No
Consumo de alcohol
Si
No
Grupo de riesgo
HSH
Heterosexual
Estadio CDC
Asintomatico
SIDA
Linfocitos CD4+
<200
200-499
>500
Carga viral indetectable
No
Si
Tipo VPH
Alto riesgo
Bajo riesgo
Infeccion multiple
Si
No
Diagnéstico histopatolégico
HEM
PEC
\AY
CA
Localizacion de LB-VPH
Mucosa labial
Mucosa yugal
Lengua dorso, lateral y ventral
Piso de boca
Paladar duro

Intensidad moderada

Intensidad alta

n=27 n=9 P
n (%) n (%)
39.5 (30 - 44) 38.0 (30.7-40) 0.847
12.5 (2.5-63.5) 12 (5-36.5) 0.890
13 (48.1) 5 (55.6) 0.847
14 (51.9) 4 (44.4)

12 (44.4) 5 (55.6) 0.563
15 (55.6) 4 (44.4)
24 (88.9) 8 (88.9) 1.000
3 (11.1) 1 (1L1)

7 (25.9) 1 (11.1) 0.648
20 (74.1) 8 (88.9)

10 (37.0) 5 (55.6)

12 (44.4) 3 (33.3) 0.613
5 (18.5) 1 (11.1)

10 (37.0) 4 (44.4) 0.712
17 (63.0) 5 (55.6)

3 (11.1) 0 ( 0.0) 0.296
24 (88.9) 9 (100)

3 (11.1) 1 (11.1) 1.000
24 (88.9) 8 (88.9)

14 (51.9) 3 (33.3) 0.060
11 (40.7) 2 (222)

2 (74 3 (33.3)

0 (0.0 1 (11.1)

18 (66.7) 5 (55.6) 0.441
4 (14.8) 2 (222)

4 (14.8) 1 (11.1)

L (3.7 0 (0.0

0 (0.0 1 (11.1)

HEM=Hiperplasia epitelial multifocal; PEC=Papiloma escamocelular; VV=Verruga vulgar; CA=Condiloma acuminado.
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FIGURAS



Figura 1. Organizacion genémica del VPH-16. Representa la organizacion genodmica tipica
de los Alfapapilomavirus de alto riesgo (incluyendo VPH-18) y comprende una region larga
de control (RLC) y ocho genes, los cuales son necesarios en los diferentes estadios del ciclo
viral. La RLC contiene sitios de union para factores de transcripcion celular asi como para las
protwinas E1 y E2, los cuales controlan la replicacion viral y expresion genética. PAE y PAL
indican las posiciones de los sitios de poliadenilacion temprana y tardia en el genoma.
(Adaptado de Doorbar y cols. Vaccine 2012; 30 Suppl 5:F55-70).
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Figura 2. Imagenes clinicas de las diferentes lesiones bucales asociadas al VPH. a)
Hiperplasia epitelial multifocal en mucosa labial inferior, se observan multiples papulas de
base sésil, superficie plana y coalescentes. b) Papiloma escamocelular en mucosa labial
inferior, lesion exofitica de base pediculada y proyecciones digitiformes. c) Condiloma
acuminado en mucosa yugal, lesion exofitica, extensa, de color blanquecino y multiple. d)
Ejemplo de presentacion multiple de lesiones bucales asociadas a VPH. La presente fotografia
se trata de un paciente masculino de 30 afios, a quien se le retiraron cuatro LB-VPH, las
cuales al andlisis histopatologico fueron tres verrugas vulgares y una hiperplasia epitelial
multifocal.
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Figura 3. Caracteristicas histoptl()gicas de las difeenteslesiones bucales asociadas al VPH.
a)Hiperplasia epitelial multifocal. Lesion caracterizada por la proliferacion de epitelio plano
estratificado paraqueratinizado cuyos procesos epiteliales elongados confluyen entre si; se observa
hiperplasia basilar, diversos coilocitos y varias figuras mitosoides suprabasales (H&E 10X).
b)Condiloma acuminado. Lesién constituida por epitelio plano estratificado acantdésico con
paraqueratosis leve, dispuesto en proyecciones papilares anchas con escasos coilocitos, dichas
proyecciones se encuentran apoyadas sobre tejido fibroconectivo laxo (H&E 4x).

