Casa abierta al tiempo
Unidad Xochimilco

INFECCION POR VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO DE ALTO RIESGO EN
PERSONAS QUE VIVEN CON VIH/SIDA ANTES Y DESPUES DEL INICIO DE
LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL COMBINADA

IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL

PRESENTA

C.D. Paulina Fernandez Duenas

COMITE TUTORIAL:
Directora: Dra. Velia Aydeé Ramirez Amador

Co-Directora: Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra
Asesor interno: Dr. Marcos Agustin Muiiiz Lino

Ciudad de México, julio 2023.



La Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la Universidad Autdnoma Metropolitana
pertenece al Sistema Nacional de Posgrados de CONAHCYyT y cuenta con el apoyo del

mismo Consejo, con el registro 5020



El jurado designado por la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Unidad
Xochimilco aprobd la ICR que presento:
PAULINA FERNANDEZ DUENAS

Comité tutorial:

SO

Dra. Velia Ayde¢ Ramirez Amador
Co-Directora

~

. /

Dra. Ingg}Gabriela Anaya Saavedra
Co-Directora

Asesor interno

Jurado:

Mtra. Marcela Vazquez Garduio
Presidenta

Mtra. Estela de la Rosa Garcia
Secretaria

Dra. Marcela Lizano Soberdon
Vocal



INDICE Pag.

ADIEVIALULAS. . ..ot I
ndice de CURATOS. ... ...uvveiee e, 101
Indice de fIGUIAS. ... ....vveiiiee e, 101
ReSUMEN. .. ..o v
L. MArCO tEOTICO. ...ttt 1
1.1 Infeccion por VIH/SIDA..... ... 1

1.1.1  Epidemiologia.........oouiiuiiiiiiiiii e 1

1.1.2 Estructuradel VIH.............ooo 2

1.1.3  Ciclo viral y patogénesis del VIH/SIDA.............cooiiiiiiiiiininin. 5

1.1.4  Clasificacion clinica de la infeccion por VIH............................ 9

1.1.5 Terapia Antirretroviral Combinada......................... 10

1.2 Manifestaciones bucales asociadas al VIH/SIDA............................... 14

1.2.1 CancerenPVVS.. .. .. 15

1.3 Virus del Papiloma Humano......................coo 17

1.3.1 Generalidades y clasificaciondel VPH............................ . 17

1.3.2  Estructura viral y organizacion genomica..................eoevuenuennn.. 18

1.3.3 Infecciényciclode vida viral...................oo 21

1.3.4 Infeccion bucal por VPH..............oo 24

1.3.5 VPH-ARycancerdecabezaycuello...............ccoooiiiiiiinn.... 27

1.3.6 Prevencion de la infeccion por VPH................... 29

2. Planteamiento del problema y justificacion....................ooiiiiiiiiiiiiin.. 32
3. ODBJELIVOS. .. ce et 33
3.1 Objetivo general.............ooooiiiiiii 33

3.2 ODbjJetivos €SPECTTICOS. . uu ittt 33

4. Metodologia...........ooooiiiiii 33
4.1 Disefio del estudio...............ooooiiiii 33

4.2 SUjJetos PArtICIPANLES. ... .uentttteetete et ete et et et e et e e e et e ene e neaaas 34

4.2.1 Ciriterios de inclusion.................ocooiiiiiii 34



A S AN

4.2.2  CriterioS de€ €XCIUSION. . ... uu e,

4.2.3  Criterios de eliminacion. ... ........ooevueieiiiiniiiiiiin e
4.3 ASPECLOS ELICOS .. vuttttetteet et ettt et et et et e
4.3.1 Proceso de obtencion del consentimiento informado...................
4.4 Procedimientos ClINICOS. ... ..o.uvuititiii i
4.5 Procedimiento de 1laboratorio.............oevuiiiiiiiiiii
4.5.1 Extracciony purificacion de ADN...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiine,
4.5.2 Cuantificacion de ADN.........ooiiiiiiii e
4.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa...............ccoevviiiiienennnnn..
4.5.4  EleCtrofOresiS. .. .uuuuiee ettt
4.5.5 SECUENCIACION. . ...uintintint ittt
4.6 Variables. . ......oiiii
4.7 Andlisis eStadiStiCO. ... ..ovuitii it
ReESUIAAOS. ...t e
D o0 T )
ConcluSiONEs ¥ PEISPECIIVAS. ... .utntt et ettt et e ettt e e e eee e e e aes
RefeTenCIas. . ... ueeit e
ADIEXOS. . ettt e e e

34
34
34
34
36
37
37
38
38
40
41
41
42
43
53
60
61
71



Abreviaturas

ADN
ARN
ARV
CCyC
CDC

CDS
CENSIDA
CNDS
cV

FDA

GALT
HSH
IARC

IF

IFN-a
IFN-y

II

IL

ITIN
ITINN
1P

Kb

KDa

LB
LB-VPH
MB
MB-VIH

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Antirretrovirales

Céncer de cabeza y cuello

Centro para el control de enfermedades

Cancer definitorio de SIDA

Centro Nacional para la Prevencion y Control del VIH y el SIDA

Céancer no definitorio de SIDA

Carga viral

Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos de América
Gray

Tejido linfoide asociado al intestino

Hombres que tiene sexo con hombres

Agencia Internacional de Investigacion en Céancer

Inhibidores de la fusion

Interferdn alfa

Interferén gamma

Inhibidores de transferencia de cadena de la integrasa

Interleucina

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledtidos/nucledsidos
Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucle6tidos/nucledsidos
Inhibidores de la proteasa

Kilobase

Kilodalton

Lesiones bucales

Lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano
Manifestaciones bucales

Manifestaciones bucales asociadas al Virus de la Inmunodeficiencia Humana



ml

ng

nm
OHARA
pb

PCR

PR

PVV
TARc

SIDA
SIRI
TNF-a
UAM-X
UNAIDS

VIH
VPH
VPH-AR
VPH-BR

ul

Mililitro

Nanogramo

Nanometro

Alianza de Investigacion Oral sobre el VIH/SIDA

Pares de bases

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Proteasa

Personas que viven con VIH/SIDA

Terapia antirretroviral combinada

Revoluciones por minuto

Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida

Sindrome Inflamatorio de Reconstitucion Inmune

Factor de necrosis tumoral alfa

Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
Voltios

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Virus del Papiloma Humano

Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo

Virus del Papiloma Humano de Bajo Riesgo

Microlitros

II



Indice de cuadros

Cuadro 1.  Caracteristicas clinico-demograficas de 55 PVV de acuerdo con el estatus

de infeccion por VPH...... ..o 4T
Cuadro 2.  Prevalencia de lesiones bucales en SSPVV. ... 48
Cuadro 3.  Infeccién bucal y orofaringea por VPH en PVV segin visita................ 49

Cuadro 4. Infeccion bucal y orofaringea por VPH y genotipos identificados en 15
PVV con seguimiento completo...........ooueieviiniiiiiiiiiiiiiinie 50

indice de figuras

Figura 1.  Estructura viral del VIH-1..........o 3
Figura2.  Organizacion genomica del VIH-1..........ooiiiiiece 4
Figura3.  Ciclo de replicacion del VIH-1..........coooiiiiiii 7
Figura4.  Organizacion gendmicadel VPH...........coii 20
Figura5.  Progresion viral y expresion génica del VPH en la diferenciacion epitelial = 23
Figura 6.  Imagen de productos amplificados en gel de agarosa 2%..........ccccceeeuenes 51
Figura7.  Imagen de electroferogramas obtenidos por secuenciacion................... 52

III



RESUMEN

Introduccion: La prevalencia e incidencia de infeccion por virus del papiloma humano de alto
riesgo (VPH-AR) en la mucosa bucal y orofaringea de personas que viven con VIH/SIDA
(PVV) es mas alta que en la poblacion general. Adicionalmente, se ha descrito un aumento en
la persistencia de genotipos oncogénicos en esta poblacion, mismos que se han asociado como
factor de riesgo para el desarrollo de cancer bucal y orofaringeo.

Objetivo: Establecer la prevalencia, incidencia, persistencia y/o resolucion de la infeccion por
VPH-AR en la mucosa bucal y orofaringea de PVV antes y después del inicio de terapia
antirretroviral combinada (TARCc).

Material y método: Estudio longitudinal, observacional y descriptivo realizado en una cohorte
de personas que viven con VIH/SIDA (PVV) de la Ciudad de México (febrero 2018 a marzo
2019) proximos a iniciar TARc. En la visita basal (previa al inicio de TARc) y las subsecuentes
(tres y seis meses) se realizd una exploracion bucal sistematica completa y se obtuvieron
muestras mediante enjuague bucal y gargarismos con 10 ml de enjuague bucal. Se obtuvo,
purifico, cuantificé y analizo el ADN mediante reacciones de PCR, con oligonucleotidos para
la region VPH-L1 (GP5+/GP6+), LCR y E6 de VPH-16 y VPH-18 (LCR7450F/LCR813R,
F7405/R165, F240/R419 y HZ30/E65’). Los productos positivos a la amplificacion con
GP5+/GP6+ fueron secuenciados y comparados con la base de datos del GenBank empleando
el programa en linea BLAST. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS v.22,
obteniendo proporciones para variables nominales, se calcularon medidas de tendencia central
y dispersion para variables continuas. El anélisis bivariado se realizo a través de la prueba y? o
exacta de Fisher; para comparar variables cuantitativas y continuas se realizé prueba de T-
student o0 U-MannWithney, segin fuera necesario, con un valor de p=< 0.05.

Resultados: Se incluyeron 55 PVV (94.5% hombres, con mediana de edad de 27 afios).
Veintiun individuos (38.1%) completaron el seguimiento uno y 15 (27.3%) el seguimiento dos.
La mediana de linfocitos CD4+ en la visita basal fue 234 (Q1-Qs: 107-372) cel/mm? y la mediana
de CV-VIH 4.7 (Qi-Qs: 4.2-5.3) Logio copias/ml. La prevalencia basal de VPH-AR fue de
14.5% (VPH-18: 9.1%, VPH-16: 3.6%, VPH-35: 1.8%). En las visitas subsecuentes, posterior
al inicio de la TARc, la incidencia de VPH-AR aumento6 a 19% (visita 1) y 40% (visita 2), con
una mayor proporcion de infecciones por VPH-16 (14.3% y 26.6%, respectivamente); todos los
individuos tenian valores indetectables de CV-VIH (<40 copias/ml). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas clinicas-demograficas y la
infeccion por VPH.

Conclusiones: A pesar de la relativa baja prevalencia de infeccion bucal y orofaringea de VPH-
AR encontrada en individuos virgenes a la TARc, se observd un aumento considerable de la
infeccion durante las visitas subsecuentes, lo cual podria reforzar la teoria que sugiere que el
VIH provoca una falla inmunitaria frente al VPH, incluso frente a una adecuada supresion
viroldgica y reconstitucion inmunologica.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Infeccion por VIH/SIDA

1.1.1 Epidemiologia

La infecciéon por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) siguen representando un problema de salud publica y
actualmente se consideran enfermedades cronicas. La instauracion de la terapia antirretroviral
combinada (TARc) ha permitido la disminucion de la morbi-mortalidad asociada al VIH/SIDA,
al aumentar la calidad de vida y la longevidad de los individuos que viven con esta infeccion.
(Mulherkar y cols., 2022; Rodés y cols., 2022; Lomeli-Martinez y cols., 2022; McLaren y

Fellay, 2021).

De acuerdo con estadisticas internacionales, desde el comienzo de la epidemia 84,2 millones de
personas se han infectado con el VIH y alrededor de 40,1 millones han muerto por su causa.
Seglin cifras del ultimo reporte emitido en 2022 por el Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH/SIDA (UNAIDS), al cierre del 2021, a nivel mundial existen
aproximadamente 38.4 millones de personas que viven con VIH/SIDA (PVV), de las cuales
solo 28,7 millones tienen acceso a la TARc, desde el 2010 la incidencia del VIH ha disminuido
en un 32% reportando 1,5 millones de nuevas infecciones en 2021, y debido a la implementacion
de la TARc las muertes relacionas al VIH se han reducido en un 68% desde el pico de 2004.
Desde el inicio de la epidemia se han identificado grupos de poblacion que presentan mayor

riesgo de contraer el VIH, entre ellos hombres que tienen relaciones sexuales con hombres



(HSH), usuarios de drogas intravenosas, trabajadores sexuales y personas transgénero

(UNAIDS, 2022; CENSIDA, 2022; Deeks y cols., 2015).

La region de Africa Oriental y Meridional ocupa el primer lugar a nivel mundial con més casos
de PVV, reportandose 16,2 millones, mientras que América Latina ocupa el quinto lugar con
1.5 millones segun el ultimo reporte en 2022 (UNAIDS, 2022; CENSIDA, 2022). En México,
al cierre del 2022 el sistema de vigilancia epidemioldgica del VIH report6 217,769 PVV
(UNAIDS, 2022; CENSIDA, 2021), con 12,374 nuevos casos y al menos 121,835 PVV bajo
TARc con el 54% de ellos en supresion viral, asi mismo, se reporta una tasa de mortalidad

asociada de 3.5 por 100,000 habitantes (CENSIDA, 2022; CENSIDA, 2020).

1.1.2 Estructura del VIH

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) se agrupa en el género Lentivirus de la familia
Retroviridae. En funcidn de sus caracteristicas genéticas, este virus se clasifica en dos grandes
grupos con capacidad para infectar a los humanos, el VIH-1 y el VIH-2. De ellos, el VIH-1 es
el mas comun, virulento y representa una diversidad viral variable, a su vez se divide en tres
grupos conocidos como M (main o principal), O (outlier) y N (no M, no O), y al menos nueve
subtipos que pueden dar lugar a muchas formas recombinantes (Meissner y cols., 2022;
Hargrave y cols., 2021; McLaren y Fellay., 2021; Rossi y cols., 2021; Comité Aleman Asesor

de Sangre., 2016; Maartens y cols., 2014; Naif., 2013).

Estructura viral. La particula del VIH es esférica, con un didmetro aproximado de 100 nm,

contiene una envoltura que se compone por una bicapa lipidica proveniente de la membrana de



la célula humana, y contiene trimeros compuestos por la glicoproteina de superficie gp120 y la
glicoproteina transmembrana gp4 (Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y cols., 2022; Rossi y

cols., 2021; Chen., 2019; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura viral del VIH-1. Se sefialan las proteinas estructurales y no
estructurales correspondientes. (Modificado de Kalinichenko y cols., 2022).

Estructura genética. El genoma del VIH consiste en dos moléculas idénticas de ARN
monocatenario, de aproximadamente 10 kb, compuesto por 9 genes que codifican diversas
proteinas y enzimas necesarias para la adhesion, replicacion, liberacion y evasion inmune del
virus en las células infectadas (Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y cols., 2022; Rossi y cols.,
2021; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016); entre ellos, el gen gag, codifica a las
principales proteinas estructurales de la membrana externa (p17), capside (p24), nucleocapside
(p7) y proteinas estabilizadoras; el gen env codifica las proteinas de envoltura (gp120 y gp41)
importantes en el tropismo y evasion inmune; el gen pol codifica las tres enzimas necesarias

para el ciclo viral: la proteasa (PR), la transcriptasa inversa (TI) y la integrasa (IN)



(Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y cols., 2022; Rossi y cols., 2021; Comité Aleman Asesor

de Sangre., 2016) (Figura 2).

Escision por PR ==~

MA CA NCPR RT
A

Desplazamiento
ribosomal

Figura 2. Organizacion genémica del VIH-1. Los nombres de los genes y proteinas virales se
indican en minusculas y mayusculas, respectivamente. Las flechas indican sitios de escision de
proteinas. (Modificado de Kalinichenko y cols., 2022).

Adicionalmente, el VIH contiene seis genes accesorios, que dan lugar a sus respectivas
proteinas: tat, rev, nef, vif, vpu y vpr, las cuales desempenian funciones importantes en el ciclo
biologico viral. Entre los mas estudiados, taf es un importante activador de la transcripcion; rev
facilita la salida al citoplasma de los ARN mensajeros y con ello permite la traduccion y
expresion de proteinas estructurales; nef actia en la evasion inmune y en algunas vias de
transduccion; vpr es importante para el transporte al nticleo del complejo viral pre-integracion;
vif interacciona con una proteina de defensa antiviral en la célula humana, anulando el efecto de
¢ésta y por consecuencia se favorece la replicacion viral (Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y

cols., 2022; Rossi y cols., 2021; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016).

La estructura genética del VIH también posee una zona LTR (repeticiones terminales largas)

compuesta por las regiones U3, R y U5, que facilita la integracion viral en el genoma del



huésped, contiene elementos promotores, secuencias reguladoras necesarias para la
transcripcion del ARN viral, ademds de controlar y regular la expresion de los genes
estructurales y proteinas antes mencionados (Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y cols., 2022;

Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016).

1.1.3 Ciclo viral y patogénesis del VIH

Las células principalmente afectadas por el VIH son los linfocitos T CD4+ activados, pero
también otras células que expresan receptores CD4+ como linfocitos T CD4+ en reposo,
monocitos, macrofagos y células dendriticas (Chen y cols., 2022; Meissner y cols., 2022;
Mulherkar y cols., 2022; McLaren y Fellay., 2021; Chen., 2019; Comité Aleman Asesor de
Sangre., 2016; Maartens y cols., 2014; Naif., 2013) e incluso afecta a otras células que no
expresan estos receptores entre ellas se incluyen los linfocitos B, células natural killer (NK),
células epiteliales, eosinofilos, células precursoras de la médula 6sea y timo, megacariocitos y
células del sistema nervioso central como astrocitos y oligodendrocitos (Chen y cols., 2022;

Mulherkar y cols., 2022).

Los macrofagos se encuentran entre uno de los primeros tipos de células en ser infectados por
el VIH tras la infeccioén primaria, actuando como reservorios para la infeccion y como células
intermedias que transmiten la infeccion a los linfocitos T CD4+ (Chen y cols., 2022; Mulherkar
y cols., 2022; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Naif., 2013). Se ha sugerido que la
infeccion por VIH generalmente inicia con un nico viridn que infecta una célula diana (Rossi
y cols., 2021; Coffin y Swanstrom., 2013). La entrada del virus a la célula huésped es mediada

por la glicoproteina de superficie gpl20 del VIH que se une a los receptores CD4+,



posteriormente interactia con correceptores de quimiocinas CCRS y CXCR4, los cuales
interactian a su vez con la glicoproteina de envoltura env y se desencadenan cambios
conformacionales en la estructura viral lo que permite su fusion con la membrana celular y la
exposicion del ntcleo viral en el citoplasma (Munoz y cols., 2022; Kalinichenko y cols., 2022;
Meissner y cols., 2022; Mulherkar y cols., 2022; McLaren y Fellay., 2021; Rossi y cols., 2021;
Chen., 2019; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Maartens y cols.,
2014; Naif., 2013; Barré-Sinoussi y cols., 2013); posteriormente, el ARN monocatenario viral
se transcribe de forma inversa en ADN con ayuda de la enzima transcriptasa inversa y se forma
el complejo pre-integracion, a continuacion, con ayuda de la enzima integrasa éste se integra al
ADN de las células huésped; el VIH se transcribe y se traduce para formar un nuevo ARN viral
y proteinas virales que se translocan a la superficie interna celular para ensamblarse en forma
de una red hexamérica que induce la curvatura de la membrana celular y posteriormente la
liberacion de particulas virales inmaduras. Finalmente, experimentan una maduracion
proteolitica mediada por la enzima proteasa para producir nuevos viriones infecciosos
(Kalinichenko y cols., 2022; Meissner y cols., 2022; Rossi y cols., 2021; Comité Aleman Asesor

de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Barré-Sinoussi y cols., 2013) (Figura 3).

