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l. RESUMEN

La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se han convertido en un problema de salud mundial
sin precedentes en la historia contemporanea. En pacientes VIH positivos (VIH+), se ha
descrito que durante el curso de la enfermedad presentardn alguna manifestacion bucal,
debido a infecciones bacterianas, micaticas o virales, y que las mismas pueden representar
el primer signo de la enfermedad, por lo que tienen un importante valor prondstico. Entre
las infecciones virales, se ha reportado que el Virus papiloma humano (VPH) en estos
pacientes, tiene la capacidad de inducir papilomas, condilomas acuminados, verrugas
vulgares, entre otras lesiones en la cavidad bucal. A pesar, que la prevalencia global de las
manifestaciones bucales de la enfermedad por VIH ha cambiado desde que se utiliza la
Terapia Antirretroviral Altamente Activa (HAART; acréonimo del inglés Highly Active
Antiretroviral Therapy), algunos estudios muestran un incremento de la incidencia de
papilomas, condilomas e hiperplasia epitelial focal, en pacientes con HAART. Por esta
razon, el presente estudio tuvo como objetivo realizar la deteccion y tipificacion de VPH en
la cavidad bucal, de un grupo de pacientes VIH+ atendidos en el Centro de Atencién de
Pacientes con Enfermedades Infecciosas (CAPEI) de la Facultad de Odontologia-UCV,
mediante el empleo de la Reaccidn en Cadena de la polimerasa (PCR; acrénimo del inglés
Polymerase Chain Reaction) y el empleo del Sistema de Hibridacion Reversa de INNO-
LiPA, que detecta simultaneamente hasta 28 genotipos de VPH de alto y bajo riesgo
oncogeénico. En Este estudio, los resultados muestran que la infeccién por VPH se detecto
en el 61,3%, encontrandose mayor frecuencia de infeccién con genotipos de VPH de bajo

riesgo oncogénico (84,2%), seguida de un 68,4% de infeccidn con genotipos de alto riesgo
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oncogénico. Los genotipos mas frecuentes fueron el VPH-6 y VPH-18, detectados en el
73,7% y 57,9% de las infecciones, respectivamente. Asi mismo, el 74% de los pacientes
que presentaron infeccion por VPH en la cavidad bucal con VPH, presentaron infecciones
multiples genotipos. A pesar de que en esta investigacion no se observé una relacion
estadisticamente significativa entre el contaje de linfocitos T CD4+ y la infeccién por VPH,
se pudo observar una mayor frecuencia de infeccién por VPH en la cavidad bucal de
pacientes con menor contaje de linfocitos T CD4+. Asi mismo, tampoco se observé
relacion entre la carga viral en sangre y la infeccion por VPH en cavidad bucal. Es
importante mencionar que los resultados de esta investigacion coinciden con diferentes
trabajos, que reportan una alta frecuencia de deteccion de VPH en cavidad bucal en
pacientes VIH+, ademaés de la presencia de infecciones con multiples genotipos de VPH en

pacientes VIH+ bajo HAART.
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1. INTRODUCCION

1. VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

El virus de Inmunodeficiencia humana (VIH), es el agente etioldgico del sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En la actualidad, la infeccién por este virus es una
pandemia generalizada que abarca a todos los paises y esta caracterizada por una alteracion
del sistema inmunitario con una progresiva disminucion de los linfocitos T CD4+, que
origina una profunda inmunosupresion con diversas particularidades clinicas, incluidas las
infecciones oportunistas, las neoplasias malignas y la degeneracion del sistema nervioso
central (Greenspan y col., 1990; Kabbas y col., 1995; Ceballos y col., 2000; Grando y col.,

2003).