c)Papiloma escamocelular. Se observan multiples proyecciones dactiliformes compuestas por
epitelio plano estratificado paraqueratinizado acantosico, soportada por un delgado tallo de tejido
fibroconectivo laxo bien vascularizado (H&E 4x).

d) y e)Verruga vulgar. Las criptas llenas de queratina, caracteristica frecuente de esta lesion (H&E
10x). Los coilocitos son mas abundantes que en el papiloma escamocelular (H&E 40x).

84



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 () (-)

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 () ()

b)

Figura 4. Figura representativa de amplificacion del gen B-globina.
M=Marcador de peso molecular. (+)=Control positivo, ADN de la linea celular
HeLa. (-)=Control negativo, mezcla de PCR sin ADN. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%. Representa los resultados de la reacciébn en cadena de la
polimerasa del gen B-globina, con oligonucledtidos PC04 y GH20.

a) Se observa amplificaciéon de todas las muestras (1-12), excepto el control
negativo. b) Amplificaron todas las muestras (13-22), excepto el control negativo.
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b)

Figura 5. Figura representativa de amplificacion del gen de region .1 de VPH y E6
de VPH-16. (M)=Marcador de peso molecular. (+)=Control positivo: ADN de la linea
celular HeLa. (-)=Control negativo, mezcla de PCR sin ADN. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%. a)Amplificacion del fragmento GP del gen L1, con oligonucle6tidos
GP5+/GP6+, se observa que todas las muestras amplificaron, excepto el control negativo
b) Resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa del fragmento MY del gen L1,
con oligonucledtidos MY09/11, de las 17 muestras. Amplificaron el fragmento de 450 pb
las muestras 6, 7, 8, 13 y 15. c)Amplificaciéon del gen E6 del VPH-16 con
oligonucleotidos especificos F204/R419, tinicamente la muestra 2 y el control positivo
(Siha) amplificaron.
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c) Infeccion multlple.

Figura 6. Figuras representativas de las secuencias de VPH encontradas en las LB-VPH.
a) Cromatograma correspondientes al tipo viral de bajo riesgo 13.

b) Cromatograma correspondiente al tipo viral de bajo riesgo 32.

¢) Cromatograma representativo de infeccion multiple.
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INK42 " 2) Mucosa bucal
sana. Se observa inmunodeteccion nuclear leve, la cual disminuye gradualmente desde el estrato
basal hacia el superficial. b) Detalle de acercamiento a 40x de mucosa bucal sana, se obseva
inmunodeteccion nuclear leve en algunas células y ausencia de inmunodeteccion en otras. ¢) Lesion
bucal asociada al VPH. Se observa gradiente de intensidad moderada generalizada y mayor
expresion de la proteina en comparacion a la mucosa bucal sana. d) Detalle de acercamiento a 40x
de lesion bucal asociada al VPH, se observa inmunodeteccion nuclear y gradiente de intensidad
moderada y alta. e) Control negativo del ensayo de inmunohistoquimica (carcinoma escamocelular
bucal negativo a p16™***). f) Control positivo del ensayo de inmunohistoquimica (CaCU positivo a
VPH).
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Anexo 1. Sintomatologia y condiciones indicadoras de categorias clinicas B y C.

(Schneider y cols, 2008)

Condiciones de categoria B

Condiciones indicadoras de SIDA

11.
12.

Angiomatosis bacilar.
Candidiasis bucal.
Candidosis vulvovaginal
persistente, frecuente o
con mala respuesta al
tratamiento.

Displasia de cérvix
(moderada o grave) o
carcinoma de cuello
uterino.

Fiebre (=38,5°C) o
diarrea de mas de un
mes.