La infeccion por VIH se caracteriza por una destruccion gradual y progresiva de linfocitos T
CD4+ debido a una reduccion en su produccion, insuficiencia en su maduracion, asi como por
un aumento en su destruccion (Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Maartens y cols., 2014;
Naif., 2013). El resultado de la infeccion y la duracion de la progresion de la enfermedad es
variable entre individuos, a pesar de esto, la inmunopatogenia de la enfermedad puede dividirse

en dos etapas: una aguda o primaria y una cronica o secundaria (Munoz y cols., 2022; Mulherkar



y cols., 2022; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Coffin y

Swanstrom., 2013; Naif., 2013).
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Figura 3. Esquema del ciclo de replicacion del VIH-1. Se ilustran los pasos principales
en el ciclo de replicacion del VIH-1; también se mencionan los grupos de medicamentos
antirretrovirales (verde) y el paso del ciclo de vida viral que bloquean (Modificado de
Barré-Sinoussi y cols., 2013).

La infeccion aguda por VIH provoca respuestas inmunitarias innatas y adaptativas tempranas
que tienen lugar entre 3 a 6 semanas posteriores a la transmision; inicialmente el virus se replica
localmente y se propaga desde el sitio de infeccion a ganglios linfaticos regionales, tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), bazo y médula 6sea (Meissner y cols., 2022; Mulherkar
y cols., 2022; Comité Alemén Asesor de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Naif., 2013). Esta
fase se caracteriza por un incremento en los niveles de células CD8+, proliferacion de células
natural killer (NK) en el torrente sanguineo (Mulherkar y cols., 2022), y altos niveles
plasmaticos de carga viral del VIH (CV-VIH) de hasta 107 copias de ARN/ml de sangre

(McLaren y Fellay., 2021; Deeks y cols., 2015; Coffin y Swanstrom., 2013); clinicamente esta



fase puede ser asintomadtica, pero en la mayoria de los casos, el individuo puede presentar
sindrome retroviral agudo caracterizado por sintomas similares al resfriado, fiebre,
linfadenopatia generalizada, mialgia, erupcion cutanea, cefalea, anorexia y diarrea, sin embargo,
existe un alto grado de variabilidad en la gravedad de estos sintomas, la cual ha sido relacionada
y puede depender de los niveles de CV-VIH durante esta fase (Meissner y cols., 2022; Comité

Aleman Asesor de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Coffin y Swanstrom., 2013).

Aproximadamente 3 meses después de la infeccion tiene lugar la seroconversion, se inicia una
respuesta inmune mediada por células T CD8+, se producen anticuerpos especificos contra el
VIH y existe una importante induccidn de citocinas y quimiocinas inflamatorias (Mulherkar y
cols., 2022; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Maartens y cols., 2014). Al final de la
fase aguda, el nivel de CV-VIH disminuye abruptamente como resultado de un control parcial
por parte del sistema inmune (Coffin y Swanstrom., 2013), sin embargo, esta respuesta
inmunitaria no es eficaz para curar la infeccién y se considera demasiado escasa y tardia

(Mulherkar y cols., 2022).

En la fase cronica o secundaria de la infeccion por VIH, existe un nivel de viremia constante o
lentamente creciente y también una lenta disminucion en el numero de células T CD4+ que
puede desarrollarse durante varios afios, lo cual tendrd como resultado falla inmunitaria,
progresion de la enfermedad hacia SIDA y la consecuente aparicion de enfermedades
oportunistas (Meissner y cols., 2022; Mulherkar y cols., 2022; Comité Aleman Asesor de

Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Coffin y Swanstrom, 2013; Naif., 2013).



Se han propuesto diversos factores virales y del huésped que determinan la variabilidad en el
resultado de la infeccion por VIH (Luo., 2022; McLaren y Fellay., 2021; Deeks y cols., 2015;
Lackner y cols., 2012; Moir y cols., 2011; Simon y cols., 2006), entre ellos se incluyen:
mutaciones genéticas, variaciones de la respuesta inmune mediada por el antigeno leucocitario
humano (HLA), citocinas proinflamatorias como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-22), quimiocinas, lipopolisacaridos e
interferdn tipo I (IFN-a) y II (IFN-y), éstos se producen durante la infeccion aguda y varios se
mantienen durante la fase cronica de la infeccion favoreciendo la persistencia del virus o dando
lugar a mutaciones que permiten la evasion inmune (Meissner y cols., 2022; Munoz y cols.,
2022; Mulherkar y cols., 2022; McLaren y Fellay., 2021; Deeks y cols., 2015; Maartens y cols.,
2014; Naif., 2013), sin embargo, los mecanismos por los cuales existe la variabilidad en la
progresion de la infeccion por VIH/SIDA no son bien comprendidos hasta la fecha (Meissner y

cols., 2022).

1.1.4 Clasificacion clinica de la infeccion por el VIH

De acuerdo con el Centro para el Control de Enfermedades (CDC), la infeccion por VIH/SIDA
se clasifica considerando los niveles de linfocitos T CD4+ y la presencia de signos y sintomas
clinicos variables (Schneider y cols., 2008) (Anexo 1). La cuenta de linfocitos T CD4+ se divide
en 3 categorias: la categoria 1 incluye a individuos con >500 células/mm?® en nimero absoluto,
o0 bien >29%, la categoria 2 incluye a individuos que tienen entre 200 y 499 células/mm?, o bien
entre 14-28%, y la categoria 3 incluye a individuos con <200 células/mm? o <14% (Schneider

y cols., 2008).



Adicionalmente, las categorias clinicas se dividen en: categoria A cuando la infeccion es aguda,
y en pacientes asintomaticos con o sin linfadenopatia generalizada persistente; la categoria B se
aplica a los pacientes que presentan o han presentado sintomas o enfermedades relacionadas con
la infeccion por el VIH, que no pertenecen a la categoria A o C (se incluyen condiciones bucales
como candidiasis orofaringea, leucoplasia vellosa y ulceras por herpes simple); y la categoria C
comprende a pacientes que presenten o hayan presentado alguna de las complicaciones incluidas
en la definicion de SIDA (Anexo 2), cuando el paciente tiene una infeccion por VIH bien
demostrada y no existen otras causas de inmunodeficiencia que puedan explicarlas. Las

categorias A3, B3, C1, C2 y C3 corresponden a SIDA (Schneider y cols., 2008).

En esta clasificacion, todas las categorias son excluyentes y el paciente se debe clasificar en la
mas avanzada posible segun su estado clinico y serologico, tomando en cuenta el conteo mas
bajo de linfocitos T CD4+ (nadir) en el curso de la enfermedad. Por otra parte, el conteo de CV-
VIH es requerido para determinar la tasa de destruccion del sistema inmune, mientras que el
conteo de linfocitos TCD4+ revela el grado de inmunodeficiencia (Guia de Manejo

Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Schneider y cols., 2008).

1.1.5 Terapia antirretroviral combinada

La terapia antirretroviral combinada (TARc) es la mejor opcion para el control de la infeccion
por VIH, ya que permite una adecuada supresion viral de larga duracion; en los ultimos afios ha
contribuido a disminuir la incidencia del VIH mediante la reduccion del riesgo de transmision
y ha transformado la infeccion por VIH de una enfermedad mortal a una enfermedad cronica

manejable, lo que permite a las PVV incorporarse a una vida productiva (Bhowmik y Chaubey.,
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2022; Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Khoury y
Meeks., 2021; McLaren y Fellay., 2021; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Maartens y

cols., 2014; Barré-Sinoussi y cols., 2013; Engelman y Cherepanov., 2013).

Segun el ltimo reporte de UNAIDS, en 2021 aproximadamente 28,7 millones de PVV tenian
acceso a la TARc, un aumento significativo con los 20,9 millones reportados en 2017 (UNAIDS
2022; UNAIDS 2017). El objetivo de esta terapia es alcanzar la supresion maxima y prolongada
de la CV-VIH en el plasma, a niveles inferiores de 50 copias ARN/ml, lo que permite la
restauracion de la funcién inmune por el aumento en la cantidad de células CD4+ a niveles
mayores de 500 células/ml; también permite la disminucioén de la morbi-mortalidad asociada al
VIH/SIDA. A pesar de esto, los medicamentos actuales no erradican la infeccion por el VIH, ya
que el VIH puede persistir en reservorios celulares durante décadas, lo que dificulta el desarrollo
de estrategias terapéuticas que den como resultado su eliminacion (Bai y cols., 2022; Rodés y
cols., 2022; Khoury y Meeks., 2021; Dufour y cols., 2020); adicionalmente éstos medicamentos
presentan potenciales efectos toxicos a corto y largo plazo debido a que es necesario el
tratamiento de por vida (UNAIDS 2022; Bhowmik y Chaubey., 2022; Rodés y cols., 2022;
Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016; Deeks y cols., 2015; Maartens y cols., 2014; Barré-

Sinoussi y cols., 2013).

A la fecha, existen seis diferentes clases de firmacos antirretrovirales (ARV) aprobados por la
FDA (Administraciéon de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos de América) para el
tratamiento de la infeccion por VIH: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de

nucleodsidos/nucledtidos (ITIN), inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
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nucleodsidos/nucledtidos (ITINN), inhibidores de la proteasa (IP), inhibidores de la fusion (IF),
inhibidores de la entrada (IE) e inhibidores de la integrasa (II). Estos bloquean la replicacion del
VIH y actian en diversas fases del ciclo celular; generalmente se prescriben combinaciones de
tres ARV para reducir la resistencia viral a los medicamentos. Las combinaciones mas
comunmente utilizadas son: un ITINN + dos ITIN; uno o dos IP + dos ITINN; y tres ITINN
(Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Khoury y Meeks.,
2021; Dionne., 2019; Pinto-Cardoso y cols., 2018; Comité Aleman Asesor de Sangre., 2016).
Recientemente, el cobicistat (COBI) se ha empleado como intensificador farmacocinético ya
que inhibe la sintesis de isoenzimas del citocromo p450, principal metabolizador de varios ARV,
lo que genera un incremento en las concentraciones plasmaticas de éstos, sin embargo, COBI
carece de actividad anti-VIH y se utiliza comunmente en conjunto con IPs o IIs (Dionne., 2019;

Renjifo y cols., 2015; Deeks, 2014; Shah y cols., 2013).

En México, actualmente se cuenta con 20 medicamentos antirretrovirales disponibles, dentro de
los que incluyen: los ITIN abacavir, didanosina EC, emtricitabina, lamivudina, tenofovir
disoproxil fumarato, tenofovir disoproxil succinato, zidovudina, saquinavir y tipranavir; los
ITINN efavirenz, nevirapina y etravirina; los IP atazanavir, darunavir, lopinavir/ritonavir,
ritonavir; los IE T-20 enfuvirtida y maraviroc; los II dolutegravir y raltegravir; asi como 11
combinaciones de €stos en tabletas tUnicas, y el reciente uso de COBI (Guia de Manejo

Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Khoury y Meeks., 2021).

Después del inicio de la TARc, la CV-VIH plasmatica disminuye a niveles indetectables (menor

a 20,40 0 50 ARN/ml, de acuerdo con la técnica usada) generalmente en un periodo de 3 meses,
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en la mayoria de las personas. Por el contrario, la recuperacion y estabilizacion de las células T
CD4+ es variable, pero en la mayoria de los individuos existe una adecuada respuesta
inmunologica posterior a 6 meses del inicio de TARc (UNAIDS 2022; Guia de Manejo
Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Comité Aleman Asesor de Sangre.,

2016; Maartens y cols., 2014).

Anteriormente, el inicio de la TARc estaba indicada exclusivamente en aquellos individuos con
inmunodeficiencia avanzada, que tuvieran conteos de linfocitos T CD4+ <200 células/mm?, o
que presentaran signos y sintomas, sin embargo, desde el 2016 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha indicado el inicio de esta terapia en todos los individuos con infeccién
confirmada por VIH, presenten o no signos y sintomas asociados e independientemente del nivel
de linfocitos T CD4+ y CV-VIH, con el objetivo de reducir el riesgo de progresion de la
enfermedad y en un esfuerzo por prevenir su transmision (UNAIDS., 2022; Guia de Manejo
Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Pinto-Cardoso y cols., 2018; Deeks
y cols., 2015). Esta determinacion se basa en evidencia cientifica sustentada por ensayos clinicos
aleatorizados que han demostrado un claro beneficio cuando se inicia la TARc con una cuenta
de linfocitos T CD4+ >500 células/mm?, ya que se reduce la incidencia de eventos graves
relacionados a SIDA (tuberculosis, enfermedades bacterianas invasoras y sarcoma de Kaposi),
de los no relacionados a SIDA como neoplasias malignas, y de la mortalidad por cualquier causa
(Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021; Rodés y cols.,
2022).

Actualmente, existen diversos ensayos clinicos en humanos en Fase I y II enfocados en el

tratamiento y erradicacion de reservorios del VIH mediante el disefio de vacunas que
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implementan sistemas de inmunonanoterapia; un ensayo clinico en humanos en Fase I que
investiga tres vacunas experimentales contra el VIH basadas en una plataforma de ARN
mensajero e incluso se ha implementado la edicion genémica mediante CRISPR/Cas9 in vitro
y con modelos animales; se espera que la combinacion de diversas estrategias pueda lograr una
cura o remision completa de la infeccion por VIH (Bai y cols., 2022; Bhowmik y Chaubey.,

2022; Mulherkar y cols., 2022).

1.1.6 Manifestaciones bucales asociadas al VIH

Desde el inicio de la epidemia, las manifestaciones bucales asociadas al VIH (MB-VIH) han
sido caracteristicas importantes ya que son indicadoras de la infeccion y marcadoras de la
progresion de la enfermedad, ademas de ser propuestas como indicadoras de falla a la TARc o
del Sindrome Inflamatorio de Reconstitucion Inmune (SIRI) (Lomeli-Martinez y cols., 2022;
Gondivkar y cols., 2021; Khoury y Meeks., 2021; Tappuni A., 2020; Indrastiti y cols., 2020;
Castillejos-Garcia y cols., 2020; Ranganathan y Umadevi, 2019; Ottria y cols., 2018; Patton y

cols., 2013).

La Alianza de Investigacion Oral sobre el VIH/SIDA (OHARA) ha clasificado las MB-VIH
segin su etiologia en infecciones micéticas, infecciones virales, infecciones bacterianas,
condiciones idiopaticas, enfermedades de glandulas salivales y neoplasias (Ranganathan y

Umadevi, 2019; Shiboski y cols., 2009) (Anexo 3).

Previo a la introduccion de la TARc la prevalencia de MB-VIH era alta, siendo las mas

frecuentes candidiasis oral (24 a 94%), leucoplasia vellosa (26%) y sarcoma de Kaposi (2.7%)
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(Tappuni A., 2020; Howati y Tappuni., 2018), cuyo desarrollo se asocia con un alto grado de
inmunosupresion (Lomeli-Martinez y cols., 2022; Gondivkar y cols., 2021; Khoury y Meeks.,
2021; Indrastiti y cols., 2020; Ranganathan y Umadevi, 2019). La administracion de la TARc
ha disminuido notablemente la prevalencia de las MB-VIH mas frecuentes reportando a partir
de los 90°s una prevalencia del 7 a 55% de candidiasis oral, 11.6% de leucoplasia vellosa 'y 2.4%
sarcoma de Kaposi, la disminucion de estas enfermedades ha mejorado la calidad de vida de las
PVV (Lomeli-Martinez y cols., 2022; Khoury y Meeks., 2021; Tappuni A., 2020). No obstante,
en las ultimas décadas se ha observado un aumento en la prevalencia de infeccion y lesiones
bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano (LB-VPH) incluso en individuos que se
encuentran bajo TARc; sin resultados concluyentes respecto a los factores asociados con este
incremento (Gondivkar y cols., 2021; Tappuni A., 2020; Ranganathan y Umadevi, 2019; Howati
y Tappuni., 2018; Camacho-Aguilar y cols., 2017; Patton y cols., 2013; Anaya-Saavedra y cols.,

2012).

Ademas, en el contexto de la inmunosupresion asociada al VIH/SIDA, se ha observado que
estos individuos presentan mayor riesgo de desarrollar algunas neoplasias malignas, entre las
que se incluyen linfoma no Hodgkin y un grupo de céncer de cabeza y cuello (CCyC) con
afectacion a cavidad bucal, amigdalas y orofaringe (Chiao y cols., 2021; Gondivkar y cols.,
2021; Haase y cols., 2021; Ranganathan y Umadevi, 2019; Speicher y cols., 2016; D’Souza y

cols., 2014).

1.1.7 Cancer en PVV
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Las personas que viven con VIH/SIDA tienen mayor riesgo de desarrollar cancer en
comparacion con las personas sanas, ademas de presentar un curso clinico mas severo y una tasa
de supervivencia mas baja (Mulherkar y cols., 2022; Chiao y cols., 2021; Haase y col., 2021;
Ceccarelli y cols., 2020; Shmakova y cols., 2020; Corrigan y cols., 2019; Yarchoan y Uldrick.,
2018). Los tipos de cancer que afectan a las PVV se han dividido en aquellos canceres
definitorios del SIDA (CDS) entre los que se encuentran el sarcoma de Kaposi, linfoma no
Hodgkin y céncer cervicouterino; y aquellos canceres no definitorios del SIDA (CNDS), que a
su vez se clasifican en los tipos de cancer relacionados con virus, en los que se incluyen al virus
de Epstein Barr (VEB), virus del Papiloma Humano (VPH), virus de la hepatitis B (VHB) y C
(VHC); y los no relacionados con virus (Chiao y cols., 2021; Ceccarelli y cols., 2020; Shmakova

y cols., 2020; Corrigan y cols., 2019; Franzetti y cols., 2019; Ranganathan y Umadevi, 2019).

En ultimos afios, la administracion de la TARc ha contribuido a una reduccion de las tasas de
CDS, a pesar de ello las PVV todavia tienen un riesgo general de 1 a 7 veces mayor de
desarrollar cancer, el cual aumenta con la edad; esto puede deberse a factores predisponentes
como la inmunosupresion propia de la infeccion por VIH combinada con la inflamacion cronica
y el estrés oxidativo inducido por algunas proteinas del VIH como gp120, Nef, p17, Tat y la
transcriptasa inversa, lo que se cree que contribuye a la oncogénesis (Mulherkar y cols., 2022),
asi como por la susceptibilidad de estos individuos a la coinfeccion con virus oncogénicos como
VEB, VHH-8, VPH, VHB y VHC, lo que puede provocar alteraciones en la microbiota y pérdida
del control inmunolégico (Chiao y cols., 2021; Coker y cols., 2021; Haase y cols., 2021; Liy
cols., 2021; Shmakova y cols., 2020; Franzetti y cols., 2019; Speicher y cols., 2016) y también

debido a que esta poblacion presenta mayores tasas de consumo de tabaco, otras drogas y
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medicamentos (Chiao y cols., 2021; Haase y cols., 2021; Franzetti y cols., 2019). En contraste
con lo anterior, el nimero de los CNDS ha aumentado en la era post-TARc, éstos son 2 veces
mas frecuentes y representan aproximadamente 2/3 de todos los tipos de cancer en PVV, se cree
que este aumento estd relacionado en parte con el envejecimiento general de las PVV, lo que
proporciona mas tiempo para que el cancer evolucione (Pérez-Gonzdlez y cols., 2022; Rodés y
cols., 2022; Chiao y cols., 2021; Shmakova y cols., 2020; Corrigan y cols., 2019; Franzetti y

cols., 2019; Yarchoan y Uldrick., 2018; Wang y Palefsky, 2016).