Hasta el momento, se han registrado méas de 40 manifestaciones bucales asociadas
con la infeccion por VIH, que pueden agruparse segin su origen en: micoticas, bacterianas
y virales, las cuales han sido consideradas como un indicador de inmunosupresion
temprana y de progresion de la enfermedad (Arendorf y col., 1998; Diaz y col., 2000). El
espectro de las manifestaciones bucales de la infeccion por VIH depende del estado de
inmunosupresion, la via de contagio y de algunos factores étnicos, geogréaficos, sociales y
demogréficos (Boraks, 2004). Sin embargo, en las Gltimas décadas con la introduccion de la
Terapia Antiretroviral Altamente Activa (HAART), se ha modificado la incidencia de
lesiones oportunistas y se ha provisto de una alternativa que ha permitido alargar y mejorar
la calidad de vida de los pacientes y llevar esta enfermedad infecciosa a un estado de

cronicidad (Boraks, 2004).
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1.1. Epidemiologia.

Desde el comienzo de la epidemia en 1981, se estima que 78 millones de personas
han contraido la infeccion por VIH, y han fallecido alrededor de 35 millones a causa de
enfermedades relacionadas con el SIDA, hasta finales del afio 2015. Para finales de este
mismo afio, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el programa conjunto de las
Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) estimaron que alrededor de 36,7
millones de personas estaban contagiadas con VIH a nivel mundial, de las cuales 2 de
millones de estas personas vivian en América Latina y El Caribe (Figura 1). Asi mismo,
Africa Oriental y Meridional constituyen la region con la mayor poblacion de personas
infectadas con VIH (19 millones de personas), seguido por Africa Occidental y Central, con

6,5 millones de personas infectadas con el VIH (ONUSIDA, 2017).

Se estima que desde el afio 2010 no ha habido reducciones en nuevas infecciones
por el VIH en adultos y 2,1 millones de personas contrajeron la infeccion por el VIH para
finales del afio 2015. En cuanto a las muertes relacionadas con el SIDA, para este mismo
afio se estimd que habian disminuido en un 45% desde las maximas registradas en el afio
2005 (alrededor de 2 millones). Mas recientemente, en junio de 2016, se estimd que menos
de la mitad de las personas infectadas con el VIH (18,2 millones; aprox. 46%) tuvieron

acceso a HAART (ONUSIDA, 2017).

En Venezuela, ONUSIDA estim6 que para finales del afio 2015 cerca de 110 mil
personas Vvivian con VIH. La prevalencia en adultos entre 15 y 49 afios es de 0,5 %, y se

producen alrededor de 3.300 muertes debidas al VIH/SIDA.
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Adultos y nifios que se estima viven con VIH, 2015
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Figura 1. Distribucién Mundial del VIH. Tomada de http://www.who.int/gho/hiv/epidemic/hiv_001.jpg

(Consulta: 09 de marzo de 2017).

1.2 Estructura del VIH.

El VIH pertenece al género Lentivirus, de la familia Retroviridae. Se han
identificado 2 virus capaces de producir SIDA, genética y antigénicamente diferentes: VIH-
1y VIH-2 cuyos genomas tienen una similitud entre 40-50%, siendo el VVIH-1 el tipo mas
comin y de mayor distribucion mundial, mientras que VIH-2 es endémico en Africa
occidental y central, y ahora se est4d diseminando en India (Dimmok y col., 2007).
Diferentes autores, han descrito que el VIH-1 es mas virulento (Dimmok y col., 2007;
Murphy y col., 2008) y que ademas existen diferentes grupos o clados relacionados
evolutivamente. La clasificacion de clados (A, B, C, D, F, G, H, J y K) se basa Unicamente
en la secuencia y difieren enormemente en su distribucion geogréfica. La mayoria del VIH-
1 en el mundo desarrollado es clado B, el virus en Africa es clado A, C, D, y en la India es

clado C (Dimmok y col., 2007).