Leucoplasia vellosa.
Herpes zoster (dos
episodios o uno que
afecte mas de un
dermatoma).

Purpura trombocitopénica
idiopatica.

Listeriosis.

. Enfermedad inflamatoria

pélvica, sobre todo si se
complica con absceso
tuboovarico.
Neuropatia periférica.
Herpes zoster (dos
episodios o uno que
afecte mas de un
dermatoma).

Bl i

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.

21.
22.
23.
24.

25.

26.
217.

Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar.
Candidiasis esofagica.

Carcinoma invasor de cérvix.
Coccidioidomicosis diseminada (en una
localizacion diferente o ademas de los
pulmones y los ganglios linfaticos cervicales
o hiliares).

Criptococosis extrapulmonar.
Criptosporidiasis con diarrea de mas de un
mes.

Infeccion por citomegalovirus, de un érgano
diferente del higado, bazo o ganglios
linfaticos, en un paciente de edad superior a 1
mes.

Retinitis por citomegalovirus.

Encefalopatia por VIH.

. Infeccidn por virus del herpes simple que

curse una ulcera mucocutanea de mas de 1
mes de evolucion, o bien con bronquitis,
neumonitis o esofagitis de cualquier duracion,
que afecten a un paciente de mas de 1 mes de
edad.

Histoplasmosis diseminada (en una
localizacion diferente o ademas de los
pulmones y los ganglios linfaticos cervicales
o hiliares).

Isosporidiasis cronica (>1 mes).

Sarcoma de Kaposi.

Linfoma de Burkitt o equivalente.

Linfoma inmunoblastico o equivalente.
Linfoma cerebral primario.

Infeccion por Mycobacterium avium-
intracellulare o Mycobacterium kansasii
diseminada o extrapulmonar.

Tuberculosis pulmonar.

Tuberculosis extrapulmonar o diseminada.
Infeccion por otras micobacterias, diseminada
o extrapulmonar.

Neumonia por Pneumocystis carinii.
Neumonia bacteriana recurrente.
Leucoencefalopatia multifocal progresiva.
Sepsis recurrente por especies de Salmonella
diferentes de Salmonella typhi.
Toxoplasmosis cerebral en un paciente de
mas de 1 mes de edad.

Sindrome de desgaste por VIH.

Tuberculosis extrapulmonar o diseminada.
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Anexo II. Lesiones bucales relacionadas a la infeccion por VIH. (Shiboski y cols, 2009).

Etiologia

Lesion bucal/Condicion

Localizacion

Infecciones micoticas

Infecciones virales

Infecciones bacterianas

Condiciones idiopaticas

Neoplasias

Candidosis pseudomembranosa
Candidosis eritematosa
Queilitis angular

Leucoplasia vellosa
LB-VPH
Herpes labial recurrente

Herpes simple recurrente intrabucal

Gingivitis ulcerativa necrotizante

Periodontitis ulcerativa necrotizante

Estomatitis aftosa recurrente
Ulceras no especificadas
(NOS)/Estomatitis ulcerativa
necrotizante

Sarcoma de Kaposi
Linfoma No-Hodgkin bucal
Carcinoma escamocelular bucal

Cualquier sitio
Paladar, dorso de lengua, mucosa bucal
Comisuras labiales

Lengua lateral
Cualquier sitio
Borde bermellén
Encia y paladar duro

Encia
Encia y hueso alveolar

Mucosa no queratinizada
Cualquier sitio
Cualquier sitio

Cualquier sitio (mas en paladar, encias)
Cualquier sitio (mas en paladar, encias, fauces)
Cualquier sitio (mas en lengua)




ANEXO III. Consentimiento informadao.

m UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo UNIDAD XOCHIMILCO
Consentimiento de participacion en el estudio:

EXPRESION DE P16™* EN LESIONES BUCALES ASOCIADAS A VPH EN
PACIENTES CON VIH/SIDA

Yo declaro que:

He sido informado(a) que la Clinica Especializada Condesa (CEC), en colaboracién con la Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), estan realizando un estudio para determinar la frecuencia
de los tipos de lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano (VPH) en pacientes con
VIH/SIDA, los tipos virales involucrados, asi como la determinacion de la expresion de la proteina
pl6™%# La determinacion 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 lesion 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
tomaran una biopsia de la lesion identificada para su diagnostico definitivo. Una de las secciones de dicha
muestra sera utilizada para extraer ADN e identificar el tipo viral del que se trata. La informacion obtenida
me serd dada a través de un reporte por escrito.