El diagnodstico y tratamiento del cancer en PVV es un desafio debido a la ausencia de
recomendaciones clinicas o protocolos establecidos, y la falta de experiencia clinica en esta
poblacion (Chiao y cols., 2021; Johnson y cols., 2020; Shmakova y cols., 2020; Corrigan y cols.,

2019; Yarchoan y Uldrick., 2018).

1.2 Virus del Papiloma Humano

1.2.1 Generalidades y clasificacion

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenecen a la familia Papillomaviridae, la cual se
divide en 39 “géneros” diferentes basados en la conservacion del 60% de la secuencia L1 de su
estructura viral; cuando se conserva la identidad de la secuencia en un 70% se denominan
“especies” y dentro de una especie si existe una conservacion del 71-89% se consideran “tipos”.
Actualmente, se han identificado mas de 200 tipos diferentes de VPH, de los cuales 150 estan
completamente secuenciados y se han categorizado en cinco géneros: Alphapapillomavirus con
65 tipos, Betapapillomavirus con 51 tipos, Gammapapillomavirus con 84 tipos,

Mupapillomavirus con 4 tipos y 1 tipo de Nupapillomavirus, ademas de identificarse otros 19
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tipos que no se han logrado clasificar. Aquellos VPH que conservan del 90-98% de la secuencia
L1 se denominan “subtipos” y los que conservan >98% de esta region son llamados “variantes”
(Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Burley y cols., 2020; Giuliani y cols., 2021; Gheit, 2019;

Pinheiro y cols., 2018; Syrjidnen, 2018; Harden y Munger, 2017; Doorbar y cols., 2016).

Los VPH se han agrupado en: mucosos y cutaneos, en funcion del tropismo para sitios epiteliales
especificos; siendo el género Alpha el mas comun ya que presenta mayor habilidad para causar
patologia en ambos sitios (Gheit, 2019; Syrjdnen, 2018; Harden y Munger, 2017; Burd y Dean,
2016; Doorbar y cols., 2016; Verissimo y cols., 2013). A su vez, se dividen en VPH de bajo
riesgo (VPH-BR) denominados asi por su asociacion con lesiones hiperproliferativas benignas
como verrugas, papilomas o hiperplasia epitelial multifocal, existen 40 VPH-BR que incluyen,
entre otros, los tipos 6, 11, 13, 32,42, 43, 44; y los VPH de alto riesgo (VPH-AR) denominados
asi por su potencial oncogénico ya que se han asociado con el desarrollo de lesiones premalignas
y su progresion a diversos tipos de cancer, como cancer cervical, anal, vaginal, orofaringeo,
entre otros; actualmente segtn la Agencia Internacional de Investigacion en Céancer (IARC) se
incluyen los tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59; algunos genotipos son
considerados probables oncogénicos, entre ellos se encuentran los tipos 26, 30, 34, 54, 66, 67,
68, 69, 70, 73, 82, 85y 97 (Pérez-Gonzélez y cols., 2022; Santacroce y cols., 2021; Burley y

cols., 2020; Gheit, 2019; Pinheiro y cols., 2018; Harden y Munger, 2017; Doorbar y cols., 2016).

1.2.2 Estructura viral y organizacion genémica
Los VPH son virus pequeios y esféricos, con ADN bicatenario, que muestran tropismo por

epitelios escamosos, cada particula de virus estd compuesta por una capside icosaédrica de
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aproximadamente 50-60 nm de didmetro, formada por dos tipos de proteinas, y contiene una
sola molécula de doble ADN circular, de aproximadamente 8,000 pares de bases; de esta doble
cadena de ADN tUnicamente una de ellas se emplea para la transcripcion, esta cadena de
codificacion contiene 3 regiones genémicas que incluyen entre 8 y 10 marcos de lectura abiertos
(OFR) (Figura 4) (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Santacroce y cols., 2021; Burley y cols., 2020;

Tumban, 2019; Pinheiro y cols., 2018; Graham S., 2017).

Region temprana (E). Contiene hasta siete ORF en donde se codifican proteinas reguladoras
virales, las cuales estimulan la entrada al ciclo y la proliferacion celular, asi como las proteinas
que median la replicacion del genoma del virus, su ensamblaje, liberacion y transmision. Cada
OREF en la region temprana se designa como “E” seguido de un nimero que indica su longitud.
El gen E1 codifica una helicasa de ADN especifica necesaria para la replicacion y amplificacion
del genoma virico, y es una region ampliamente conservada; el gen E£2 puede unirse a sitios en
el genoma virico y celular, tiene funciones en la transcripcion, replicacion y particion del
genoma; los genes £4 y ES codifican proteinas que modifican el entorno celular; los genes E6
y E7 pueden ser regulados por £2 y desempefian un papel critico al impulsar la entrada del ciclo
celular para permitir la amplificacion del genoma en las capas epiteliales superiores, inhiben
aspectos de la inmunidad innata; ademas de tener actividades oncogénicas debido a que se unen
y degradan a la proteina p53 e inactivan la regulacioén del ciclo celular mediada por el gen
supresor tumoral del retinoblastoma (pRb), lo que se traduce en inestabilidad gendémica y
contribuye a la progresion maligna (Mulherkar y cols., 2022; Pérez-Gonzalez y cols., 2022;
Santacroce y cols., 2021; Burley y cols., 2020; Gheit, 2019; Tumban, 2019; Pinheiro y cols.,

2018; Syrjinen, 2018; Harden y Munger, 2017; Graham S., 2017; Burd y Dean, 2016).
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Region tardia (L). Codifica las dos proteinas de la capside: L1 (proteina mayor) y L2 (proteina

menor). La capside viral contiene 360 moléculas de proteina L1 que se disponen en 72

capsomeros, cada uno compuesto por 5 unidades monoméricas de 55 kDa e interactian entre

ellos por medio de la cola C-terminal de la proteina L1 uniéndose través de enlaces disulfuro,

esta region es ampliamente conservada en los diferentes tipos de VPH. Las moléculas de la

proteina L2 son variables en nimero, con 75 kDa localizados dentro del virién (Pérez-Gonzélez

y cols., 2022; Santacroce y cols., 2021; Burley y cols., 2020; Tumban, 2019; Syrjdnen, 2018).
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Figura 3. Organizacién genémica del Virus del Papiloma Humano.

Region de control largo (LCR) o region no codificadora. Contiene el origen de la replicacion

viral, elementos promotores y sitios de union para las proteinas virales y celulares para controlar

la transcripcion. Se encuentra entre el final de L1 y el inicio de la region temprana (Pérez-
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Gonzalez y cols., 2022; Santacroce y cols., 2021; Burley y cols., 2020; Tumban, 2019; Pinheiro

y cols., 2018; Syrjinen, 2018; Harden y Munger, 2017).

1.2.3 Infeccion y ciclo de vida viral

Una caracteristica distintiva del ciclo de vida del VPH es su estrecha asociacion con el programa
de diferenciacion del epitelio escamoso del huésped infectado (Burley y cols., 2020; Pinheiro y
cols., 2018; Harden y Munger, 2017). El VPH es altamente infeccioso, con periodos de
incubacidn que varian de 3 a 4 semanas, meses o afos (Verissimo y cols., 2013). Los viriones
del VPH infectan unicamente a las células epiteliales de la capa basal para lo cual es necesario
que exista exposicion de ellas a través de microlesiones o dafio en el epitelio (Burley y cols.,
2020; Gheit, 2019; Pinheiro y cols., 2018; Syrjénen, 2018; Graham S., 2017; Harden y Munger,

2017).

La céapside viral se une inicialmente a las células basales en donde se considera no productiva
la replicacion viral; en esta fase “latente” se cree que los genomas del VPH persisten en las
células epiteliales basales durante meses o incluso décadas, la duracién de esta fase puede
relacionarse con la carga viral recibida (Doorbar y cols., 2016; Verissimo y cols., 2013).
Posteriormente y por razones que aun se desconocen, la célula permite pasar a una fase de
replicacion activa en la cual comienza el crecimiento viral, esta fase también puede durar un
periodo de tiempo variable; y se produce cuando los queratinocitos comienzan su diferenciacion
hacia estratos mas superiores (Pinheiro y cols., 2018; Syrjianen, 2018; Harden y Munger, 2017;

Verissimo y cols., 2013).
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Una vez que los viriones entran al epitelio se unen a proteoglucanos de heparan sulfato (HSPG)
ubicados en la membrana celular, los cuales funcionan como receptores de unién en las células
basales expuestas, esta union es mediada por la proteina L1 viral y da lugar a cambios en la
conformacion de la cépside lo que permite su entrada a la célula. Cuando el virus se encuentra
dentro de la célula, se transporta hacia el nucleo de manera endosomal a través de microtubulos
por la interaccion de la proteina dineina y vesiculas asociadas a la proteina L2. Se cree que la
entrada del genoma viral en el nucleo requiere division celular por medio de mitosis, proceso
mediado por L2; posterior a la entrada nuclear, L2 y el genoma viral se co-localizan en dominios
nucleares denominados “cuerpos ND10”, paso necesario para el establecimiento de la infeccion
y la transcripcion del genoma viral (Burley y cols., 2020; Gheit, 2019; Pinheiro y cols., 2018;
Syrjdnen, 2018; Graham S., 2017; Harden y Munger, 2017; Doorbar y cols., 2016; Verissimo y

cols., 2013).

Después de la infeccion, el genoma viral se mantiene de forma episomal en las células basales
y se replican durante la fase S del ciclo celular. En esta fase es necesaria la expresion de los
genes E1 y E2 del VPH ya que estas proteinas participan activamente en la replicacion viral y
permiten mantener un bajo nimero de copias del virus, generando una infeccion persistente que
contribuye a la evasion inmune. E1 es la unica enzima codificada viralmente y funciona como
una helicasa, se requiere para la iniciacion y elongacion de la sintesis de ADN viral mientras
que E2 estabiliza la uniéon de E1 en el sitio de origen de la replicacion, dando lugar al complejo
E1/E2. Los VPH no codifican ninguna otra enzima de replicacion por lo cual deben emplear la
maquinaria de sintesis de ADN del huésped para lograr su replicacion (Burley y cols., 2020;

Gheit, 2019; Pinheiro y cols., 2018; Syrjdnen, 2018; Graham S., 2017; Doorbar y cols., 2016).
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En las capas suprabasales, la expresion de los genes El, E2, E4, E5, E6 y E7 contribuye al
mantenimiento del genoma viral e induce la proliferacion celular, aumentando el nimero de
células infectadas por el VPH en el epitelio (Burley y cols., 2020; Gheit, 2019; Pinheiro y cols.,
2018; Syrjénen, 2018; Harden y Munger, 2017). El final del ciclo de vida viral implica la salida
del ciclo celular y la expresion de L1 y L2 para permitir el empaquetamiento del genoma. En
esta fase se activa el promotor dependiente de la diferenciacién, que obliga a la célula a
permanecer activa en el ciclo celular; posteriormente, en los nucleos de las células de la capa
granular las proteinas estructurales del VPH permiten el ensamble de la capside, aumentan su
estabilidad y le otorgan resistencia a la digestion proteolitica, finalizando con la formacion de
viriones maduros (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Burley y cols., 2020; Gheit, 2019; Pinheiro y

cols., 2018; Syrjanen, 2018; Graham S., 2017; Harden y Munger, 2017) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de progresion viral y expresion génica en el epitelio escamoso (Modificado de
Syrjanen, 2018).
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1.2.4 Infeccion bucal por VPH
La infeccion bucal por VPH es poco comun en individuos sanos, incluso en poblaciones
consideradas en mayor riesgo como son los HSH, en donde diversos autores reportan

prevalencias que varian del 2.3% al 42.3% (Tsikis y cols., 2018; Lin y cols., 2018).

En las ultimas décadas se ha reportado un aumento en la prevalencia e incidencia de infeccion
por VPH en mucosa bucal y orofaringea de PVV, particularmente de VPH-AR, y sin presencia
de lesiones clinicas evidentes a lo que se denomina “infeccidon subclinica”, se ha observado
ademds un mayor riesgo de infecciébn por VPH en estos individuos en comparacion con la
poblacion en general (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Riddel y cols., 2022; Giulianiy cols., 2021;
Rollo y cols., 2020) reportandose frecuencias variables del 2.4% (Hernandez y cols., 2021) al
50% (Vergori y cols., 2018); se ha sugerido que esta amplia variabilidad depende del sitio y
método de muestreo, asi como, de la poblacion estudiada y el método empleado para la

identificacion del VPH (Giuliani y cols., 2021; Santacroce y cols., 2021).

El genotipo de VPH-AR mas frecuentemente identificado es el VPH-16, con frecuencias del
2.4% (Rollo y cols., 2021) al 8.4% (Blas y cols., 2015); sin embargo, en contraste con lo
reportado hasta el momento, un estudio reciente ha mostrado una frecuencia mayor de VPH-18,
reportando el 24.1% en poblacion mexicana (Castillejos-Garcia y cols., 2018). Otros tipos de
VPH-AR han sido identificados en menor proporcion, entre ellos: VPH-31, VPH-33, VPH-35,
VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-69, VPH-72
y VPH-84 (Goncalves y cols., 2021; Giuliani y cols., 2020; Méndez-Martinez y cols., 2020;

Rollo y cols., 2017; Martinelli y cols., 2016; Mooij y cols., 2014).
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Diversos estudios retrospectivos han asociado el aumento en la prevalencia de infeccidon por
VPH en mucosa bucal y orofaringea de PVV, con el uso y la duraciéon de TARc incluso en
individuos con una supresion viroldgica adecuada (Biala y cols., 2022; Giuliani y cols., 2021;
Giuliani y cols., 2020; Benevolo y cols., 2020; Méndez-Martinez y cols., 2020; Suehiro y cols.,
2020; Shiboski y cols., 2016); sin embargo, no existe evidencia concluyente que asocie este

incremento directamente con la TARc (Johnson y cols., 2020).

Hasta la fecha existe poca informacion sobre la historia natural del VPH en mucosa bucal y
orofaringea, y se desconoce con exactitud el mecanismo involucrado en el incremento de la
prevalencia de esta infeccion en PVV (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Riddel y cols., 2022;
Giuliani y cols., 2021; Verma y cols., 2017; Beachler y cols., 2015; Beachler y D’Souza., 2013;
Mooij y cols., 2013; Patton y cols., 2013), pero se han propuesto diversas hipdtesis para

explicarlo, entre ellas se mencionan:

Interaccion entre proteinas del VIH y VPH. Se ha planteado que diversas proteinas del VIH (zat,
rev, Vif, vpu, vpr, nef) interactian con genes y proteinas del VPH (E6, E7, L1, LCR). En
particular, se ha sugerido que la proteina tas-VIH puede transactivar la region LCR-VPH, lo que
conduciria a un aumento en la expresion de oncoproteinas E6 y E7 del VPH, asi como de El y
L1, sin embargo, aun no existen estudios disponibles in vivo que aseveren estas posibles
asociaciones (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Isaguliants y cols., 2021; Verma y cols., 2017).
Ademas, la proteina fat-VIH juega un papel importante en la disrupcion de las uniones
epiteliales, lo cual podria favorecer la entrada del VPH al epitelio de la mucosa oral (Isaguliants

y cols., 2021; Verma y cols., 2017).
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Inmunidad local. La disminucion en el niimero de células de Langerhans, macréfagos, células
NK o linfocitos T CD4+, asi como la poca expresion de interferén-y y la sobreexpresion de
citocinas circulantes como IL-1, IL-6 Y TNF-a han sido propuestos como mecanismos que

modulan la transcripcion del VPH (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Lam y cols., 2016).

Falla de la respuesta inmune especifica al VPH. Se ha sugerido que el dafio provocado a las
células CD4+ ocurre en etapas tempranas de la infeccion por VIH y conduce a una pérdida
irreversible de la respuesta inmune especifica frente al VPH. Por otro lado, la TARc proporciona
una mayor supervivencia en estos individuos, lo que supone un mayor tiempo de uso de TARc,
pudiendo inferir que el individuo ha permanecido infectado por VIH durante mas tiempo, y en
el contexto de la inmunosupresion asociada al VIH incluso después de la TARc el sistema
inmune podria ser incapaz de eliminar las células infectadas por el VPH (Pérez-Gonzalez y cols.,

2022; Johnson y cols., 2020; Shiboski y cols., 2016; Patton y cols., 2013).

Cambios epigenéticos. La evidencia actual sugiere que la regulacion de la expresion génica en
los queratinocitos y la transcripcion del VPH estd mediada por el control epigenético. El genoma
viral del VPH existe en un estado epigenéticamente reprimido en las células basales con un bajo
nivel de expresion, de modo que puede replicarse de forma episomal y evitar la activacion
inmune, cuando las células entran en el programa de diferenciacién epitelial comienzan
cambios epigenéticos en el genoma viral entre los que se incluyen la modificacion de las
histonas, acetilaciéon o metilacion del ADN, provocando que la cromatina viral se mantenga
activa, lo que conlleva a una mayor expresion de las proteinas de replicacion viral E, la

activacion de regiones promotoras y la produccion de proteinas L de la capside; estos
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mecanismos pueden favorecer la persistencia de la infeccion por VPH (Inokawa y cols., 2022;

Nakagawa y cols., 2021; Burley y cols., 2020; von Knebel y Prigge., 2019).

1.2.5 VPH-AR y cancer de cabeza y cuello

Desde hace varias décadas se sabe que el consumo de alcohol y tabaco son un factor de riesgo
para el desarrollo de cancer de cabeza y cuello (CCyC), sin embargo, existe un numero
significativo de éstos no asociados a esos habitos; fue en 1983 que se sugirid por primera vez
que los genotipos oncogénicos del VPH podrian estar asociados al desarrollo de CCyC
(Tumban, 2019; Syrjdnen, 2018), actualmente la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer de la OMS considera que el VPH-16 es un factor independiente y asociado al
desarrollo de cancer bucal y orofaringeo (Gillison y cols., 2015; OMS, 2012), sin embargo, el
papel de esta infeccion, su persistencia y la progresion hacia el desarrollo de cancer en la mucosa
bucal y orofaringea en PVV atin no se ha establecido con certeza ya que se dispone de pocos
estudios longitudinales y los periodos de seguimiento son todavia cortos (Haase y cols., 2021;

Johnson y cols., 2020; Syrjénen, 2018; Wang y Palefsky., 2016; Mooij y cols., 2014).

A pesar de lo anterior, en afios recientes la infeccion por VPH-AR se ha asociado con el
desarrollo de una significante proporcion de casos de cancer en esta region anatomica en PVV
(Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Haase y cols., 2021; Picard y cols., 2018; Rollo y cols., 2017;
Wang y Palefsky, 2016; Gillison y cols., 2015; Ong y cols., 2014; van Aar y cols., 2014) y entre
ellos se incluyen al cancer orofaringeo, cancer bucal, cancer en la base de lengua, cancer de
amigdalas, cancer de laringe y nasofaringe (Chiao y cols., 2021; Haase y cols., 2021; Johnson

y cols., 2020; Syrjénen y cols., 2017; Speicher y cols., 2016; Beachler y D"Souza, 2013).
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La mayoria de las infecciones por VPH son controladas de manera adecuada por el sistema
inmunologico y en individuos sanos resuelven aproximadamente entre 6 meses y 1 afio
(Wierzbicka y cols., 2022; Beachler y cols., 2014; Mooij y cols., 2014; Kreimer y cols., 2013);
actualmente, la evidencia cientifica sugiere que la persistencia de genotipos de VPH-AR es un
factor asociado con el desarrollo de cancer orofaringeo (Pérez-Gonzélez y cols., 2022; Riddell
y cols., 2022; Antonsson y cols., 2021; D’Souza y cols., 2020; Johnson y cols., 2020; Tumban,
2019; Rollo y cols., 2017; Syrjinen y cols., 2017; Shiboski y cols., 2016; Ong y cols., 2014);
particularmente se ha reportado que la infeccion por VPH-16 incrementa hasta 22 veces el riesgo

de desarrollar este tipo de cancer (Agalliu y cols., 2016).