Los viriones del VIH son particulas esféricas con un diametro de 80-100 nm. Esta

constituido por tres capas (Figura 2). La exterior es una bicapa lipidica, formada por las
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glicoproteinas Gp120 y Gp41, las cuales actuan en el momento de la union del virus a la
célula hospedadora. La capa intermedia estd constituida por la nucleocépside icosaédrica y
la capa interior estd constituida por dos copias de un genoma de ARN de cadena simple
(ARNCs) (Levy, 2007). Ademaés, contiene numerosas copias de enzimas que son necesarias
en los pasos iniciales de la infeccion y la replicacion del genoma, antes de que se produzcan

nuevas proteinas viricas (Murphy y col., 2008).

proteinas
de matriz

| proteinas

,x envoltura del MHC

Figura 2. Esquema de la estructura del VIH. Tomado de Murphy y col., 2008

1.3. Genoma del VIH.

El genoma del VIH es un &cido ribonucleico de cadena sencilla (ARNcs) de
polaridad positiva, donde cada virion tiene dos hebras idénticas, asociadas por uniones no
covalentes. EI genoma consta de nueve genes flanqueados por secuencias de repeticidn
terminales largas (LTR; acrénimo del inglés Long Terminal Repetition). Estas Gltimas son
necesarias para la integracién del provirus al ADN de la célula hospedadora, y contienen

sitios de union para proteinas reguladoras que controlan la expresion de los genes viricos
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(Murphy y col., 2008). Las proteinas estructurales son codificadas por los genes gag, pol y
env (Figura 3), cuyas secuencias ocupan la mayor parte del genoma viral, quedando sélo
una parte menor para el resto de los genes (Dimmok y col., 2007). El gen gag, codifica las
proteinas estructurales del centro virico; pol, las enzimas que participan en la replicacion e
integracién virica, y env, las glucoproteinas de la cubierta virica (Dimmok y col., 2007,
Murphy y col., 2008). El VIH tiene otros seis genes de menor tamario, que codifican para
las proteinas involucradas en la replicacion y la infectividad virica con actividad reguladora
positiva 0 negativa. Dos de estas proteinas, Tat y Rev, efectian funciones reguladoras
esenciales para la replicacion, Tat es un regulador positivo de transcripcion y Rev induce la
exportacion de transcritos de ARN mensajero (ARNm) sin procesar y parcialmente
procesados desde el nucleo. Los cuatro genes restantes, nef, vif, vpr y vpu, son esenciales

para la reproduccion eficiente del virus in vivo (Figura 3) (Murphy y col., 2008).

Centro Virico

. Tat
. 7 t
ORF1 ¢ lTRI p!7 p24 I ] l o6 @ l Nef I
- p2 p!
Gag

o i3 i B
prot pls Rev
ons 3 N W 2 -
po Env

J L J
Enzimas Glucoproteinas

L 1 I ! 1 | |
0 1000 2000 3000 4000 S000 6000 7000 8000 $000
Nucleotidos

Figura 3. Genoma de VIH. La escala indica el tamafio del genoma en nucledtidos. Se muestra los marcos
de lectura abierta (ORFs; Open Reading Frames), los genes gag, pol y env, y el producto de la

transcripcion de los mismos. Tomado de Dimmok y col., 2007.
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1.4. Replicacion del VIH.

1.4.1. Adsorcién y penetracion.

El tropismo celular del VIH estd determinado por la expresion de receptores
especificos para el virus sobre la superficie celular y la mayoria de las infecciones tienen
lugar a traves de la superficie mucosa del tracto genital (Dimmok y col 2007). El virus se
une a las proteinas de membrana CD4 del linfocito T mediante Gp120 y Gp41, que sufre un
cambio conformacional. Esta unién causa la fusion de la cubierta virica con la membrana
celular y la liberacién del centro virico hacia el citoplasma (Murphy y col., 2008). El éxito
de la infeccion por VIH también requiere la presencia de los receptores de quimioquinas,
CCR5 o0 CXCR4 (Dimmok y col., 2007), que se expresan de modo predominante sobre
células dendriticas, macréfagos y linfocitos T CD4+ (Murphy y col., 2008). Luego de
ingresar a la célula las dos moléculas de ARN son transcritas en forma reversa en una
molécula lineal de ADN de doble cadena, mediante la transcriptasa inversa. La
transcriptasa inversa es una enzima de tipo ADN-polimerasa, que tiene como funcion
sintetizar ADN de doble cadena utilizando como molde ARNcs. También ayuda en la
formacion de una doble hélice de ADN una vez que el ARN ha experimentado una
transcripcion inversa. El proceso de transcripcion inversa es muy propenso a errores y es
durante este paso que las mutaciones pueden ocurrir. Luego de la sintesis en el citoplasma,
el ADN viral o provirus es transportado al nlcleo y se integra a la cedula hospedadora, esta