Estoy enterado de que es probable que se me tomen fotografias clinicas de la lesion bucal encontrada,
protegiendo siempre mi identidad y unicamente con fines diagndsticos, necesarios para la correlacion
clinico-histopatologica.

Adicionalmente, se me hara un interrogatorio que incluird preguntas en relacion a uso de antirretrovirales y
antecedentes de tabaquismo, alcohol 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 realizacién de la biopsia puede provocar discreto dolor local, ocasionalmente
sangrado persistente y excepcionalmente infeccion local o alergia al anestésico. Sin embargo al finalizar el
procedimiento se me daran indicaciones post-operatorias para evitar complicaciones posteriores.

Se me ha proporcionado amplia informacion sobre los procedimientos que a lo largo del estudio serviran de
control y los posibles riesgos, molestias y beneficios del estudio. También se me ha informado que mi
participacion en este estudio no implica la administracion gratuita de medicamentos que me seran indicados
de acuerdo al criterio de los médicos.

Se ha hecho de mi conocimiento que no existira ningiin cargo extra por las pruebas utilizadas (toma
de biopsia, extraccion de ADN, amplificacion 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 clasificacion
socioecondmica que me ha asignado el Instituto.

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 informacion que se obtenga con este estudio serd confidencial y se

92



m UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo UNIDAD XOCHIMILCO

consignaré en el expediente correspondiente. No seré identificado en ninguna publicacion o presentacion
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 informacioén anterior y comprendido los propésitos del protocolo, asi como los beneficios y
riesgos potenciales de mi participacién 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:

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO:
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Anexo IV. Cuestionarios.

m UNIVERSIDAD AUTGNOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo UNIDAD XOCHIMILCO

EXPRESION DE P16 EN LESIONES BUCALES ASOCIADAS A VPH EN PACIENTES
CON VIH/SIDA

Nombre: Edad: Fecha:

Procedencia: Expediente: NSE:

Escolaridad: Ocupacién: Edo. Civil:
Fecha de diagndstico: 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:

Consumo de tabaco. Si[ |, No[ ], Edad de inicio: Cigarrillos por dia: Paquetes por afio:
Exfumador: Edad de inicio: __ Edad interrupcién: _ Cig/dia: _ Paq.afio:

Consumo de alcohol. Si[ ]} No[], Edad deinicio: _ UB por semana: ____ UB/afio:
Exbebedor: Edad de inicio: _ Edad interrupciéon: _ UB/sem: _ UB.afio: _

(cerveza y pulque: 330 ml; vino: 125 ml; tequila, ron, mezcal, licor y brandy: 30 ml)

Leucocitos: Linfocitos: Plaquetas: Fecha:
CD4+: CV:
fecha fecha
CDS8: CD4 nadir:
fecha fecha
Lesion
Lesion basica: Color: Forma:
Tamafio: Localizacion:
Tiempo de evolucion: Tx previo:

Sintomatologia asociada:
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m UNIVERSIDAD AUTGNOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo UNIDAD XOCHIMILCO

g

Localizaciones: 'Mucosa }abial, "Mucosa yugal/Fondo de saco, *Piso de boca, 4Lengua ventral/Frenillo
lingual, SPaladar blando/Uvula/Orofaringe, °Dorso de lengua, "Borde lingual derecho, 8Borde lingual
izquierdo, °Paladar duro, '°Encia/Proceso alveolar, 'Bermellon

No. de biopsia: Resultado histopatoldgico:

Cepillado:

Tipo viral:

Expresion de p16:
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Anexo V. Orden sistematico para el examen bucal (Ramirez-Amador y cols, 1986).