La persistencia de genotipos de VPH-AR se ha observado mas frecuentemente en PVV (Pérez-
Gonzalez y cols., 2022; Riddell y cols., 2022; Haase y cols., 2021; van Aar y cols., 2014; Ong
y cols., 2014; Videla y cols., 2013) y la evidencia actual muestra que en ellos existe entre 1.5 y
6 veces mayor riesgo de desarrollar CCyC en comparacion con la poblacion general (Johnson y
cols., 2020; Tumban, 2019; Rollo y cols., 2017; Speicher y cols., 2016; Wang y Palefsky., 2016;
Beachler y cols., 2014; Beachler y D’Souza, 2013), especificamente céncer orofaringeo

asociado a VPH (Tumban, 2019; Beachler y D"Souza, 2013).

Diversos autores han encontrado una asociacién entre el aumento en la prevalencia y
persistencia de infeccion por VPH-AR en mucosa bucal y orofaringea de PVV, HSH, mayores
de 40 afios, fumadores, con bajo conteo de linfocitos T CD4+ (Riddel y cols., 2022; Herndndez
y cols., 2021; Johnson y cols., 2020; Giuliani y cols., 2021; Giuliani y cols., 2020; Méndez-

Martinez y cols., 2020; Kahn y cols., 2019; Castillejos-Garcia y cols., 2018; Vergori y cols.,
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2018; Rollo y cols., 2017; Beachler y cols., 2015; Gaester y cols., 2014; van Aar y cols., 2014;
Fatahzadeh y cols., 2013; Mooij y cols., 2013), con el inicio de la vida sexual a temprana edad,
relaciones sexuales orogenitales y un alto nimero de parejas sexuales (Riddell y cols., 2022;
Giuliani y cols., 2021; Mistry y cols., 2021; Visalli y cols., 2021; Antonsson y cols., 2020;
Giuliani y cols., 2020; Goncalves y cols., 2020; Vergori y cols., 2018; Rollo y cols., 2017; Mooij
y cols., 2014; Beachler y cols., 2014); sin embargo, el comportamiento sexual es controversial,
ya que actualmente algunos estudios sugieren que no existe asociacion entre éste y la presencia
de infeccioén por VPH o su persistencia (Rollo y cols., 2021; Ablanedo-Terrazas y cols., 2018;
Castillejos-Garcia y cols., 2018; Vacharotayangul y cols., 2015; Gaester y cols., 2014; Mooij y

cols., 2014; Ong y cols., 2014).

1.2.6 Prevencion de la infeccion por VPH

Desde el 2006, la vacunacion se ha empleado como una medida para prevenir la infeccion por
VPH; existen tres vacunas profilacticas compuestas por proteinas L1 recombinantes de la
capside viral del VPH las cuales inducen la producciéon de anticuerpos neutralizantes y
especificos, y provocan una fuerte respuesta tanto celular como humoral mediada por linfocitos
B, lo que proporciona inmunidad a largo plazo (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Kamolratanakul

y Pitisuttithum, 2021; Harden y Munger, 2017).

Las diferentes vacunas proporcionan proteccion contra los genotipos mas frecuentes de VPH,
en el caso de la bivalente dicha proteccion es contra VPH-16 y VPH-18; la vacuna tetravalente
confiere inmunidad frente a VPH-6, VPH-11, VPH-16 y VPH-18. En 2014, la FDA aprob6 una

nueva vacuna contra el VPH que protege contra los siguientes nueve genotipos: VPH-6, VPH-
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11, VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-45, VPH-52 y VPH-58 (Pérez-Gonzélez y cols.,

2022; Kamolratanakul y Pitisuttithum, 2021; Tumban, 2019; Harden y Munger, 2017).

Las vacunas autorizadas son seguras y en personas sanas han demostrado ser eficaces entre 98-
100% contra los tipos mas comunes de VPH encontrados en cancer de cuello uterino y cancer
anogenital (Verma y cols., 2017; Gillison y cols., 2015), atin se desconoce su eficacia en la
prevencion de ciertos tipos de cancer de cabeza y cuello (Kamolratanakul y Pitisuttithum, 2021;
Syrjdnen, 2018; Gillison y cols., 2015), pero evidencia reciente ha reportado una disminucioén
en las infecciones orales y orofaringeas por VPH en individuos que han sido inmunizados con

esta vacuna (Juul y cols., 2021).

Los protocolos recomiendan la aplicacion de cualquiera de estas vacunas a mujeres entre 12 a
26 anos, hombres de 13 a 21 afios, HSH no mayores de 26 afios, asi como en personas
inmunocomprometidas (Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA
2021; Kamolratanakul y Pitisuttithum, 2021). En el caso de PVV aun se requieren ensayos de
eficacia y seguridad adicionales para determinar adecuadamente el nimero de dosis, el momento
de aplicacion y la proteccion contra los diversos genotipos de VPH, ya que en ellos existen
defectos en la funcion de los linfocitos T cooperadores lo que conlleva a una disminucion en la
respuesta de los linfocitos B y es posible que la respuesta frente a la vacunacion sea suboptima
incluso bajo TARc y con una adecuada restauracién inmunologica (Lacey, 2019); por lo cual en
esta poblacién la aplicacion de la vacuna debe considerarse con base en caracteristicas

individuales, teniendo en cuenta que la proteccion maxima de ésta se obtiene antes del inicio de
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la vida sexual (Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con VIH, CENSIDA 2021;

Vermay cols., 2017).

Cabe resaltar que estas vacunas son profilacticas y estdn disefiadas para evitar la infeccion por
VPH, por lo anterior, la eficacia de la vacuna es cuestionable si ya existe infeccion establecida
por VPH. Hasta la fecha no existen vacunas terapéuticas, sin embargo, se encuentran en

desarrollo (Kamolratanakul y Pitisuttithum, 2021; Harden y Munger, 2017).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En altimas décadas, se ha reportado que las personas que viven con VIH/SIDA tienen una mayor
prevalencia e incidencia de infeccion por VPH en mucosa bucal y orofaringea, en contraste con
lo observado en la poblacion general. Adicionalmente, se ha sugerido que la persistencia de
genotipos de VPH de alto riesgo, en particular VPH-16 y VPH-18, se encuentra asociada con el
potencial desarrollo de cancer bucal y orofaringeo. Lo anterior cobra relevancia debido a que
las personas que viven con VIH/SIDA presentan hasta 6 veces mayor riesgo de desarrollar
cancer de cabeza y cuello en comparacion con individuos sanos, sin embargo, alin no se conoce

con exactitud el rol de esta infeccion bajo el contexto de la inmunosupresion asociada al VIH.

En México, se han realizado diversos estudios transversales y longitudinales sobre la infeccion
bucal por VPH-AR en personas que viven con VIH/SIDA, pero son inexistentes los estudios
longitudinales en individuos virgenes a TARc y posterior a su administracion, que permitan
obtener informacion sobre el curso clinico de esta infecciéon. En consecuencia, el presente
estudio longitudinal pretendio6 establecer la prevalencia, incidencia, resolucion y/o persistencia
de la infeccion por VPH-AR en mucosa bucal y orofaringea de PVV previo y posterior a la
administraciéon de TARc, y establecer su posible asociacidon con caracteristicas clinicas y

demograficas.

Los resultados de este trabajo podran proporcionar informaciéon que permita identificar a
individuos en potencial riesgo que requieran un seguimiento mas constante, o para la
implementacion de estudios futuros encaminados a la prevencion y/o diagndstico de infeccion

bucal y orofaringea por VPH-AR en esta poblacion.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer la prevalencia, incidencia, persistencia y/o resolucion de la infeccion por VPH-AR
en la mucosa bucal y orofaringea de PVV virgenes a TARc y posterior al inicio de la terapia (3

y 6 meses), asi como, su posible asociacidon con caracteristicas clinicas y demograficas.

3.1 Objetivos especificos

- Establecer la prevalencia de infeccion bucal y orofaringea por VPH-AR en PVV antes de
iniciar TARc.

- Establecer la incidencia de infeccidon bucal y orofaringea por VPH-AR a los 3 y 6 meses
después del inicio de TARCc.

- Establecer la persistencia y/o resolucion de infeccion bucal y orofaringea por VPH-AR a los 3
y 6 meses después del inicio de TARc.

- Identificar la posible asociacion entre la infeccién por VPH-AR con el uso de la TARc, y otras
variables clinicas (CV-VIH, linfocitos T CD4+, CDC) y demograficas (sexo, edad).

- Establecer la prevalencia de lesiones bucales asociadas a VPH en PVV.

4. METODOLOGIA
4.1 Disefio del estudio
Estudio longitudinal, observacional y descriptivo que se desarrollé en la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X) en colaboracion con la Clinica Especializada
Condesa y la Clinica Especializada Condesa-Iztapalapa de la Ciudad de México durante el

periodo comprendido de febrero del 2018 a marzo del 2019.
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4.2 Sujetos participantes

4.2.1 Criterios de inclusion

Individuos con infeccion confirmada por VIH, mayores de 18 afos, virgenes a la TARc, o que
iniciaran terapia en un periodo menor a 30 dias al momento de su inclusion en el estudio, con
capacidad para autorizar por escrito su consentimiento para la participacion en la investigacion.
4.2.2 Criterios de exclusion

Individuos que recibieron tratamiento con aciclovir, imiquimod, penciclovir, valaciclovir, 5-
fluoracilo, podofilina o idoxuridina en los 3 meses previos a su inclusion en el estudio.

4.2.3 Criterios de eliminacion

Individuos cuyas muestras biologicas fueron inadecuadas o insuficientes para llevar a cabo el

analisis molecular; o que suspendieron la TARc.

4.3 Aspectos éticos

El presente estudio formo parte del proyecto de investigacion denominado “Manifestaciones
bucales en individuos infectados por el VIH/SIDA. Estudio de incidencia”, basado en los
lineamientos incluidos en el articulo 3° de la Ley General de Salud, y se aprob6 previamente
por los Comités Revisores Institucionales (IRB) de las instituciones participantes, asi como por

el Comité Cientifico y de Etica de la UAM-X.

4.3.1 Proceso de obtencion del consentimiento informado
A todos los individuos participantes se les proporcion6 una carta de consentimiento informado
(Anexo 4), en la cual se explicaron las condiciones en las que se desarrollaria el estudio, el

procedimiento de recoleccion de la muestra, asi como los posibles efectos adversos que pudieran
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presentarse. Ademads, se informo al sujeto de investigacion que los resultados del estudio

molecular y/o histopatologico le serian entregados por escrito al término del estudio.

Se garantiz6 al individuo que toda la informacion obtenida de este estudio es confidencial y que
no se le identificard en ninguna publicacion proveniente de éste, para lo cual se incluyd un aviso
de privacidad simplificado. Adicionalmente, se hizo saber a los individuos que, en caso de
negativa a la participacion en el estudio, ésta no supondria consecuencia en su atencion médica
y que la participacion en el estudio seria totalmente voluntaria. El individuo tuvo la oportunidad

de suspender su participacion en cualquier momento, sin que se afectara su atencion médica.

Se proporcion6 un folleto informativo sobre la infeccion por el VPH al inicio de su inclusioén en
el estudio (Anexo 5), se solicitd al individuo que leyera la carta de consentimiento informado;
de manera verbal se explicaron los procedimientos y se aclararon las dudas que tuvo,

posteriormente se pidio que firmara la carta.

En aquellos individuos con presencia de lesiones bucales (micdticas, fungicas, virales,
neoplésicas, etc.) se proporciond un formato de consentimiento informado para la toma, uso y
divulgacion de fotografias clinicas, asi como el correspondiente consentimiento informado para
la realizacion del procedimiento quirtrgico, procesamiento de muestra y diagnostico
histopatologico, en caso de ser necesario (Anexo 6 y 7); en estos casos, se explicd el

procedimiento a realizar, asi como las posibles complicaciones.
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4.4 Procedimientos clinicos

En el presente estudio se incluyeron a los pacientes que se presentaron a la consulta en el area
de Patologia y Medicina Bucal de la Clinica Especializada Condesa y Clinica Especializada
Condesa-Iztapalapa, que previamente aceptaron ser parte de la investigacion. Se registraron los
datos demograficos (edad, sexo, fecha de nacimiento, ocupacion, estado civil, escolaridad, lugar
de nacimiento y residencia) y clinicos (fecha de diagndstico de VIH/SIDA, categoria de
transmision, signos y sintomas iniciales y basales, antecedentes y/o presencia de MB-VIH,
consumo de medicamentos, tabaco y alcohol, niveles de linfocitos T CD4+, CV-VIH y tipo de
TARCc) tanto en la visita basal y las subsecuentes, de cada uno de los participantes, en una ficha

de recoleccion de datos (Anexo 8).

A cada uno de los participantes se le realizd una exploracion bucal sistematica completa, de
acuerdo con un orden preestablecido (Ramirez-Amador y cols., 1986) (Anexo 9) tanto en la
visita basal como durante el seguimiento. La recoleccion de muestras se realizé siguiendo el
método empleado por diversos autores (Riddell y cols., 2022; Giuliani y cols., 2020; D’Souza
y cols., 2020; Rollo y cols., 2017); en la visita basal y durante el seguimiento se recolectaron
células descamadas de la mucosa bucal y orofaringea, mediante enjuague bucal con 10 ml de
enjuague bucal Scope® Menta Original (Procter & Gamble) durante 20 segundos y gargarismos
durante 10 segundos, las muestras obtenidas se colocaron en un tubo conico de polipropileno de
15 ml. Una vez recolectada la muestra se transport6 al Laboratorio de Biologia Molecular de la
Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la UAM-X en un lapso no mayor de 2 horas después

de obtenidas y se almacenaron a una temperatura de 2°C hasta su analisis molecular.

36



Cuando se detectaron lesiones bucales se procedio al diagndstico y tratamiento de éstas. En caso
necesario, se realiz6 la toma de citologia exfoliativa y/o biopsia(s), previo consentimiento

informado del individuo.

4.5 Procedimiento de laboratorio
El andlisis de las muestras obtenidas se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la

Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la UAM-X.

4.5.1 Extraccion y purificacion del ADN

La extraccion del ADN de las muestras obtenidas se llevo a cabo utilizando Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega). Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 3,000 G,
a 4°C; se decant6 el sobrenadante y los tubos se dejaron destapados durante 12 horas para su
correcto secado. Posteriormente se realizaron los siguientes procedimientos:

- En un tubo conico Eppendorf® de 1.5 ml se coloco la pastilla obtenida y se afiadieron 400 ul
de solucion litica nuclear.

- Se agregaron 25 ul de proteinasa-K (20 mg/ml) y se colocd a 65°C en bafio maria
(Thermomixer compact-Eppendorf®) durante 3 horas, agitando ocasionalmente en el vortex.

- La muestra permaneci6 a temperatura ambiente hasta que se enfrid, se agregaron 1.5 pl de
soluciéon RNAsa, se procedid a colocar en bafio maria a 37°C durante 30 minutos.

- Se enfrid a temperatura ambiente y se anadieron 400 pul de solucion precipitadora de proteinas,

se agito el vortex y se colocaron los tubos en hielo durante 5 minutos.
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- Posteriormente, se centrifugaron durante 4 minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante se transfirio
a un tubo cénico Eppendorf® limpio de 1.5 ml al que se agregaron previamente 400 ul de
isopropanol; el tubo se invirtié suavemente hasta que se visualizaron las cadenas de ADN.

- Se centrifugd durante 5 minutos a 14,000 rpm y se decant6 el sobrenadante.

- Se agregaron 400 pl de etanol al 70% y se invirti6 el tubo varias veces para lavar el ADN,
posteriormente se centrifugd durante 5 minutos a 14,000 rpm.

- Se aspird el etanol sin tocar la pastilla del ADN y se invirtieron los tubos destapados sobre una
servilleta de papel limpia hasta su completo secado.

- Se afiadieron 50 pl de solucion rehidratante de ADN y se colocaron los tubos en bafio maria a
65°C durante 1 hora.

- Finalmente, el ADN obtenido se almaceno a 2°C en alicuotas de 10 pl.

4.5.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN se realiz6 por medio de espectrofotometria de luz (Nanodrop® 2000),
se determino la concentracion en unidades: ng/ul. Se obtuvo la relacion 260/280 y 260/230 para
valorar la pureza del ADN en cada muestra. En el anexo10 se detallan los resultados de las

muestras procesadas.

4.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Amplificacion del gen pB-globina

La viabilidad del ADN obtenido fue comprobada a través de la amplificacion de un fragmento
de 280 pares de bases del gen B-globina (Sigma-Aldrich®), que es un gen altamente conservado

en las células humanas, para lo que se utiliz6 el siguiente par de oligonucleotidos:
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GH20 5’ - GAA GAG CCA AGG ACA GGTAC-3’

PC04 5° - CAA CTT CAT CCA CGTTCA CC-3’

Amplificacion de la region L1 del VPH

Las muestras que resultaron positivas a la amplificacion del gen -globina, se amplificaron con

oligonucleotidos universales GP5+/GP6+ (Sigma-Aldrich®), de 150 pares de bases:

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

GP6+ 5’ - GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATTC -3’

Amplificacion de VPH-16 y VPH-18

Con la finalidad de identificar tipos virales especificos de alto riesgo, adicionalmente se realizo

la amplificacion de diferentes secuencias de las regiones E6 y LCR para VPH-16 y VPH-18. La

amplificacion se realizo con los siguientes pares de oligonucledtidos, de diferentes tamafios de

pares de bases (Sigma-Aldrich®):

Region E6 VPH-16 (215 pb) y VPH-18 (480 pb):

F240 5°- GCA ACA GTT ACT GCGACGTG-3’

R419 5°- GGA CAC AGT GGC TTTTGA CA -3’

HZ30 5°-TTA TAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG - 3’
E65° 5°- ATG GCG CGC TTT GAA GATCCA ACA -3
Region LCR VPH-16 (363 pb) y VPH-18 (618 pb):
LCR7450F 5°- TCA ACC GAA TTC GGT TGC AT -3’
LCR813R 5’- ACCTTT ACACAGTTCATGTA-3

F7405 5°- CTG CACACCTTA CAGCATC-3¥
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R165 5°- GTT CCG TGC ACA GAT CAG -3’

Cada PCR se realizo en un volumen final de 50 pl, que incluy6 100 ng de ADN templado (cuyo
volumen vari6 segiin la concentracion de ADN obtenida en la muestra), 25 pl de DreamTaq®
Hot Start Green PCR Master Mix (Promega), 2.5 pl de cada oligonucledtido y agua libre de
nucleasas en cantidad necesaria para completar el volumen final. En todas las reacciones se
empled ADN de lineas celulares HeLa (ATCC® CCL-2"™), CaSki (ATCC® CRL-1550") o SiHa

(ATCC® HTB-35™) como control positivo y agua libre de nucleasas como control negativo.

Las reacciones de PCR se realizaron en termociclador (Mastercycler® personal-Eppendorf) bajo
las siguientes condiciones: precalentamiento por 5 minutos a 94°C, seguido por 36 ciclos de 20
segundos cada uno con una temperatura variable dependiendo de los oligonucleétidos
empleados:  48°C  (GP5+/GP6+), 55°C  (F204/R419; GH20/PC04), 58°C
(LCR7450F/LCR813R), o 59°C (HZ30/E65’; F7405/R165), con una extension final de 5

minutos a 72°C.