reaccion es mediada por una integrasa (Figura 4) (Dimmok y col 2007).
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1.4.2. Transcripcién.

Los ARN mensajeros virales pueden agruparse en tres poblaciones: ARNmM no
procesados, ARNm parcialmente procesados y ARNm procesados (Figura 5). Al igual que
los ARNm celulares, todos los ARNm virales poseen estructura Cap (mGpppG) en su
extremo 5 y una cola poli (A) en su extremo 3. La activacion de células T CD4+ induce la
expresion de los factores de transcripcion NFkB y NFAT, que se unen a la region LTR e
inician la transcripcion del genoma del virus. Los transcritos completamente procesados
son exportados al citoplasma utilizando la maquinaria de exporte celular, donde son
traducidas las proteinas reguladoras Tat y Rev. Tat aumenta la transcripcion desde el
provirus y se une a los ARNm, estabilizandolo en forma que pueden traducirse, Rev se une
al ARNm induciendo su translocacion hacia el citoplasma. A medida que se incrementan
las concentraciones de Rev, el ARN se exporta desde el nicleo con mayor rapidez, antes de
que pueda procesarse, los transcritos parcialmente procesados y no procesados son
exportados desde el nucleo con la asistencia de la proteina viral Rev, de modo que se
pueden producir las proteinas estructurales y el genoma. Los transcritos parcialmente
procesados dan origen a las proteinas Env, Vpu, Vif, y Vpr. El transcrito no procesado o
completo codifica para las poliproteinas virales gag y gag-pol (Figura 5), de esta manera se
producen los componentes estructurales del centro y la cubierta viral, junto con la
transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa virica, todas las cuales se necesitan para
formar nuevas particulas de virus. Las transcripciones completas son los nuevos genomas
viricos, los cuales se empacan con estas proteinas para formar numerosas particulas viricas

nuevas (Figura 4) (Dimmok y col 2007; Murphy y col., 2008).
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1.4.3. Ensamblaje.

Una vez sintetizadas las proteinas virales, deben ser procesadas de forma post-
traduccional antes de ensamblarse en particulas virales maduras. En este proceso participan
las proteinas virales Vif, Vpu; una proteasa celular que lleva a cabo el procesamiento de la
proteina Gpl60 en Gp4l y Gpl20; y la proteasa viral, que procesa la poliproteina
precursora gag-pol. El procesamiento por la proteasa viral es esencial en la maduracion del
VIH, por lo que supone una diana importante en el desarrollo de farmacos (Figura 4)

(Murphy y col., 2008).

1.4.4. Liberacidn.

Finalmente, una vez que han madurado los viriones y se han ensamblado
correctamente las proteinas virales, el ensamble se desplaza a la membrana celular donde se
recubre de la membrana lipidica y de las glicoproteinas de superficie Gp4l y Gp120
adheridas a ella y los nuevos virus son liberados por gemacién (Figura 4) (Murphy y col.,

2008).
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Figura 4. Ciclo de replicacion del VIH. Tomado de Murphy y col., 2008
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Figura 5. Regulacion de la expresion génica del VHI-1 desde el provirus integrado al genoma
celular. Ocurre en dos fases: expresién temprana de los genes reguladores tat y rev y la
expresion tardia de los genes estructurales. Tomado de Dimmok y col., 2007.