10.

11.

12.

13.

Labio externo, superior e inferior. Parte del labio cubierta por piel limitada en la
parte superior por el surco nasolabial, a los lados por los surcos nasogenianos y en
la parte inferior por el surco labio mentoniano.

Area bermellon, superior e inferior. Area de color rojo que estd entre el labio
externo y la mucosa labial.

Comisuras labiales, derecha e izquierda. Area de mucosa bucal que se extiende
aproximadamente 1.5cms distalmente del angulo de la boca.

Mucosa labial, superior inferior. Area rectangular que se extiende del borde
bermellén a un centimetro de la parte mas profunda del surco bucal y lateralmente a
una linea trazada verticalmente de los angulos de la boca.

Surco bucal superior e inferior. Area comprendida entre la linea mucogingival, a
una linea imaginaria que corre paralela y que estd ubicada a lem de la mucosa
bucal.

Mucosa bucal derecha e izquierda. Parte interna de los carrillos limitada por los
surcos bucales superior o inferior y anteriormente por la mucosa labial

Frenillo labial superior e inferior. Banda continua de tejido blando localizada en la
linea media que une a la mucosa labial con la mucosa alveolar.

Paladar duro. Area triangular comprendida entre el proceso alveolar superior y la
union del paladar duro y blando.

Paladar blando. Area limitada en su parte anterior por la unién con paladar duro y
en la posterior con los pilares anteriores, amigdalinos e incluyendo la uvula.

Amigdalas.

Base del dorso en la lengua. Area rectangular posterior a la V lingual y entre los
dos pilares anteriores.

Lengua tercio medio. Area triangular posterior a la punta de la lengua limitada atras
por el surco terminal y a los lados por los bordes laterales.

Punta de lengua. Area circular con un radio de aproximadamente 1cm ubicado en
la parte anterior de la misma.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Bordes laterales derecho e izquierdo. Area rectangular que empieza posterior a la
punta de la lengua, se extiende atrds y cubre 1cm del borde dorsal y ventral de la
lengua.

Superficie ventral de la lengua. Superficie inferior de la lengua, limitada
lateralmente por los bordes de la lengua e inferiormente por el piso de la boca.

Piso de boca. Frontal: area triangular cuyo vértice estd localizado en el frenillo
lingual y cuya base estd formada por el drea comprendida por las caras distales de
los caninos inferiores.

Lateral: derecho e izquierdo. Areas triangulares al area frontal.

Frenillo lingual. Banda continua de tejido blando localizada en linea media que
une a la parte ventral de la lengua con el piso de la boca.

Surco lingual. Se encuentra entre la linea mucogingival lingual y el piso de boca.

Encia libre. La encia libre o marginal es la parte coronaria no insertada que rodea al
diente a modo de manguito y forma el surco gingival.

Encia adherida. Esta encia, esta limitada por la union mucogingival y por la linea
del surco gingival libre y puede presentar un ancho variable.

Proceso alveolar superior. Reborde o6seo en forma de herradura, suavemente
convexo, no presenta dientes y esta cubierto por mucosa.

Proceso alveolar inferior. Reborde 6seo en forma de herradura, convexo, no
presenta dientes y esta cubierto por mucosa.
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Anexo VIa. Criterios para el diagnostico clinico de LB-VPH.