4.5.4 Electroforesis

Este procedimiento se realizé en una cdmara electroforética horizontal (Horizontal System®-
Thermo Fisher Scientific). El buffer de electroforesis fue preparado a 1X TAE: mezclando 20
ml de 50X TAE (Electrophoresis Buffer-Thermo Fisher Scientific®) y 980 ml de agua
desionizada. El gel de agarosa se empleo al 2%, constituido por 3 g de agarosa (TopVision
Agarose Tablets-Thermo Fisher Scientific®), 150 ml de Buffer de electroforesis 1X TAE y 3 ul

de bromuro de etidio.
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Posterior a la PCR, cada muestra se coloco en los pocillos del gel de agarosa cubierto por buffer
de electroforesis y se aplicaron aproximadamente 80-90 V durante 60 minutos. Los resultados
se visualizaron en transiluminador de luz ultravioleta y se tomaron fotografias de cada gel

realizado.

4.5.5 Reaccion de secuenciacion

Los productos de la amplificacion por PCR que resultaron positivos a GP5+/GP6+ fueron
secuenciados. Para la preparacion de las muestras se utilizaron 0.4 pl de BigDye Terminator
v.3.1 (Applied Biosystems®), 2 ul de buffer 5X, 4 ul de agua libre de nucleasas, 1 pl de cada
oligonucledtido a 10 uM y 3 ul del amplificado. Las condiciones de la reaccion fueron: 96°C
durante 10 segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 4 minutos, por 30 ciclos.
Posteriormente, las muestras se purificaron con placas Centri-Sep (Thermo Fisher Scientific®)
siguiendo las especificaciones del fabricante. A las muestras purificadas se les agregaron 25 pl
de EDTA 0.5 mM, y se corrieron en secuenciador 3730xL (Applied Biosystems-Thermo Fisher
Scientific®) con polimero 7 (Thermo Fisher Scientific®). Las secuencias obtenidas se analizaron
por medio del programa computacional BioEdit Sequence Alignment Editor, y se compararon
con la base de datos del GenBank (National Center for Biotechnology Information, Bethesda,

MD) empleando el programa en linea BLAST.

4.6 Variables
Dependientes: Infeccion y tipo de VPH-AR.
Independientes: Edad, sexo, ocupacion, lugar de residencia, tabaquismo, alcoholismo,

categoria de transmision del VIH, tipo de TARc, fecha de diagndstico del VIH/SIDA, niveles
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de linfocitos T CD4+, carga viral del VIH, estadio CDC, presencia y tipo de LB-VIH (La

operacionalizacion de las variables se muestra en el Anexo 11).

4.7 Analisis estadistico

Los datos fueron extraidos de la ficha de recoleccion, codificados y capturados en el programa
computacional estadistico SPSS Statistics version 22.0 (IBM®) para su andlisis. Se obtuvieron
proporciones de las variables nominales y ordinales, y se calcularon medidas de tendencia
central (medias y medianas) y dispersion (rangos intercuartilares) para variables continuas. El
andlisis bivariado para las posibles asociaciones entre variables categdricas y nominales se
realizo a través de la prueba y? o exacta de Fisher, seglin el caso. Para comparar las medias de
variables cuantitativas y continuas se realizdo prueba de t-student o U-MannWithney. Las
pruebas de hipoétesis se realizaron a un intervalo de confianza del 95%, estableciéndose

significancia estadistica para alfa < 0.05.

La prevalencia de la infeccion por VPH se calculd como la proporcion de individuos con
infeccion por VPH del ntimero total de sujetos incluidos en el estudio. Una infeccion incidente
en el seguimiento se defini6 como la deteccion de ADN de VPH en un individuo VPH negativo
al inicio del estudio o durante la visita previa. El aclaramiento o resolucion de una infeccion en
el seguimiento se defini6 como ADN del VPH indetectable en un sujeto con infeccion previa
por VPH. Una infeccion persistente por VPH se definidé como la deteccion del mismo genotipo

de VPH tanto en la visita basal como durante el seguimiento.
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5. RESULTADOS

Caracteristicas clinico-demogrdficas. Se incluyeron 55 individuos que viven con VIH/SIDA,
la mayoria hombres (94.5%), con una mediana de edad de 27 (Q:-Qs: 24-35) afios, mas de la
mitad de ellos con antecedente de consumo de tabaco (60%), mientras que tres cuartas partes
consumian alcohol (74.5%), la categoria de transmision mas frecuente (76.4%) fue HSH. Mas
de la mitad de los individuos se encontraron en estadio clinico de SIDA (54.7%), con una
mediana de linfocitos T CD4+ de 234 (Q:-Q3:107-372) células/mm?® y una mediana de CV-VIH
de 4.7 (Q1-Qs: 4.2-5.3) Logio copias/ml. La mediana de dias desde el diagndstico de la infeccion

por VIH al momento de su inclusion en el estudio fue de 30 (Q:1-Q3: 13-114) dias (Cuadro 1).

La prevalencia de LB-VIH fue del 64% (35/55), la mé4s comun candidiasis bucal (45.5%),
seguida por leucoplasia vellosa (20%) y LB-VPH (7.3%) (3 HEMF y 1 VV). Cabe mencionar
que algunas de estas lesiones se presentaron de forma conjunta en 10 (28.6%) individuos,
distribuyéndose de la siguiente forma: 4 candidiasis bucal + LV, 3 candidiasis bucal + LB-VPH,

y 1 candidiasis bucal + sarcoma de Kaposi (Cuadro 2).

Infeccion por VPH. Se analizaron un total de 91 muestras que se obtuvieron mediante enjuague
bucal y gargarismos en la cohorte de PVV (55 en la visita basal, 21 en la primera visita a los 3
meses y 15 en la segunda visita a los 6 meses); la totalidad de las muestras fueron positivas para
la amplificacion del gen B-globina lo que garantiz6 su viabilidad en el estudio. Los productos y

secuencias de PCR que se obtuvieron se muestran en la Figura 6 y Figura 7.
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Si bien no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
clinicas y demograficas con la infeccion por VPH, una mayor proporcion de fumadores se
encontrd en el grupo VPH+ (76.5%) en comparacion con los que no presentaron infeccion por
VPH (52.6%) (p= 0.138); adicionalmente, los niveles de linfocitos T CD4+ fueron ligeramente
menores en el grupo VPH+ que en el grupo VPH- (231 vs 251.5 células/mm?) (p=.285), mientras

que los niveles de CV-VIH fueron equiparables entre los grupos (p=.394) (Cuadro 1).

En la visita basal, se identificaron 17/55 (30.9%) individuos con cualquier tipo de VPH en
mucosa bucal y orofaringea. La prevalencia de infeccion por VPH-BR fue ligeramente mayor
en comparacion con VPH-AR (9/55, 16.4% vs 8/55, 14.5%, respectivamente). El genotipo de
VPH-AR més frecuente fue VPH-18 con 9.1% (5/55), seguido por VPH-16 con 3.6% (2/55), y
un caso de VPH-35 (1.8%); respecto a las infecciones por VPH-BR el genotipo mas
frecuentemente identificado fue VPH-32 con 10.9% (6/55), seguido de VPH-13, VPH-81 y

VPH-90 (1.8% cada uno); todos los casos correspondieron a infecciones tnicas (Cuadro 3).

Incidencia y/o aclaramiento de infeccion por VPH. Es relevante mencionar que existieron
pérdidas substanciales de sujetos durante el seguimiento después de la visita basal, 61.8% a los

3 meses 'y 72.8% a los 6 meses.

La visita de seguimiento 3 meses después del inicio de la TARc fue completada por 21/55

(38.2%) individuos, 71.4% se encontraban bajo un esquema de TARc con un ITINN en

combinacion con 2 ITIN, mientras que el resto (28.6%) empled la combinacion de 2 ITIN con

44



un inhibidor de la integrasa; el 62% (13/21) de los sujetos se encontraban con CV-VIH

indetectable (<40 copias/ml).

De los 21 individuos, 3 (14.3%) fueron positivos para cualquier tipo de VPH en la visita basal
y 17 (85.7%) fueron negativos. Como se muestra en el Cuadro 3, en la visita de seguimiento a
los 3 meses, la incidencia de infeccion por cualquier tipo de VPH fue del 28.6% (6/21), el 19%
(4/21) perteneci6 a genotipos de alto riesgo, siendo en esta ocasion VPH-16 el tipo mas frecuente
con 14.3% (3/21), seguido por VPH-18. Un hallazgo interesante fue la existencia de
coinfecciones con diversos tipos de VPH tanto de BR como de AR, los que se identificaron en
3 individuos de la siguiente manera: VPH-16/VPH-18, VPH-16/VPH-81 y VPH-13/VPH-

97/VPH-18.

La persistencia de infeccion por VPH en esta visita se observé en el 4.8%, que correspondi6 a
un caso de VPH-13, mientras que la resolucién se identificé en 14.3% (3/21), también

correspondientes a genotipos de VPH-BR (VPH-32 y VPH-90) (Cuadro 3).

El seguimiento a los 6 meses (visita 2) fue completado por 15/55 (27.3%) individuos, la totalidad
de los participantes presentaron niveles de CV-VIH indetectables y una mediana de linfocitos T
CD4+ de 389 (Q1-Qs: 194-560) células/mm?. En esta visita, 8 de los 15 individuos (53.3%)
presentaron infeccion por VPH bucal; en 6 de ellos se identificaron genotipos de alto riesgo
(40%), siendo nuevamente el VPH-16 el tipo més frecuente (26.6%), seguido de VPH-18
(13.3%) y VPH-35 (6.7%); los genotipos de bajo riesgo identificados correspondieron a VPH-

13 y VPH-81. De los 8 individuos positivos a VPH, en 3 se identificaron coinfecciones con
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genotipos de AR y BR: 2 individuos con VPH-16/VPH-81 y 1 individuo con VPH-13/VPH-
16/VPH-18, en este tltimo el genotipo de bajo riesgo fue la inica infeccién que persistié desde

la visita basal (Cuadro 3 y Cuadro 4).

Cabe resaltar que en esta visita (6 meses) todos los individuos con infecciones por VPH+
representaron infecciones incidentes. Adicionalmente, 4 individuos (26.7%) en los que se habia
detectado algtn tipo de VPH en la visita previa (3 meses) mostraron el aclaramiento/resolucion
de la infeccion, 2 de ellos presentaban coinfecciones (VPH-16/VPH-18 y VPH-16/VPH-81,
respectivamente), mientras que los 2 restantes mostraban infecciones Unicas correspondientes a
genotipos de bajo riesgo (VPH-13 y VPH-32) (Cuadro 3). No se identific6 ninguna asociacion
entre las caracteristicas clinicas-demograficas de los grupos VPH+ y VPH- con la incidencia o

resolucion de la infeccion.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinico-demograficas de 55 PVV segun estatus de infeccion por VPH.

VPH+ VPH- Total P
(n=17) (n=38) (n=55)
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 16 (94.1) 36 (94.7) 52 (94.5) 1.000°
Femenino 1 (59 2 (53 3 (55 )
Mediana de edad (Q:-Q3) afios 27 (24-36) 27 (24-33) 27 (24-35) 0.558°
Consumo de tabaco
Si 13 (76.5) 20 (52.6) 33 (60.0) 0.138°
No 4 (23.5) 18 (47.4) 22 (40.0) ’
Consumo de alcohol
Si 13 (76.5) 28 (73.7) 41 (74.5) 1.000°
No 4 (23.5) 10 (26.3) 14 (25.5) ’
Mediana tiempo Dx-VIH b
(Q1-Qs) dias 29 (10-383) 30 (19-100) 30 (13-114) 0.662
Categoria de transmision
HSH 14 (82.4) 28 (73.7) 42 (76.4) 0.733¢
Heterosexual 3 (17.6) 10 (26.3) 13 (23.6) ’
CDC
SIDA 10 (58.8) 19 (52.8) 29 (54.7) 0.466°
NO SIDA 7 (41.2) 17 (47.2) 25 (45.3) )
n=17 n=36 n=53
TARc
1 ITINN + 2 ITIN 10 (66.7) 24 (72.7) 34 (70.8)
2 ITIN +1I 4 (26.7) 9 (27.3) 13 (27.1) 0.324°
2 ITIN + II + IFC 1 ( 6.6) 0 ( 0 1 (2.1
n=15 n=33 n= 48
Mediana de linfocitos CD4+ 231 251.5 234 0.285¢
(Q1-Q3) cel/mm? (82.5-382) (130-372) (107-372) ’
n=17 n=36 n=53
Linfocitos CD4+
> 500 cél/mm?> 2 (3.8 3 (57 5 (94
200 a 499 cél/mm’ 7 (13.2) 20 (36.7) 27 (50.9) 0.618°
<200 cél/mm? 8 (15.1) 13 (24.5) 21 (39.6)
n=17 n=36 n=53
Mediana de CV-VIH (Q:-Q3) Logio 4.7 (4.3-5.3) 4.7 (4.1-5.3) 4.7 (4.2-5.3) 0.394°
n=16 n=36 n=52

PVV= Personas que viven con VIH/SIDA; VPH= Virus del Papiloma Humano; Q;-Qs= rango intercuartilar; HSH= hombres
que tiene sexo con hombres; CDC= estadio clinico de la infeccion por VIH; SIDA= Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida; TARc= Terapia antirretroviral combinada; ITINN= inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de nucleotidos;
ITIN= inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucleétidos; IFC= intensificador farmacocinético; CV-VIH= Carga
Viral del VIH; *Prueba exacta de Fisher, "Prueba U de Mann-Whitney, “Prueba Chi-cuadrada.
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Cuadro 2. Prevalencia de lesiones bucales en 55 individuos que viven con VIH/SIDA.

n (%)

Prevalencia de LB-VIH 35 (63.6)
Tipo de LB-VIH

Candidiasis bucal 25 (45.5)

Leucoplasia vellosa 11 (20.0)

LB-VPH 4 (73)

Secundarismo sifilitico 2 (3.6

Ulceras recurrentes I (1.8)

Sarcoma de Kaposi 1 ( 1.8)

VIH= Virus de la Inmunodeficiencia Humana; SIDA= Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida; LB= Lesion

bucal. "Lesiones combinadas.
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Cuadro 3. Infeccion bucal y orofaringea por VPH en PVV segin visita.

Frecuencia Incidencia a 3 meses Incidencia a 6 meses

(n=55) (n=21) (n=15)

n % n % n %
VPH+ 17 (30.9) 6 (28.6) '8 (53.3)
VPH-AR 8 (14.5) 4 (19.0) 6 (40.0)
VPH-16 2 (3.6 3 (14.3) 4 (26.6)
VPH-18 5 (9.1 2 (95 2 (13.3)
VPH-35 1 ( 1.8) 0 (0.0 1 (6.7
VPH-BR 9 (16.4) 4 (19.0) 4 (26.7)
VPH- 38 (69.1) 14 (66.6) 7 (46.7)
TPersistencia 1 (4.8 1 (6.6)
Resolucion 3 (14.3) 4 (26.7)

VPH=Virus del papiloma humano; PVV= Personas que viven con VIH/SIDA; AR= Alto riesgo; BR=
Bajo riesgo; “Coinfecciones observadas en el seguimiento a los 3 meses: 1 caso de VPH-16/VPH-18,
1 caso de VPH-16/VPH-81, 1 caso de VPH-13/VPH-97/VPH-18; "Coinfecciones observadas en el
seguimiento a los 6 meses: 2 individuos con VPH-16/VPH-81, 1 individuo con VPH-13/VPH-
16/VPH-18); 'Correspondientes a VPH-13.

49



Cuadro 4. Infeccion bucal y orofaringea por VPH y genotipos identificados en 15 PVV con
seguimiento completo.

Basal Seguimiento a 3 meses Seguimiento a 6 meses
1 Negativo Negativo Negativo
2 Negativo VPH-16/VPH-18 VPH-81
3 Negativo VPH-16/VPH-81 Negativo
4 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo VPH-32 VPH-35
6 Negativo Negativo Negativo
7 VPH-32 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Negativo VPH-13 VPH-16
11 Negativo Negativo VPH-81
12 Negativo Negativo VPH-18
13 Negativo Negativo VPH-16/VPH-81
14 VPH-13 VPH-13 VPH-13/VPH-16/VPH-18
15 Negativo Negativo VPH-16/VPH-81

VPH= Virus del Papiloma Humano; PVV= Personas que viven con VIH/SIDA.
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Figura 6. Imagen representativa de productos amplificados por PCR, visualizados mediante

electroforesis en gel de agarosa 2%.

Gel de agarosa 2%. M= marcador de peso molecular (1kb), diferentes muestras analizadas (carriles
1-8), CN= control negativo, CP= control positivo (ADN de lineas celulares HelLa, CaSki o SiHa). A)
Amplicones del gen B-globina (280 pb); B) Amplicones de VPH region L1 (150 pb); C) Amplicones
de VPH-16 region LCR (363 pb); D) Amplicones de VPH-18 region LCR (618 pb).

51



Figura 7. Imagen representativa de electroferogramas obtenidos por secuenciacion.
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A) Imagen representativa de muestra positiva a VPH-13. B) Imagen representativa de muestra
positiva a VPH-81.
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6. DISCUSION

A través del presente estudio longitudinal se identificd que casi una tercera parte de las personas
que viven con VIH/SIDA presentan infeccion bucal y orofaringea por VPH antes del inicio de
TARc, siendo el VPH-18, un genotipo de alto riesgo, el mas frecuente. De manera interesante,
a los tres y seis meses posteriores del inicio de la terapia antirretroviral se observé un aumento
considerable en la incidencia de los tipos de alto riesgo de oncogenicidad, principalmente de
VPH-16. Sin embargo, la mayoria de las personas tuvo resolucion de la infeccion, y una baja

proporcion (6%) de persistencia.

Al igual que en estudios previos (Mistry y cols., 2021; Castillejos-Garcia y cols., 2018; Shiboski
y cols., 2016; Anaya-Saavedra y cols., 2013) se observo que incluso con una alta frecuencia de
infeccion bucal y orofaringea por VPH, la frecuencia LB-VPH fue baja (7.3%). Asimismo, a
pesar del corto intervalo de seguimiento en ninguno de los casos se identificaron signos de
transformacion maligna, también estos hallazgos reafirman que la infecciéon por VPH es
necesaria pero no suficiente para el desarrollo de LB-VPH o CCyC (Gillison y cols., 2019;

Syrjdnen S., 2018).

Es relevante mencionar que los métodos de recoleccion de muestra para la identificacion de
infeccion bucal por VPH no estan estandarizados, més atn, no se ha establecido el mejor método
de muestreo, que, en conjunto con factores demograficos, permitan disminuir la variabilidad de
los resultados reportados en los estudios epidemiologicos disponibles (Pérez-Gonzalez y cols.,

2022; Giuliani y cols., 2021; Juul y cols., 2021; Lacey, 2019; Dona y cols., 2019).
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Existen pocos estudios longitudinales que aportan informacion sobre el curso clinico de la
infeccion bucal y orofaringea por VPH en PVV (Riddel y cols., 2022; Antonsson y cols., 2021;
Giuliani y cols., 2020; D’Souza y cols., 2020; Martinelli y cols., 2016; Beachler y cols., 2015)
y solo uno en poblacién mexicana (Castillejos-Garcia y cols., 2018), en los cuales se ha
determinado una prevalencia general de VPH variable del 3.5 a 56.7% (Gaester y cols., 2014;
Mooij y cols., 2013); mientras que en genotipos de VPH-AR la prevalencia oscila entre 2.4 a
28.7% (Hernandez y cols., 2021; Goncalves y cols., 2020), sin embargo, son escasas las

investigaciones bajo el contexto de la iniciacion a la TARc.