1.5. Vias de transmision.

La infeccion se transmite por diversas vias, siendo la sexual la mas frecuente por lo
que la mucosa genital es el sitio predominante para la infeccion primaria (Murphy vy col.,
2008). El virus es portado principalmente en células infectadas que expresan la proteina de
membrana CD4, o como un virus libre en la sangre, semen, liquido vaginal o leche
materna. La via de transmision sanguinea, puede corresponder a transfusiones de sangre,
derivados sanguineos contaminados, uso de drogas intravenosas con agujas contaminadas
entre los consumidores de drogas (Murphy y col., 2008), y existe un riesgo similar con los
profesionales clinicos que no disponen de esterilizacion efectiva para las jeringas y agujas
hipodérmicas (Dimmok y col., 2007). La transmision vertical ocurre fundamentalmente
durante el parto, o por medio de la leche materna. Los indices de transmision desde una
madre infectada hacia un nifio varian desde 11% hasta 60% dependiendo de la gravedad de

la infeccion y la frecuencia del amamantamiento (Murphy y col., 2008).
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1.6. Historia natural de la infeccion.

Se caracteriza por la secuencia de eventos especialmente celulares, representada por
la destruccion de los linfocitos T CD4+. Clinicamente la secuencia de estados corresponde
a las fases de: infeccion primaria, infeccion asintomatica o periodo de latencia clinica,
infeccion sintomaética precoz, y etapa de manifestaciones clinicas o SIDA. EI Centro para el
Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC; acrénimo del inglés Centers for Disease
Control and Prevention) del Departamento de Salud y Servicios Humanos de EEUU, ha
categorizado la infeccion en 5 etapas (0, 1, 2, 3 y desconocida) seglin el recuento o
porcentajes de linfocitos T CD4+ en el momento del diagnostico, debido a que el contaje de
T CDA4+ es util en el monitoreo de la progresion de la enfermedad (Tabla 1) (Frieden y col.,

2014).

Tabla 1. Clasificacion de la infeccion por el VIH de acuerdo a la edad y el contaje o

porcentaje total de linfocitos T CD4+. Tomado CDC, 2014 (Friedeny col., 2014).

Edad y contaje de linfocitos T CD4+

Etapas Menor a 1 afio de edad 1-5 afios de edad Mayor a 6 afios de edad
cél/mm? % cél/mm? % cél/mm? %
>1,500 >34 >1,000 >30 >500 >26
2 750-1,499 26-33 500-999 22-29 200-499 14-25
3 <750 <26 <500 <22 <200 <14
16.1 Infeccion primaria.

Se presenta en el 50% a 90 % de los pacientes y aparece entre 1 a 6 semanas tras la
exposicion al virus. El cuadro clinico consiste en un sindrome mononucledsico

caracterizado por la presencia de fiebre, adenopatias, faringitis y rash. La mayoria de los
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pacientes tienen linfocitosis atipica en el hemograma. En este periodo el recuento de
linfocitos T CD8+ aumenta y el de T CD4+ disminuye transitoriamente, para luego tender a
alcanzar los niveles previos a la infeccion. La carga viral del VIH, aumenta a niveles
superiores de 10° copias/mL de sangre, para luego disminuir como resultado de la respuesta
inmunitaria humoral y celular del hospedero, alrededor de los 4 a 6 meses. Durante este
periodo ocurre la seroconversion que normalmente tarda entre 2 a 6 semanas desde la

exposicion (Figura 6) (De Berrazuela y col 2007; Frieden y col., 2014).