Hiperplasia epitelial multifocal. Clinicamente se caracteriza por la presencia de multiples papulas o
nddulos poco elevados, redondeados, los cuales tienden a coalescer, de color palido o igual a la mucosa
adyacente, superficie lisa y consistencia suave (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Falaki F y cols, 2009;
Delgado y cols, 2005), de tamafio entre 0.1 y 1 cm (Syrjanen 2003). Se localizan en mucosa no queratinizada,
generalmente mucosa labial. Tienden a desaparecer al traccionar la mucosa afectada (Syrjanen 2003). En el
desarrollo de esta lesion se encuentran involucrados los tipos virales VPH-13 y VPH-32. (Kumaraswamy y

Vidhya 2011; Syrjanen 2003)

Papiloma escamocelular. Se presenta clinicamente como un noédulo exofitico, con numerosas
proyecciones digitiformes puntiagudas o aplanadas, con apariencia similar a una coliflor, generalmente
pediculada; de color blanco, ligeramente eritematoso o similar a la mucosa bucal y asintomatico. Pueden
presentarse unicas o multiples, pueden llegar a medir desde 0.5 hasta tres centimetros. Los sitios de
predileccion son paladar blando, labios y lengua (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Prashant y cols, 2010;
Anderson y cols, 2003; Abbey y cols 1980) Los tipos virales involucrados son VPH-6 y VPH-11. (Syrjanen

2003)

Verruga vulgar. Es la LB-VPH mas frecuente de piel, sin embargo, también se ha encontrado en mucosa
bucal (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003). En donde pueden presentarse como una papula o
nddulo, asintomaticos, con proyecciones papilares o superficie rugosa, de base pediculada o sésil, color
blanquecino, Gnicas o multiples, y usualmente miden menos de 5 mm. Los sitios de localizacion mas
frecuentes en mucosa bucal son las areas cuyo epitelio muestra queratinizacion similar a la piel como labio,
paladar duro y encia (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003). A esta lesion se encuentran

involucrados los tipos virales VPH-2, VPH-4 y VPH-57 (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003).

Condiloma acuminado. Esta LB-VPH clinicamente se caracteriza por la presencia de un aumento de
volumen exofitico, con proyecciones aplanadas de base sésil, bien delimitada, de consistencia firme y color
rosada o blanquecina. El tamafo puede variar de uno hasta tres centimetros. Los sitios de localizacion mas
frecuentes son la mucosa labial, paladar blando y frenillo lingual (Kumaraswamy y Vidhya 2011). Los tipos
virales involucrados en el desarrollo de esta lesion son VPH-6 y VPH-11 (Kumaraswamy y Vidhya 2011;

Syrjanen 2003), y en menor frecuencia VPH-16 y VPH-18 (Kumaraswamy y Vidhya 2011).
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Anexo VIb. Criterios histopatoldgicos utilizados para el diagnéstico histopatologico de
las LB-VPH (Barnes y cols, 2005; Praetorius 1997; Abbey y cols, 1980).

LB-VPH
Criterios histologicos Papiloma  Verruga  Condiloma HEF
escamoso vulgar acuminado

Proyecciones digitiformes o HAE - -
Tallo de tejido conectivo fibrovascular A wx HE -
Apariencia de criptas llenas de queratina - Ak HE -
Epitelio acantotico con proyecciones superficiales papilares - - wx A
marcadamente queratdticas

* - - -
Hiperplasia basilar

* EEE * _
Epitelio escamoso estratificado hiperqueratotico

ok * ok _
Epitelio con patron de maduracion normal

ok EEE _ _
Estrato granular prominente con abundantes granulos de
queratohialina
Procesos papilares elongados, dirigidos hacia el centro con - *x - Hokk
“apariencia de copa”

- _ - skofesk
Figuras mitosoides

* ek koK skskesk
Coilocitos

* sokok _ _
Inclusiones virales intranucleares eosinofilicas en el estrato granular

* Caracteristica poco evidente, en menos del 30% de la lesion; ** Caracteristica evidente del 30% hasta el 50% de la
lesion; ***Caracteristica muy evidente, en mas del 50% de la lesion.
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Papiloma escamocelular. Al analisis histopatologico, se observa una lesion caracterizada por la
proliferacion de epitelio plano estratificado queratinizado, con patron de maduracién normal,
dispuesto en proyecciones digitiformes con tallos de tejido fibroconectivo. Ocasionalmente pueden
mostrar hiperplasia basilar y actividad mitdtica. Algunas ocasiones, en el estrato espinoso se
observan coilocitos, los cuales son células epiteliales alteradas por el virus, con nucleos picndticos
rodeados por un halo claro. (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Prashant y cols, 2010; Abbey y cols

1980).