Es interesante observar que la prevalencia de infeccion bucal y orofaringea de VPH (31%) y
VPH-AR (14.5%) obtenida en el presente estudio es similar a los hallazgos de diversos autores
en la poblacion italiana (Martinelli y cols., 2016; Rollo y cols., 2017; Rollo y cols., 2021). Los
estudios realizados por Martinelli y cols. en 2016, Rollo y cols. en 2017 y Rollo y cols. en 2021
reportaron prevalencias de infeccion bucal por VPH de 24.4%, 27.8% y 25.9%,
respectivamente. En cuanto a la infeccion por VPH-AR, los mismos autores informaron

prevalencias de 13.7%, 11.1% y 11.8% en sus respectivos estudios.

Aunque existe una diferencia en el método de recoleccion de muestra utilizado por Martinelli y
cols. (hisopado) en comparacion con el presente estudio y los estudios de Rollo y cols. (enjuague
bucal), es importante destacar que la deteccion de ADN-VPH se llevo a cabo mediante PCR con
oligonucledtidos especificos GP5+/6+ seguido de secuenciacién en todos los casos, lo cual

proporciona una comparabilidad en los resultados.
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Estos hallazgos sugieren que la prevalencia de la infeccion bucal y orofaringea por VPH puede
variar en diferentes poblaciones, pero se mantiene en rangos similares en estudios realizados en
Italia. Ademas, el uso de métodos estandarizados de deteccion de ADN-VPH, como la PCR con
oligonucledtidos especificos, seguido de secuenciacion, puede contribuir a la comparacion de

resultados entre diferentes investigaciones.

La evidencia actual ha demostrado que la TARc es efectiva para restaurar el estado
inmunolégico en PVV (UNAIDS 2022; Guia de Manejo Antirretroviral de las personas con
VIH, CENSIDA 2021). Sin embargo, su efecto en la infeccion bucal y orofaringea por VPH ha
sido objeto de debate, como menciona el estudio de Giuliani y cols. (2021). En el contexto de
la iniciacion de la TARc, hasta la fecha, solo el estudio de Shiboski y cols. (2016) ha investigado
la infeccion por VPH en mucosa bucal y orofaringea de PVV que eran virgenes a esta terapia y
posteriormente recibieron TARc. Contrariamente a lo esperado, informaron un aumento de la
infeccion por VPH del 18% al 24% después de la administracion de TARc. Estos hallazgos son
consistentes con los resultados del presente estudio, en el cual se observo un incremento en la
infeccion por VPH durante el seguimiento, alcanzando un 28.6% a los 3 meses y un 53.3% a los
6 meses, a pesar de una adecuada reconstitucion inmunoldgica y supresion viroldgica. Existen
varias posibles explicaciones para este fendmeno. Por un lado, se ha planteado la hipdtesis de
una falla irreversible en la inmunidad especifica contra el VPH en etapas tempranas de la
infeccion por VIH (Pérez-Gonzalez y cols., 2022; Johnson y cols., 2020). Por otro lado, podria
ser un epifendémeno de la reconstitucion inmunologica en PVV que comienzan la TARc, es
decir, un efecto secundario transitorio relacionado con el proceso de recuperacion inmunologica

(Riddel y cols., 2022; Giuliani y cols., 2021; Verma y cols., 2017).
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Es interesante observar que, de acuerdo con la investigacion previa de Castillejos-Garcia y cols.,
(2018), que también fue llevada a cabo por el mismo equipo de investigacion y se centr6 en una
cohorte de personas viviendo con VIH en México, en el presente estudio se identificé con mayor
frecuencia la presencia del genotipo VPH-18 en la visita basal. Estos resultados difieren de la
mayoria de los estudios epidemiologicos que han reportado al VPH-16 como el genotipo
oncogénico mas frecuente (Rollo y cols., 2021; Méndez-Martinez y cols., 2020; Blas y cols.,
2015). La variabilidad en los genotipos del VPH detectados puede estar influenciada por
diversos factores, como las caracteristicas de la poblacién estudiada, la presencia de

coinfecciones, entre otros (Giuliani y cols., 2021).

En relacion con lo anterior, un estudio realizado en Portugal (Goncalves y cols., 2020) reportd
VPH-58 como el genotipo de VPH-AR mas frecuente (13.7%) mientras que VPH-16 y VPH-18
se encontraron en una minima proporcion (1.6% cada uno); de forma similar en Tailandia
Chuerduangphui y cols., (2018) reportan 37.5% de VPH-58, 6.3% de VPH-18 y ningln caso de
VPH-16, lo que sugiere que la infecciébn por genotipos especificos de VPH puede estar

relacionada con la poblacion estudiada, las variaciones geograficas y regionales.

En la presente investigacion, la relativa alta incidencia de VPH-AR (19%) a los 3 meses es
consistente con lo observado por Castillejos-Garcia y cols., en 2018 (22%) en una poblacion
mexicana de PVV, sin embargo, estos resultados contrastan con la baja incidencia de genotipos
oncogénicos (3.1 % y 4.6%) reportado en individuos sanos (Kreimer y cols., 2013; Beachler y

cols., 2015), lo que sugiere que la infeccion por VIH puede representar un factor de riesgo para
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la presencia de nuevas infecciones por VPH (Giuliani y cols., 2020; King y cols., 2016; Mooij

y cols., 2014).

La alta incidencia de infeccién por VPH-AR, particularmente el genotipo VPH-16, encontrada
a los 6 meses (40% y 26.6%, respectivamente), es de relevancia debido a que el VPH-16 es el
genotipo mas comunmente asociado con el desarrollo de cancer en PVV (Méndez-Martinez y
cols., 2020). Ademas, se sabe que el VPH-16 puede persistir durante al menos 5 afios en
aproximadamente un tercio de los individuos, segun el estudio realizado por D’Souza y cols.
(2020). Esto resalta la importancia de realizar un seguimiento a largo plazo en estos individuos,
con el fin de determinar si la infeccion se aclara o persiste. Estos hallazgos subrayan la necesidad
de incluir medidas de prevencion primaria, como la vacunacion contra el VPH, en personas que
viven con VIH. La vacunacién contra el VPH ha demostrado ser efectiva, altamente
inmunogénica y segura en PVV, seglin metaanalisis recientes (Zizza y cols., 2021; Zhan y cols.,
2019). La vacunacion contra el VPH puede ayudar a prevenir la adquisicion de nuevas
infecciones por los genotipos de VPH oncogénicos, incluido el VPH-16, y reducir la carga de
enfermedades asociadas en PVV. Es importante promover y facilitar el acceso a la vacunacion
contra el VPH en esta poblacion como parte de las estrategias integrales de prevencion y manejo

de la infeccion por VPH en personas que viven con VIH (Lazcano-Ponce y cols., 2018).

Es interesante destacar el hallazgo de un incremento en la proporcion de VPH-16 y una
disminuciéon de VPH-18 en las visitas a los 3 y 6 meses, lo cual podria indicar una infeccion
transitoria, la exposicion a nuevas infecciones o incluso la reactivacion de una infeccion latente,

como lo sugieren diversos autores (Wierzbicka y cols., 2021, Giuliani y cols., 2020; Mboumba
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y cols., 2019). La posibilidad de una infeccion transitoria es plausible, ya que el sistema
inmunologico de las personas que viven con el VIH puede experimentar fluctuaciones y
variaciones en su respuesta a las infecciones virales, incluido el VPH. Ademas, la exposicion

continua a nuevas cepas de VPH puede dar lugar a la adquisicion de genotipos diferentes.

Otra explicacion podria ser la reactivacion de una infeccion latente por el VPH, donde el virus
puede permanecer en estado latente en células infectadas sin manifestar sintomas clinicos. La
reactivacion puede ocurrir debido a cambios en el sistema inmunolédgico, factores ambientales
u otros factores desencadenantes. Varios estudios, como los mencionados de Wierzbicka y cols.
en 2021, Giuliani y cols. en 2020 y Parisi y cols. en 2019, han sugerido la posibilidad de

reactivacion de infecciones latentes por VPH en personas viviendo con el VIH.

La presencia de una variedad de genotipos de VPH-AR vy la variabilidad en su frecuencia en
esta cohorte de individuos son temas que merecen una investigacion futura mas detallada.
Estudiar la dindmica de los genotipos de VPH-AR a lo largo del tiempo en personas viviendo
con el VIH puede proporcionar informacidon importante sobre los factores que influyen en la

persistencia, la reactivacion y la adquisicion de nuevas infecciones por VPH.

A pesar de la alta incidencia observada en este estudio, la persistencia general de la infeccion
bucal y orofaringea de VPH a los 3 y 6 meses fue baja (4.8 y 6.6%, respectivamente). Ademas,
no se identificaron infecciones persistentes por VPH-AR durante el seguimiento. Estos
resultados difieren de los reportados por Riddel y cols. (2022), quienes observaron una

persistencia general de la infeccion por VPH (26%) y VPH-AR (4%) en personas viviendo con
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VIH. Una posible explicacion para estas diferencias podria ser el tamano de la muestra, ya que
Riddel y cols. incluyeron a un mayor niimero de participantes (n=245) en su estudio. Ademas,
los intervalos de recoleccion de muestras fueron més cortos (3-4 meses) en su estudio, mientras
que el seguimiento fue mas prolongado (2 afios). La duraciéon del seguimiento y la frecuencia
de recoleccion de muestras son factores importantes a considerar al evaluar la persistencia de la
infeccion por VPH. Un seguimiento mas largo y un intervalo de recoleccion de muestras mas
corto pueden proporcionar una visidon mas precisa de la persistencia de la infeccion a lo largo

del tiempo.

Segun el estudio de D’Souza y cols. (2020) los altos niveles de carga viral de VPH se han
asociado con una mayor persistencia de la infeccion y una disminucion en su resolucion; sin
embargo, en el presente estudio no se realizd la cuantificacion de la carga viral de VPH, lo que
impide establecer con certeza la relacion entre la carga viral y la persistencia de la infeccion. La
falta de esta informacion limita nuestra capacidad para comprender completamente los factores

asociados con la persistencia de la infeccion por VPH en la poblacién estudiada.

Riddel y cols., (2022) reportan que la resolucion de la infeccion por VPH en mucosa bucal y
orofaringea es mas lenta y sucede en menor proporciéon en PVV (57% en 473 dias) en
comparacion con la poblacion general (97% en 97 dias), en concordancia con otros estudios
(D’Souza y cols., 2020; Beachler y cols., 2015; Beachler y cols., 2013). La resolucién de
infeccion por VPH a los 6 meses en este estudio es relativamente baja (26.7%) y similar a lo
reportado por Fakhry y cols., en 2010 (22%), sin embargo, estos resultados pueden guardar

relacion con el corto periodo de seguimiento de la investigacion, ya que la mayoria de las
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infecciones por VPH resuelven en aproximadamente 1.4 anos (D’Souza y cols., 2020) por lo

cual seria conveniente realizar un seguimiento a largo plazo.

Es interesante mencionar las asociaciones encontradas en estudios previos entre la infeccion por
VPH en mucosa bucal y orofaringea de PVV, y caracteristicas clinicas y demograficas
especificas (Riddel y cols., 2022; Herndndez y cols., 2021; Goncalves y cols., 2020; Verma y
cols., 2017). En el estudio de Méndez-Martinez y cols., (2020) se encontrd una asociacion entre
la prevalencia de la infeccidon bucal por VPH-AR y recuentos bajos de linfocitos T CD4+ (201-
499 cél/mm?) y una duracion corta de TARc (<0.65 afios); a pesar de que en el presente estudio
no se encontrd asociacion con esas variables, los niveles de linfocitos T CD4+ tanto en la visita
basal como durante el seguimiento oscilaban en esta categoria (231 y 389 cél/mm’,

respectivamente) y los sujetos tenian un inicio reciente de la TARc.

Se ha sugerido la posible interaccion sinérgica de la infeccion por VIH y el tabaquismo, que se
traduce en un mayor riesgo de infeccion por VPH (Alli y cols., 2020). Aunque no se encontrd
una asociacion significativa, es importante mencionar que la mayoria de los individuos con
infeccion por VPH en el estudio eran fumadores (76.5%). Adicionalmente, algunos autores
reportan que entre las PVV fumadoras (15.4 paquetes de cigarro/ano) existe hasta 3.5 mas
probabilidades de presentar un tipo de VPH-AR en comparacion con PVV que nunca han
fumado (Alli y cols., 2020; Gaester y cols., 2014). Esto sugiere que el dafio inmunoldgico
asociado con el VIH y las alteraciones del microbioma oral causadas por el mismo podrian

potenciar los efectos inmunosupresores sistémicos y locales del tabaco.
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Adicionalmente, un estudio in vitro en lineas celulares de neoplasias intraepiteliales cervicales
(VPH-16) report6 que el tabaco se asocia con un aumento en el nimero de copias del genoma
del VPH y promueve la interaccion de los genomas virales en las células infectadas (Wei y cols.,
2014). Esto da lugar a la inhibicién de la funcion de p53 y pRb mediada por las proteinas
oncogénicas del VPH (E6 y E7), lo que resulta en acumulacion de inestabilidad cromosomica y
pérdida de control del ciclo celular; por ultimo, la inmortalizacion inducida por el VPH y el
dafio del ADN asociado con el tabaco pueden, en conjunto, desencadenar el proceso
carcinogénico (Shigeishi y cols., 2021; Wei y cols., 2014). Por lo anterior, es posible que las
infecciones por VPH-AR persistentes en asociacion con el tabaquismo contribuyan con el
desarrollo de cancer de cavidad bucal y orofaringe (Alli y cols., 2020;), sin embargo, se

requieren estudios especificos en esta region anatdmica que permitan establecer esta asociacion.

Limitaciones. Una de las principales limitaciones del presente estudio fue el tamafio
relativamente pequeio de la muestra estudiada, asi como la pérdida de individuos durante el
seguimiento, lo que imposibilitd la obtencion de datos completos sobre el curso clinico de la
infeccion por VPH y su historia natural en mucosa bucal y orofaringea de PVV posterior a la
administraciéon de TARc. De igual manera, la falta de un grupo control de individuos sin
infeccion por VIH/SIDA no permitid la comparacion de la infeccion por VPH en el contexto de
la inmunosupresion asociada al VIH/SIDA y la poblaciéon general. Por ultimo, el uso de
enjuague bucal como método de recoleccion de muestra tiene sus limitaciones. Aunque es
eficaz, seguro y confiable para obtener ADN, no permite la identificacion de la infeccién por
sitio especifico en la cavidad bucal y orofaringea. Esto significa que no se puede determinar con

certeza el origen exacto de las células positivas para VPH detectadas.
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7. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

El presente estudio longitudinal proporciona informacién valiosa sobre la infeccion bucal y
orofaringea por VPH-AR en personas que viven con VIH/SIDA en el contexto de la iniciacion
y administracion de la TARc. La relativa alta incidencia de VPH y VPH-AR observada en esta
investigacion podria suponer un riesgo en las PVV, por lo cual, son necesarios mas estudios
longitudinales que ayuden a dilucidar la historia natural de la infeccion oral por VPH sobre todo
en el contexto de la inmunosupresion asociada al VIH, asi como la persistencia de genotipos de
VPH-AR vy el riesgo del desarrollo de cancer de cabeza y cuello, especificamente orofaringeo,

en esta poblacion.

Los resultados respaldan la importancia de la vacunacion temprana contra el VPH en personas
que viven con VIH/SIDA para maximizar los beneficios de la prevencion. Ademads, se destaca
la necesidad de implementar sistemas de deteccion o tamizaje oral para la deteccion temprana
del cancer en estos pacientes. Es importante realizar un seguimiento regular de las PVV que
tienen infeccion por VPH-AR establecida, con el fin de identificar y tratar de manera oportuna

cualquier desarrollo o progresion de lesiones precancerosas o cancerosas.

En resumen, estos hallazgos subrayan la importancia de abordar la infecciéon por VPH en la
poblacion que vive con VIH/SIDA, tanto a través de la vacunacion preventiva como de la
implementacion de estrategias de deteccion temprana y seguimiento regular. Se necesitan mas
investigaciones para fortalecer la evidencia en esta area y desarrollar intervenciones especificas
que mejoren la salud bucal y orofaringea de las personas con VIH/SIDA en relacion con la

infeccion por VPH.
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Anexo 1. Clasificacion del VIH/SIDA, segun el CDC (Schneider y cols., 2008).

A B C

Conteo de linfocitos Infeccion aguda, Infeccion sintomatica  Procesos incluidos

CD4+ asintomatica o no A no C en la definicion de
LPG SIDA
> 500 células/pl Al B1 C1
200 a 499 células/pl A2 B2 C2
<200 células/pl A3 B3 C3

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana. SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. CDC: Centro
para el control de enfermedades. LPG: Linfadenopatia progresiva.

9. ANEXOS
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Anexo 2. Condiciones definitorias de SIDA, segtin el CDC (Schneider y cols., 2008).

1

N N D W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Infecciones bacterianas, multiples o recurrentes”

Candidiasis de bronquios, traquea o pulmones

Candidiasis esofagica’

Cancer de cuello uterino, invasivo®

Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar

Criptococosis extrapulmonar

Criptosporidiosis cronica intestinal (>1 mes de duracion)

Enfermedad por citomegalovirus (que no sea higado, bazo o ganglios), comienza a la edad >1
mes

Retinitis por citomegalovirus (con pérdida de vision)

Encefalopatia relacionada con el VIH

Herpes simple: tlceras cronicas o bronquitis, neumonitis o esofagitis (inicio a la edad >1 mes)
Histoplasmosis diseminada o extrapulmonar

Isosporiasis intestinal cronica (>1 mes de duracion)

Sarcoma de Kaposi'

Neumonia intersticial linfoide o complejo de hiperplasia linfoide pulmonar™’

Linfoma de Burkitt

Linfoma inmunoblastico

Linfoma primario del cerebro

Mycobacterium avium complex o Mycobacterium kansasii, diseminado o extrapulmonar’
Mycobacterium tuberculosis de cualquier sitio, pulmonar, ™ diseminado, ' o extrapulmonar’

Mycobacterium, otras especies o especies no identificadas, diseminadas’ o extrapulmonares’
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22 Neumonia por Pneumocystis jirovecci |

23 Neumonia recurrente’

24 Leucoencefalopatia multifocal progresiva

25 Septicemia por Salmonella, recurrente

26 Toxoplasmosis cerebral, inicio a la edad de >1 mes'

27 Sindrome de desgaste atribuido al VIH

*Solo entre nifios menores de 13 afios; 'Condicion que podria diagnosticarse presuntamente; $Solo entre adultos

y adolescentes mayores de 13 afios

Anexo 3. Clasificacion de lesiones bucales asociadas al VIH, por etiologia, segiin la OHARA

(Shiboski y cols., 2009).
Infecciones Infecciones Infecciones Condiciones .
P . . oy g Neoplasias
micoticas virales bacterianas idiopaticas
. . . . . . ., . . o, . EStomatitiS
Candidiasis Leucoplasia  Gingivitis/Periodontitis ; Sarcoma de
aftosa
pseudomembranosa vellosa ulcero-necrosante Kaposi
recurrente
Candidiasis Ulceracion Linfoma no
‘ LB-VPH .
eritematosa no especifica Hodgkin
o VHS labial e Carcinoma
Queilitis angular .
intrabucal escamocelular

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana. OHARA= Alianza de Investigacion Oral sobre el VIH/SIDA. LB-
VPH= Lesiones bucales asociadas al Virus del Papiloma Humano; VHS= Virus del Herpes Simple.
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Anexo 4. Carta de consentimiento informado (anverso).
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Casa ablecta of tempe :
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA m
Unidad Xochimiico 22,

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION
“Infeccion por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) en individuos infectados con
VIH/SIDA, antes y después del inicio de la Terapia Antirretroviral Combinada™
Y PARA EL ALMACENAMIENTO Y USO FUTURO DE MUESTRAS SIN USAR

Yo, que acudo a la Clinica de Patologia y Medicina
Bucal de la UAMX (CPMB-UAMX) en e Servicio de Patologia Bucal de
, con expediente en pleno uso de mis
facultades mentales, DECLARO que ) la Dra , me ha
informado que la UAM-X a través del Area de Ciencias Basicas del Departamento de Atencidn a la Salud, esta
realizando el proyecto de investigacion “Manifestaciones bucales en individuos infectados por el
VIH/SIDA, Estudio de incidencia™ dentro del cual se incluye el proyecto: “Infeccion por Virus del Papiloma
Humano de alto riesgo (VPH-AR) en individuos infectados con VIH/SIDA, antes y después del inicio de la
Terapia Antirretroviral Combinada™, que pretende obtener informacion sobre la frecuencia de la infeccion
por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo y su comportamiento en los pacientes con VIH/SIDA, el cual ha
sido previamente aprobado por el Comité de Etica de la UAM-Xochimilco.