] o bgico, va u ., -
Verruga vulgar. Al analisis histopatologico, se observa una lesién caracterizada por la
proliferacion de epitelio plano estratificado hiperqueratinizado, dispuesto en proyecciones
digitiformes con centros de tejido conectivo y procesos epiteliales, los cuales convergen hacia el
centro de la lesion, formando una “cupula”. Abundantes coilocitos en el estrato espinoso superficial
y un estrato granular prominente, en el cual se pueden observar inclusiones virales intranucleares

eosinoéfilas (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003).

Hiperplasia epitelial multifocal. Histopatolégicamente es una lesion caracterizada por un epitelio
hiperplasico, acantdtico, de procesos epiteliales anchos, los cuales confluyen en la base. Puede
haber queratinocitos superficiales con cambios coilociticos y otros con nticleos alterados mostrando

figuras mitosoides (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003).

Condiloma acuminado. Al andlisis histopatolégico se observa una proliferacion de epitelio plano
estratificado acantdtico con queratosis leve y superficie con proyecciones papilares anchas y
aplanadas, con delgados centros de tejido conectivo, con apariencia de criptas llenas de queratina.

Son frecuentes los coilocitos en el estrato espinoso (Kumaraswamy y Vidhya 2011; Syrjanen 2003).
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ANEXO VII. Condiciones utilizadas para los oligonucledtidos utilizados.

Condiciones utilizadas para oligonucle6tidos GH20/PCO4 para amplificar gen pB-globina.

Amplificacion del gen B-globina en 20 pl totales (GH20/PCOy)

Nombre Concentracion Stock Concentracion Cantidad pl
final
Buffer 10x (+20mM MgCl,) 1x 2.0 pul
MgCl, 25 mM 3mM 0.8 pl
dNTP’s 2mM 0.2mM 2.0 ul
PCO, 50pM/pul 20pM 0.4 pl
GH20 50pM/ul 20pM 0.4 ul
Taq 5U/ul 1U/ul 0.2 pl
DNA e e 1l
0o — e 13.2 pl
20 pl Total

Condiciones utilizadas para cada juego de oligonucle6tidos, para amplificar gen L1.

Amplificaciéon del gen L1 en 20 pl totales

(MY09/MY11) (GP5+/GP6+)
Concentracion final Concentracion final

Buffer 10x 1x Buffer 10x 1x

MgCl, (1.5 mM) 4mM MgCl, (3.5 mM) 3mM

MY09 20pM GP5+ 20pM

MY11 20pM GP6+ 20pM

dNTP 0.2mM dNTP 0.2mM

Taq 1U/ul Taq 1U/ul

Ho Ho -

DNA 2ul DNA 2ul

20 pl Total 20 pl Total
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Anexo VIII. Instrumento de recoleccion de expresion inmunohistoquimica.

UNIDAD XOCHIMILCO

CON VIH/SIDA.

Maestria en Patologia y Medicina Bucal

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo

Instrumento de recoleccion de datos de expresion inmunohistoquimica del proyecto:

EXPRESION DE P16 EN LESIONES BUCALES ASOCIADAS A VPH EN PACIENTES

ID Biopsia:

Nombre del paciente:

Diagnostico histopatoldgico:

Secuencia tipo viral:

Tercio superficial
Tercio medio

Tercio basal

Expresion Total:

Porcentaje de expresion de nucleos de células epiteliales teiiidas:

n/Total

%

Intensidad generalizada de la lesion:

O +

O %

OF:

Tercio medio del epitelio

Tercio basal del epitelio

Intensidad de nucleos epiteliales por estratos:

Tercio superficial del epitelio

OO0+

00O *

000
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