Es de mi conocimiento que, en caso de acceder, mi seguimiento clinico en la CPMB-UAMX sera registrado en
una base de datos que posteriormente sera analizada, junto con la informacion de otros sujetos de investigacion.
Para ello, los médicos recabaran informacion de mi expediente clinico, se me realizara un examen minucioso de
mi nmucosa bucal y recolectaran células de mi mmcosa bucal para lo cual realizaré un enjuague; es posible que
presente algunas molestias por el uso del enjuague como ardor o desprendimiento superficial de la mucosa, se
me ha informado que estas molestias son minimas y pasajeras. y en caso de que persistan lo comunicaré al
médico. La recoleccion de la mmestra con el enjuague se realizara en la primera visita, a los 3 y 6 meses
después, por lo cual me comprometo a acudir a las citas que se me programen. En caso de que mi expediente
esté incompleto, accedo a que se me realice un interrogatorio adicional que incluya preguntas en relacion al uso
de medicamentos, y antecedentes de consumo de tabaco, alcohol y otras toxicomanias. Se me ha informado que
los investigadores haran de mi conocimiento los resultados obtenidos, y que tendré seguimiento durante 6 meses
posteriores al estudio para evaluar el estado de la infeccion en caso de que la presente. De igual manera, me
proporcionaran un folleto con informacion adicional sobre la infeccion por el Virus del Papiloma Humano, y
mis dudas seran aclaradas en caso de que las tenga.

Se me ha informado que no se realizara toma de frotis o biopsia de los tejidos bucales si no es parte de mi
tratamiento en la CPMB-UAM-X_ Entiendo que ninguna de mis mmestras se utilizara con fines de lucro, y que
cualquier investigacion en que se use mi nmestra debera ser aprobada por los Comité Cientificos y de Bioética
de las instituciones participantes. El estudio es altruista y voluntario, por lo que no obtendré ni ahora ni en el
futuro ningin beneficio econdémico, ni esta previsto compensarme por los resultados que se obtengan en esta
investigacion. El conocimiento obtenido gracias a los estudios de investigacion puede ayudar al avance médico
v, por ello, a otras personas.

Se me ha informado que mi participacion en este estudio no implica la administracion gratuita de
medicamentos, mismos que me seran indicados de acuerdo al criterio de los médicos, en caso de que sea
necesario. Se ha hecho de mi conocimiento que no existira ningin cargo por los procedimientos que se realicen
(frotis citologico, biopsia, estudio histopatologico y/o molecular) o por las consultas efectuadas, y obtendré un
reporte del resultado de la muestra que se haya tomado de mi nmmcosa bucal. El resto de las consultas o los
procedimientos relacionados con mi padecimiento de base y no relacionados con este estudio correran por mi

MAESTRIA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL
Calz. del Hueso 1100, Laboratorio H-109. Col. Villa Quietud, Coyoacan 04960, cdudad de México, México. Tel: 5483 7206.

Anexo 4. Carta de consentimiento informado (reverso).
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Casa abierta of empe i
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA m
Unidad Xochimilco 222,

cuenta de acuerdo a la clasificacion socioecondmica que se me ha asignado en

Cualquier pregunta o duda que tenga sobre mi enfermedad y tratamiento o acerca del estudio, puede ser
contestada por la Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra o por la Dra. Paulina Fernandez Duefias (teléfono: 5483-
7206). Se me ha garantizado que toda la informacion que se obtenga con este estudio, sera confidencial y se
consignara en el expediente correspondiente. No seré identificado en ninguna publicacién o presentacién que
provenga de este estudio.

SI ACEPTO NO ACEPTO FORMAR PARTE EN ESTE ESTUDIO. Sé que
puedo negamme a participar o suspender mi participacion en el momento que lo decida. En caso de que lo haga,
la atencion que como paciente recibo no se vera afectada.

SI ACEPTO NO ACEPTO EL ATMACENAMIENTO Y USO FUTURO DE
MUESTRAS SIN USAR al Laboratorio de Biologia Molecular de la Maestria en Patologia y Medicina Bucal de
la UAM-X, con la finalidad de avanzar en el conocimiento de la infeccion por VPH. La mmestra no generara
ningun beneficio econémico, y cualquier investigacion en la que se utilice mi muestra en el futuro debera estar
aprobada previamente por el Comité Cientifico y de Bioética. La donacion de mi muestra es voluntaria y en
cualquier momento puedo revocar el permiso, solicitando mi muestra (si hubiera) al correo electronico
iganaya@correo.xoc.uammx. Después de 5 afios de la toma de la mmestra, ésta sera destruida de acuerdo a la
NOM-037-SSA3-2016.

He leido la informacién anterior y comprendo los propdsitos del uso de mis muestras bioldgicas, asi como los
beneficios y riesgos potenciales de mi participacion como sujeto de estudio. He tenido la oportunidad de
preguntar mis dudas y todas han sido aclaradas. Se me ha proporcionado una copia de esta forma de

consentimiento, en la Ciudad de México. a los dias del mes de del 2018.
Nombre del sujeto de investigacion: firma:
Direccion: Teléfono:

Cotreo electronico:

Nombre del testigo: firma:
Nombre del testigo: firma:
Responsable de la CPMB-UAMX: firma:

Aviso de privacidad simplificado: La Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la UAM-Xochimilco, con domicilio en Calzada del
Hueso 1100, Laboratorio H-109, Colonia Villa Quietud, Delegacion Coyoacan, CP 04960, CDMX, México, es responsable del debido
tratamiento y proteccion de los datos personales que nos proporcione (nombre, edad, sexo, direccion, teléfono, correo electronico,
datos clinicos y diagnostico). Los datos personales seran utilizados para proporcionar un diagnostico oportuno y de calidad, asi como
integrar un expediente. Estos datos son considerados sensibles, por lo que no podran ser tratados sin su consentimiento expreso y por
escrito, de conformidad con lo sefalado en los articulos 7, 21 y 22 de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion
de Sujetos Oblizados. No se dara watamiento a estos datos para finalidades distintas apuntadas en este Aviso de Privacidad La
Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la UAM-X no vendera, cedera ni transferira la informacion recabada salvo cuando el
usuario lo autorice expresaments, sea requerido por la ley, decreto o resolucion administrativa, sea en cumplimiento de una resolucion
judicial. Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de oponerse al tratamiento de los mismos
o revocar el consentimiento que para tal fin nos haya otorgado, a traves de los procedimientos que hemos implementado.

MAESTRIA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL
Calz. del Hueso 1100, Laboratorio H-109. Col. Villa Quietud, Coyoacan 04960, ciudad de Mexico, México. Tel: 5483 7206.

Anexo 5. Folleto informativo sobre VPH (anverso).
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Diagnéstico y prevencion

Si presentas alguna lesiéon en la cavidad
bucal acude al Servicio de Patologia Bucal,
ahi los médicos especialistas podran hacer
una revision ¢ informarte de manera
adecuada.

Recuerda...

= A pesar de que no presentes lesiones es
importante que acudas a citas de
revision cada 3 o 6 meses.

= Practica sexo seguro. Usa barreras de
proteccion como condén al tener

relaciones sexuales.

)
=

Contacto

Maestria en Patologia y Medicina Bucal
UAM Unidad Xochimilco

Avenida Calzada del Hueso N° 1100,
Col. Villa Quietud Del. Coyoacan,
C.P. 04960, Ciudad de México.
Teléfono: 54 83 72 06

C.D. Paulina Fernandez Duefias
Correo electrénico:
paulinafernandezduenas@hotmail.com

Anexo 5. Folleto informativo sobre VPH (reverso).

)
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Casa abierta al tiempo E

Virus del Papiloma
Humano
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(Qué es el VPH?

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) son
un grupo de virus que afectan a la piel o las
superficies humedas (mucosas).

Existen més de 200 tipos diferentes de VPH

y se clasifican en:

VPH de bajo riesgo

Son los mas frecuentes y son muy comunes.
Estos virus pueden causar diferentes tipos de
lesiones como verrugas, papilomas o
condilomas en la piel, los genitales, el ano y
la boca. Su comportamiento es benigno y no
representan ninglin riesgo.

Los més frecuentes son el VPH-6, 11, 13 y
32.

VPH de alto riesgo

Son menos frecuentes y no producen
verrugas. En el 2% de los portadores se ha
asociado con el desarrollo de lesiones
precancerosas y cancer, particularmente en
cuello uterino. El sistema de defensa del
organismo es capaz de luchar contra este
virus en la mayor parte de los casos, por lo

que generalmente no se requiere tratamiento.

La infeccion por VPH de alto riesgo en la
boca no ha demostrado ser un factor de
riesgo para el cancer bucal, sin embargo, se
estd estudiando en qué frecuencia se
encuentra en la boca, y cuanto tarda en

desaparecer.

(Como se transmite?

De diversas formas. Pueden transmitirse por
via sexual, pero también se ha observado
que puede ser a través del contacto directo
con las propias lesiones (autoinoculacién), y
todavia no se ha establecido si se transmite
por contacto con objetos.

{IMPORTANTE!

En ocasiones el Virus del Papiloma
Humano puede estar presente sin que se
presenten lesiones clinicas, lo que se conoce
como infeccién subclinica.

VPH en individuos con
VIH/SIDA

En individuos con VIH/SIDA se ha visto un
aumento en la frecuencia de la infeccion
bucal por VPH en comparacién con la
poblacién en general, con frecuencias que
varian entre 4% y 57%, esto se debe a la
inmunosupresion asociada al VIH/SIDA.

Anexo 6. Consentimiento informado para toma, uso y divulgacion de fotografias clinicas.
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Umigad Xochimidco e

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZACION DE PROCEDIMIENTO

Por esta medio, vo, que zcudo a la Clinica de Patologia v
Medicina Bucal de la UANM-X (CPMB-UAND) en el Samicio de

. con expediente en pleno uso de mis facultades
mentales, DECLARO gque lz Dra ezpecialista en

Patologia ¥ \iedmahxﬂmehamlxadoamphmmmqmmddiagﬂsﬁcoymﬁmmodethum
que presanto en la mucosa bucal con diagndstico (z) presuntivo (s) .
ex conveniente recibir el siguiente procedimiento meédico . El procedimiento
mencionado tendra como beneficio principal lz obtencion del diagnostico definitivo de lz condicion que
presento en la mucosa bucal, asi como para dirigir el mejor ratamiento pozible. En ocasiones, el procedimiento
puede ser parte del tratamiento de la condicion, al eliminarla por completo de lz mucosa bucal; de zer asi, el
médico me informara de este beneficio adicional.

En un lenguzje claro y sancillo, quehecom;n‘end)do semehanexphcadolosnesgosquetodoactomedlco
diagnostico o terapéutico, sea qUINUEIco © no quirirgico lleva implicito, as; como las complicacionss mayores
omenocesquepuedenmgnenocasmnapmalmemesenos quereqmemenpmcedmemosxo
tratamiento: complementarios médicos o quinurgicos. La biopsziz de la mucosa bucal puede ocasionar ligero
dolor v sa.ngrado que seran conwolado: a través de medidas locales, v de loz medicamentos que me zean
indicados despuss del procadimiento.

szblénsemehammcwnadoqued:chascomphcac:onespuedenserdern’aﬂasdnmedelapmpu
mcnmperoouasdependerxndennemdopzm*xo delostratmemosqueestmredbuendoodeposﬂ:les
anomalias  anatomicas yo de la utlizacion del equipo meédico, dentro de las que 3
inchryen:

Se me ha permitido realizar todas las observaciones y se me han aclarado todas las dudas que he planteado. Por
ello, manifiesto mi satisfaccion con la informacion recibida, v comprendo el zlcance v los riesgos del acto
medico y en tzles condiciones CONSIENTO () o NO CONSIENTO () 2 que 32 me realice el procedimiento
. Autorizo al parsonal médico de la CPNEB-UANY para que ztienda las contingsncias v
urgencias derivadas del acto autorizado, atendiendo al principio de Llibertad prescriptiva.

Me ha quedado claro que en cualquier momento v sin necesidad de dar ninguna explicacion puedo
revocar el conzentimiento que ahora otorgo.

Ciudad de México, aloz dias del mes: da de201__

Nombre del paciente:

Nombre del testigo:

Nombre del testizo:

AN

Responszble de la CPME-UANCK

MAESTRIA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL
Calz. del Hucso 1100, Labaratarso H-109. Cal. Vills Quictud, Coyazcin (4560, cindad de Miéxicn, Mibceco. Tel: 5433 7206,

s =y ——— e e n e e g ——— iy — R

Anexo 7. Consentimiento informado para realizacion de procedimiento.
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Anexo 8. Ficha de recoleccion de datos (anverso).

Anexo. Ficha de recoleccion de datos (anverso).
“Infeccion por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) en individuos infectados con VIH/SIDA, antes v después
del inicio de la terapia antirretroviral combinada™

Datos demograficos

ID.___ Expediente: Nombre: Edad: Sexo: Fechademac:(___/__/__ )
Lugar de nac: Residencia: Ocupacion: Edo civil: Escolaridad:

Datos clinicos

Fecha de Dx VIH/SIDA:(___/__ /) Cat Trans: Sx miciales: Sx basales:

Ant. LB: TxLB: CD4 Nadir: CDC: Enf sist:

Tx:

Consumeo de tabace SiCdNoO Ex[]

Si: E.immicio:_ C/dia:___ C/semana:_ C/mes:_ C/afo:___ Totali_

Ex:E.inicio:_____E. mtemxpcxon Cldia: C sem: C ‘mes: C afo:___ Total:___

Consumo de alcohol 50 No[J Ex[J (Cerveza y pulque 330 m: *vino 125 ml: *tequila, ron. licor, mezcal whisky, vodka. brandy 30 ml)
Si: E. inicio: Tipo de bebida: Uldia:____ Ul/semana: _ U/mes:_ U/ado:__ Totali____

Ex: E. inicio: Tipo de bebida: E interrupcion:_ U/dia;_ Ulsem:_ U/mes:_ Ulato____ Total:__

Otras toxicomanias:

Visita basal

Fecha:(___/__ /)
Virgena cART  Si[d No[J Fecha de inicio:(___/__ /) Tipo de cART:
Fechasusp: (___/__ /) Motivo:

Fecha:(__/__ /) CD4+: CD8+: CcV:

Fecha:(___/___/__)Hb: Leuc tot: Linf tot: Plaq: Alb: VDRL: FTA-ABS:
Otros medicamentos:

Vac. VPH: Si[ONo [0 Fecha: (___/___/__ ) Esquema: No. de aplicacion:
Lesiones bucales

Lesion: Localizacion: Notas:

Lesion: Localizacion: Notas:

Cuant ADN: B-zlobina: Pos [0 Neg 0 VPH-16:Pos [J Neg [0 VPH-18:Pos[] Nez (O

Visita de seguimiento 1 (3 meses)

Fecha:(___/__ /)

Tipo de cART: Fechadeiniciol(___/__/ )Fechasusp:(___/__ /__ ) Motivo:
Fecha:(___/__ /) CD4+: CD8+: cV:

Fecha:(__/__/__ )Hb: Leuc tot: Linf tot: Plaq: Alb: VDRL: FTA-ABS:
Otros medicamentos:

Vac. VPH: Si[ONo [0 Fecha: (___/___/__ ) Esquema: No. de aplicacion:
Notas:

Lesiones bucales

Lesion: Localizacion: Notas:
Lasion: Localizacion: Notas:
Cuant ADN: B-globina: Pos [0 Neg 0 VPH-16:Pos [J Neg [0 VPH-18:Pos[] Nez (O

Visita de seguimiento 2 (6 meses)

Fecha:(___/__ /)

Tipo de cART: Fechadeinmiciol(___/_/ )Fechasusp:(___/__ /) Motvo:
Fecha:(___/__ /) CD4+: CD8+: v

Fecha:(__/__/__ ) Hb: Leuc tot: Linf tot: Plaq: Alb: VDRL: FTA-ABS:
Otros medicamentos:

Vac. VPH: Si[ONo [0 Fecha: (___/___/__ ) Esquema: No. de aplicacion:
Notas:

Lesiones bucales

Lesion: Localizacion: Notas:
Lesion: Localizacion: Notas:
Cuant ADN: B-zlobina: Pos [ Neg [0 VPH-16:Pos 0 Neg [0 VPH-18:Pos[] Neg O
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Anexo 8. Ficha de recoleccion de datos (reverso).

Anexo. Ficha de recoleccion de datos (reverso).
“Infeccion por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) en individuos infectados con VIH/SIDA, antes v despueés
del inicio de la terapia antirretroviral combinada™

Codigos:

LESIONES BUCALES
1 | Queilitis descamativa
2 | Queilitis angular
3 | Candidosis pseudomembranosa
4 | Candidosis eritematosa
§ | Sarcoma de Eaposi
6 | Herpes simple labial
7 | Herpes simple intrabucal
8 | Leucoplasia vellosa
0 | Ulceras recurrentes mayoras
10 | Ulceras recurrentes menoras
11 | Ulceras recurrentes herpenformes
12 | LB-VPH (especificar en notas)
13 | PUN
14 | Secundansmo sifilitico (especificar en notas)
15 | Otras (especificar en notas)
LOCALIZACION DE LESIONES BUCALES
Superior | Inferior | Derecha | Izquierda | Anterior | Posterior
S I D Izq A P
1 Labio externo
2 Area bermellon
3 Comisura labial
4 Mucosa labial
5 Surco bucal
6 Mucosa bucal
7 Frenillo labial
8 Paladar duro
9 Paladar blando
10 Amigdala
11 Base de dorso lingual
12 Dorso lingual tercio medio
13 Punta de la lenzua
14 Borde lateral lingual
15 Superficie ventral lingual
16 Piso de boca
7 Frenillo lingual
18 Surco lingual
19 Encia libre
20 Encia adherida
21 Proceso alveolar




Anexo 9. Orden sistematico para la exploracion bucal (Ramirez-Amador y cols., 1986).

“Infeccion por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) en individuos infectados con
VIH/SIDA., antes y después del inicio de la Terapia Antirretroviral Combinada™

Anexo. Orden sistematico para la exploracion bucal (Ramirez-Amador y cols. 1986).

Parte del labio cubierta por piel limitada en la parte supenor por el
1 Labio externo, superior e inferior surco nasolabial, a los lados por los surcos nasogenianos y en la parte
inferior por el surco labio-mentomano
) Areal Ilén, ior e inferior Area de color rojo que se encuenl:; la.elntre el labio externo y la nmcosa
. . . Area de muicosa bucal que se extiende aproximadamente 1.5 cm
3 | Conusuras labiales, derecha e izquierda distalmente del angulo de la boca
Area rectangular que se extiende del borde bermellon a 1 cm de la parte
4 Mucosa labial, superior e inferior mas profunda del surco bucal y lateralmente a una linea trazada
verticalmente de los angulos de la boca
Area comprendida entre la linea nmcogingival a una linea imaginaria
5 Surco bucal, superior e inferior que corre paralela y que se encuentra ubicada a 1 cm de la nmicosa
bucal
. Parte interna de los carmillos limntada por los surcos bucales supenor e
6 Macosa bucal, derecha e izquierda inferior y anteriormente por la nmicosa labial
. : o Banda continua de tejido blando localizada en la linea media que une a
7 Frexillo Inbsal, superior ¢ imfevior la nmicosa labial con la mucosa alveolar
Area tnangular comprendida entre el proceso alveolar supenor y la
8 Paladar duro umién del paladar duro y blando
Area limitada en su parte anterior por la umon con el paladar duro y en
9 Paladar blando la parte posterior con los pilares anteriores amigdalinos mcluyendo la
uvula
10 Amigdalas . ‘ '
11 Base del dorso de la lengua firea rectangular postenor a a ¥ Iingualy entre los dos pilares
. . Area tnangular posterior a la punta de la lengua, limitada atras por el
2 g
12 Lengua tercio medio surco terminal vy a los lados por los bordes laterales
Area circular con un radio de aproximadamente 1 cm ubicado en la
13 Punta de la lengua parte anterior de Ia mi
, - Area rectangular que empieza postenor a la punta de la lengua, se
14 | Bordes laterales, derecho e izquierdo extiende atras y cubre 1 cm del borde dorsal y ventral de la lengua
s . . Superficie infenor de la lengua, linmtada lateralmente por los bordes de
1 Supesficic venial de I lengm la lengua e infeniormente por el piso de la boca
Area tnangular cuyo vértice esta localizado en el fremllo y cuya base
16 Piso de boca, frontal esta formada por el area comprendida por las caras distales de los
caninos inferiores
17 | Piso de boca, lateral derecho e 1zquerdo Areas tnangulares al area frontal
. Banda continua de tejido blando localizada en la linea media y que une
18 Frenillo lingual a la parte ventral de la lensua con el piso de la boca
19 Surco lingual Se encuentra entre la linea mmcogingival Iimgual y el piso de la boca
20 Encia lib Parte de encia coronana no insertada que rodea al diente a modo de
- 1a aore manguito y forma el surco gingival
. . Linutada por la umion mucogingival y por la linea del surco gmgival
21 Encia adherida libre v puede presentar um ancho variable
. Proceso alveolar ior Reborde oseo en forma de herradura, suavemente convexo, no presenta
= Supen! dientes v esta cubierto por mucosa
23 Pr alveolar inferior Reborde oseo en forma de herradura, convexo, no presenta dientes y
esta cublerto por mucosa
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Anexo 10. Cuantificacion y relacidon de pureza del ADN

Concentracion de ADN ng/ul Relacion 260/280 Relacion 260/230
ID Basal 3m 6 m Basal 3m 6m Basal 3m 6 m
01 612.0 395.2 * 1.82 1.88 * 1.64 1.96 *

02 | 1100.1 129.6 120.6 1.84 1.99 1.83 1.59 2.60 0.96
03 | 628.2 676.3 379.6 1.85 1.81 1.86 1.69 1.79 1.95
04 | 2260.1 * * 1.83 * * 1.72 * *

05 | 3300.0 * * 1.86 * * 1.85 * *

06 | 1920.1 1471.9 582.6 1.86 1.87 1.87 1.86 2.06 1.93
07 | 157.0 375.4 343.8 1.84 1.89 1.87 1.24 2.30 1.60
08 | 384.0 553.7 310.1 1.84 1.76 1.95 1.45 1.31 1.29
09 | 4580.1 1668.2 448.5 1.77 1.94 1.82 1.58 1.68 1.54

10 | 11940.0 * * 1.82 * * 1.71 * *
11| 130.0 * * 1.81 * * 1.15 * *
12 | 104.9 * * 1.86 * * 0.84 * *
13| 12164 * * 1.82 * * 1.70 * *
14 | 3632.3 * * 1.86 * * 2.02 * *
15| 3059.3 * * 1.84 * * 1.82 * *
16 | 26443 2204 549.1 1.81 1.85 1.87 1.78 1.42 1.84
17| 324.0 * * 1.67 * * 1.01 * *
18 | 3418.2 * * 1.86 * * 1.99 * *
19 | 2626.5 * * 1.81 * * 1.89 * *
20| 561.3 * * 1.81 * * 1.22 * *
21| 960.8 * * 1.77 * * 1.43 * *
22 | 2066.4 1008.0 218.8 1.42 1.85 1.85 0.94 1.70 1.61
23 | 1568.2 * * 1.85 * * 1.35 * *
24| 646.2 * * 1.83 * * 1.76 * *
25| 4573 * * 1.85 * * 1.75 * *
26 | 608.7 752.8 577.4 1.86 1.86 1.85 1.94 1.99 1.84
27| 9822 * * 1.82 * * 1.49 * *
28 | 475.7 * * 1.87 * * 1.95 * *
29| 3313 * * 1.89 * * 2.47 * *
30 | 7359 * * 2.08 * * 1.23 * *
31| 3113.3 3358 477.6 1.93 1.62 1.89 1.84 1.63 2.16
32 | 10429 * * 1.86 * * 1.99 * *
33| 241.6 617.4 * 1.89 1.85 * 2.29 1.33 *

34| 604.3 929.0 878.9 1.83 1.82 242 1.74 1.49 1.96
35| 7134 431.4 330.4 1.90 1.88 1.89 1.69 1.85 2.16
36 | 2053 260.9 186.9 1.88 1.91 1.93 1.99 1.86 2.67

37| 7422 * * 1.87 * * 2.23 * *
38| 186.6  1139.1 409.4 1.92 1.81 1.89 232 1.48 1.87
39| 550.9 * * 1.78 * * 1.48 * *
40 | 980.3 * * 1.85 * * 1.93 * *

ADN= Acido desoxirribonucleico; ng= nanogramos; pl= microlitro; * Pacientes que se perdieron durante el
seguimiento, de los cuales no se obtuvieron mas datos.
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Anexo 10. Cuantificacion y relacion de pureza del ADN (Continuacion).

Concentracion de ADN ng/pl Relacion 260/280 Relacion 260/230
ID Basal 3m 6 m Basal 3m 6m Basal 3m 6 m
41 | 546.3 1574.5 * 1.85 1.80 * 1.80 1.30 *
42 | 2014.6 905.4 * 1.76 1.81 * 1.30 1.59 *
43 | 1075.0 756.6 4495 1.85 1.76 1.83 1.95 1.20 1.56
44 | 380.4 * * 1.79 * * 1.38 * *
45| 401.7 901.7 * 1.87 1.86 * 1.65 1.98 *
46 | 225.6 396.1 * 1.67 1.83 * 0.88 1.53 *
47| 1207.5 * * 1.82 * * 1.47 * *
48 | 984.5 * * 1.74 * * 1.09 * *
49 | 1878.5 * * 1.96 * * 1.31 * *
50| 136.3 * * 1.89 * * 1.36 * *
51| 681.0 * * 1.79 * * 1.35 * *
52| 516.8 * * 1.83 * * 1.51 * *
53] 1014 * * 1.83 * * 0.99 * *
54| 1117.2 * * 1.79 * * 1.30 * *
55| 17125 * * 1.61 * * 0.87 * *

ADN= Acido desoxirribonucleico; ng= nanogramos; pl= microlitro; * Pacientes que se perdieron durante el

seguimiento, de los cuales no se obtuvieron mas datos.
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Anexo 11. Definicioén operacional de las variables.

Dependiente

Infeccion y tipo de VPH-AR

Independiente
Edad

Sexo

Categoria de transmision VIH

Tipo de TARc

Tiempo de infeccion
VIH/SIDA

CDC

Consumo de tabaco
Consumo de alcohol
Linfocitos CD4+
CV-VIH

Leucocitos totales
Linfocitos totales
Plaquetas

VDRL

Vacuna VPH

MB-VIH

Tipo

Categorica y nominal

Cuantitativa y continua

Categorica y dicotdmica

Categorica y dicotdmica

Cualitativa y categorica

Cuantitativa y continua

Categorica y ordinal
Categorica
Categorica

Cuantitativa y continua
Cuantitativa y continua
Cuantitativa y continua
Cuantitativa y continua
Cuantitativa y continua
Categorica y dicotdmica

Categorica y dicotdmica

Cualitativa

Operacionalizacion

Presencia o ausencia
VPH-16, VPH-18 y/u otro, en la
visita basal y en las subsecuentes

Anos cumplidos en visita basal

Hombre/Mujer

HSH/Heterosexual

Familia de antirretroviral
administrado (ITINN+2ITIN,

2ITINAHI, 2ITIN+HII+IFC)

Dias desde el  diagnostico
VIH/SIDA hasta la inclusion en el
estudio

SIDA/NO SIDA
Si/No
Si/No
No. de células/pl

No. de copias virales/ml
Logio copias/ml

No. de células en miles/pl
No. de células por pl

No. de células en miles/pl
Positivo/Negativo

Si/No

Ulceras recurrentes, leucoplasia
vellosa, LB-VPH, candidiasis bucal,
secundarismo sifilitico, sarcoma de
Kaposi bucal
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Anexo 12. Presentacion oral en el 5° Congreso Internacional de la AMPMB, Colegio. Ledn,

Gto., 2018.

A: Paulina Fernandez Duefias, Gabriela Anaya Saavedra, Marcos Agustin Mufiiz
T Lino, Itzel Castillejos Garcia, Florentino Badial Hernandez, Velia Aydeé Ramirez
Congresa ’ ' ; a T
— - - Amador.
Internacional 2 e
A~ - Por la presentacién del trabajo cuyo titulo es: Prevalencia de infeccién por VPH de alto
e la AMPMB riesgo en individuos con infeccion por VIH/SIDA, antes de la terapia

antirretroviral combinada.

~Porsu participacion en el 7° Congreso

Internacional de la AMPMB Colegio realizado
7@ " onla ENES Le6n del 3 al 6 de octubre del 2018

Valor curricular 20 horas crédito

| ofudTN

Dra. Saray Aranda Romo Dr. Gerardo Meza Garcia Dra. Laura Susana Acosta Torres
Presidente AMPMB Presidente COMPYMB Directora UNAM ENES Ledn
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Anexo 13. Presentacion de poster en la 10" IAS Conference on HIV Science. CDMX, 2019.

TUPEB182

High risk human papillomavirus oral infection in people
with HIV/AIDS, before and after combined antiretroviral
therapy initiation

P.Fernandez-Duefas’, G. Anaya-Saavedra’, M. Mufiiz-Lina’,

F. Badial-Hernandez?, V. Ramirez-Amador

Universidad Auténoma Metropolitana - Xochimilco, Oral Pathology
and Oral Medicine Postgroduate Progrom, Mexico City, Mexico, “Clinica
Especializado Condeso Iztapalapo, Mexico City, Mexico

BACKGROUND: The incidence of oral and oropharyngeal high risk hu-
man papillomavirus (HR-HPV) infection has increased among HIV/AIDS
patients in the post-cART (combinated antiretroviral therapy) era; it has
been also described a higher susceptibility to HR-HPV persistence. The
aim of the present study was to assess the prevalence, incidence, per-
sistence and/or clearance of oral and oropharyngeal HR-HPV infection
among treatment-naive HIV/AIDS subjects atbaseline and at three-month
visit after cART.

METHODS: Longitudinal, observational, and analytical study performed
in a cohort of HIV/AIDS subjects in Mexico City (February 2018-August
2018). The study was approved by institutional committees. Demographic
and clinical data were registered. At the baseline and three-month visits,
an oral examination and oropharyngeal rinse were collected using 10 ml
Scope® mouthwash. DNA was obtained, quantified and analysed by PCR
reactions using HPV-L1 consensus primers [GP5+/GP6+), HPV-LCR and
HPV-E6 regions for specific HPV-16 and HPV-18 [LCR7450F/LCR813R,
F7405/R165, F240/R413 and HZ30/EBS’). The statistical analysis was
performed with SPSS v.22 software

RESULTS: Fifty-five HIV/AIDS individuals were included, 52/94.5% men,
median age: 27 (Q.-Q,: 24-35) years, with a median time of HIV-diagnosis
of 30(Q,-0.: 13-114) days

The median CD4+ count was 234 [Q,-Q.: 108.5-372) cell/mm?, and a mean
Log,, viral load of 47 (Q,-Q.: 4.3-5.3) copies/ml. HPV and HR-HPV preva-
lence was 31% and 91% (HPV-18: 5.4%, HPV-16: 3.7%), respectively

The three-month overall HPV-incidence was 11.8% (HR-HPV: 5.9%), HPV
persistence and clearance were low (< 6%). The prevalence of HPV-oral

oa lesions was 7.3%, none malignant.
,. 20"’ ABSTRACT CONCLUSIONS: Although overall HPV-prevalence was relatively high
"‘ in HIV/AIDS treatment-naive individuals, the HR-HPV infection was low,
- BOOK similarly to the values observed at three-month evaluation, when the inci-
OTH IAS CONFERENCE ON MV SCIENCE
M Gy Masico (2134 4y 2019 dence and persistence of HR-HPV infection were still low. Additionally, itis
essential to emphasize the lack of association of HPV and HR-HPV infec-

tion with the presence and development of HPV-oral lesions
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Anexo 14. Presentacion de poster en la 10" IAS Conference on HIV Science. CDMX, 2019.

TUPEB182

HIGH RISK HUMAN PAPILLOMAVIRUS ORAL INFECTION

IN PEOPLE WITH HIV/AIDS, BEFORE AND AFTER
COMBINED ANTIRETROVIRAL THERAPY INITIATION AN

Casa abiorta a ango

P. Fernéndez-Dueﬂas“ G. Anaya-Saavedra’ M. Mufiz-Lino', F. Badial-Hernandez?, V. Ramirez-Amador’
"Universidad Aut Oral Pathology and Oral Mediicine Postgraduate Program, Mexico City, Mexico;
“Clinica Especializada Condesa Iztapalapa, Mexico City, Mexico CONDESA

Clinis Especalzads

BACKGROUND OBJECTIVE

Recent studies have reported an increased prevalence and
incidence of oral HPV among HIV/AIDS individuals, in
contrast with the general population, especially high-risk HPV
(HR-HPV)'-3. A higher susceptibility to HR-HPV persistence in
these individuals has been described'2, as well as an
increased risk to develop several malignancies including
oropharyngeal cancer*®.

The aim of the present study was to assess the prevalence,
incidence, persistence and/or clearance of oral and
oropharyngeal HR-HPV infection among treatment-naive
HIV/AIDS subjects at baseline and three-month visit after
combined antiretroviral therapy (cART) initiation.

METHODS

A longitudinal, observational and analytical study was
performed in a cohort of HIV/AIDS subjects in Mexico City
(February 2018 - August 2018), approved by institutional
committees. Demographic and clinical data were registered
at baseline using clinical charts. Also, at baseline and at
three-month visits, the subjects underwent a systematic oral
examination and an oropharyngeal rinse was collected using
10 ml of Scope® mouthwash (Procter & Gamble) for 30
seconds. Oral lesions were diagnosed according pre-
established criteria, using exfoliative cytology and biopsy
when necessary.

Genomic DNA was obtained, purified, quantified and
analyzed by PCR reactions. As it is shown in the figure 1, to
assess the DNA integrity, a fragment for the B-globin gene
was amplified; consensus primers (GP5+/GP6+) were used

for the HPV-L1 region; also, specific primers
(LCR7450F/LCR813R, F7405/R165, F240/R419 and
HZ30/E65') were used for HPV-LCR and HPV-EG6 regions
from HPV-16 and HPV-18. The statistical analysis was
performed with SPSS v.22 software.

5 o e 5 6 7o @

= e O _
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Figure 1. Representative 2% agarose gel electrophoresis. M: molecular weight lacder (1kb). different
samples analysed {lanes 1-8), NG: negative control (Water), PG: positive control (HeLa or CaSki
DNAJ. A} Amplicans of B-globin gene (280 bp; B) Amplicons of L1-HPV region {150 bp: Cj Amplicons
of LCR-16 HPY region {363 bp): D) Amplicons of LCR-18 HPV region (618 bp).

RESULTS

Fifty-five HIV/AIDS individuals were included, 52/94.5% men,
median age 27 (Q,-Qj: 24-35) years, with a median time of
HIV-diagnosis of 30 (Q;-Q,: 13-114) days. At baseline, the
median CD4+ count was 234 (Q-Q,: 108.5-372) cell/mms3,
and the median Log,, viral load of 4.7 (Q,-Q; 4.3-5.3)
copies/ml (Table 1). HPV and HR-HPV infection was found in
17/31% and 5/9.1% (HPV-18: 5.4%, HPV-16: 3.7%)
respectively.
Table 1. Baseline characteristics in 55 treatment-naive HIV/AIDS subjects.

HPV + HPV - Total
(n=17) (n=38) {n=55) P
n (%) n (%) n (%)
Sex
Men 16 (94.1) 36 (94.7) 52(945) 4 oo,
Women 1(59) 2(6.3) 366
Md age (Q,Q;) (years) 27 (24-36) 27 (24-33) 27(24-35)  0.558°
Tobacco use
Yos 10 (58.8) 13 (34.2) 2B(#18) (a0
o 7(412) 25 (65.8) 32582 &
HIV-transmission category
HSH 13(76.5) 26 (68.4) 39(70.9) o os0
Heterosexual 4(23.5) 12(316) 16(20.1)
Clinical stage
AIDS 55 5. 1.2, 10 (58.8) 18.0 (50.0) 28 (52.9)
No AIDS 1. .51 2y 7(412) 18.0 (50.0) 25(47.1)  0.441¢
231 2515 234
Md CD4+ (Q,-Q) (82.5-382) (130.2-372) (1085372)  0.504
cells/mm? i
65,084 51419 51410
Md VLVIH (Q-Q)) (o 723 251 526) (14, 051 197 859) (21, 235 217 177) 0.453°
copiesiml
Md time HIV-dx (Q-Q;) 29 (10-383) 30 (19-100) 30 (13-114)  0.662
(days)

Md: median, VL: viral load, “Fisher's exact tesl, "Mann-Vhilney U test

Seventeen (31%) subjects completed the three-month
follow-up, with an overall HPV-incidence of 11.8%, 5.9%
corresponding to HPV-16. HPV-persistence was observed in
one case (low risk-HPV 5.9%), and HPV-clearance in one
individual (5.9%) (Table 2). The prevalence of HPV-oral
lesions was 4/7.3%, 3 subjects presented multifocal
epithelial hyperplasia and in single one observed verruca
vulgaris. We did not find any case of potentially malignant
lesions or oral cancer.

Table 2. Longitudinal pattem of oral HPV-infection in a

cohort of HIV/AIDS subjects.
Baseline Three-month visit

n=55) n=17

n (%) n (%)
HPV+ 17 (31.0) 3(17.6)
Incident infection N/A 22 (11.8)
Persistence NiA 1(589)
HPV- 38 (69.0) 14 (82.4)
Clearance 1(59)

One subject presented high fisk human papillomavirus infection
(HPV-16); NiA: Does not apply

Figure 2, Representative examples of multifocal epithelial hyperplasia ia) affecting
upper labial mucosa, (b} located on lower labial mucosa

CONCLUSIO

Although overall HPV-prevalence was relatively high in HIV/AIDS treatment-naive individuals, the HR-HPV infection was low,
similarly to the values observed at three-month evaluation, when the incidence and persistence of HR-HPV infection were still
small. Additionally, it is essential to emphasize the lack of association of HPV and HR-HPV infection with the presence and
development of HPV-oral lesions.
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