1.6.2 Infeccion asintomatica o periodo de latencia clinica.

Este periodo se extiende desde el momento de la seroconversién con o0 sin
manifestaciones del sindrome retroviral agudo, hasta el momento que aparecen las primeras
manifestaciones de la enfermedad y puede durar de meses hasta afios. Durante esta fase
existe una replicacion constante del virus, particularmente a nivel de los tejidos linfoides
que constituyen el mayor reservorio del VIH. En este periodo, ademas del deterioro
inmunitario progresivo, existe el riesgo evidente de transmitir la infeccion a otras personas.
Esta etapa tiene una duracién variable que fluctta entre los 5 a 11 afios, manteniendo un
contaje de linfocitos T CD4+ mayor a 500 cél/mm? (Figura 6) (De Berrazuela y col., 2007;

Frieden y col., 2014).

1.6.3 Infeccion sintomatica precoz.

Este periodo se inicia cuando los linfocitos T CD4+ descienden por debajo de las
500 cél/mm? de sangre, ocurre progresivamente un aumento de la carga viral lo que se
relaciona con el descenso de los linfocitos T CD4+ (Figura 6). Durante esta etapa, inician

los primeros sintomas clinicos que incluyen infecciones oportunistas, manifestaciones
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bucales, fiebre, més de un episodio de herpes zoster, pérdida de peso, diarrea cronica, entre
otros. Esta etapa tiene una duracion variable y de no suministrar al paciente terapia
antirretroviral y/o profilaxis de las principales infecciones oportunistas, es seguida
rdpidamente por las manifestaciones clasicas del SIDA (De Berrazuela y col., 2007;

Frieden y col., 2014)

16.4 Etapa de manifestaciones clinicas - SIDA.

La definicién de SIDA corresponde a la presencia de infecciones oportunistas o
neoplasias, y esta caracterizada por un recuento de linfocitos T CD4+ menor a 200 cél/mm?
(Frieden y col., 2014). La carga viral, es elevada y frecuentemente alcanza niveles
superiores a 10° copias/mL. Las infecciones y neoplasias ocurren preferentemente cuando
el recuento de linfocitos T CD4+ desciende por debajo de las 200 cél/mm? (Figura 6), pero
el tipo de cuadro oportunista dependera principalmente de la virulencia del agente (ver

Anexo 3) (De Berrazuela y col., 2007; Frieden y col., 2014).
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Figura 6. Curso de la infeccion con VIH-1. Tomado y modificado de Dimmok y col., 2007.
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1.7. Herramientas de diagndstico y control para pacientes VIH+.

1.7.1. Deteccidon de anticuerpos especificos contra VIH.

El diagnostico de infeccion por VIH, se realiza mediante la deteccion de
anticuerpos especificos que el organismo produce como respuesta a la presencia del virus,
utilizando el ensayo ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas), que tiene una especificidad y

sensibilidad del 99% (Chéavez y Castillo, 2013).

1.7.2. Recuento de linfocitos T CD4+.

Por otra parte, el contaje de los linfocitos T CD4+ y la carga viral en sangre se
utilizan para evaluar la evolucién de la enfermedad (Mellors y col., 1997). El recuento de
linfocitos T CD4+ es el mejor marcador de la funcion inmunitaria y su descenso esta
correlacionado con el riesgo a desarrollar infecciones oportunistas (De Berrazuela y col.,
2007; Noda y col., 2013). Para el contaje de células T CD4+, se utiliza la técnica de
citometria de flujo con la finalidad de estadificar la infeccion y como referencia para iniciar
profilaxis contra infecciones oportunistas; asi mismo, es un indicador de respuesta al

tratamiento antirretroviral.

1.7.3. Carga Viral Plasmatica (CVP).

La carga viral en sangre permite establecer el riesgo de progresion o
transmisibilidad, ademas de monitorear la efectividad del tratamiento antirretroviral.

Actualmente la CVP es un criterio secundario para el inicio de la terapia, complementario
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al recuento de linfocitos T CDA4. La carga viral en sangre se determina mediante la técnica
PCR en tiempo real (McCoy, 2002; Mellors y col., 2007).

1.7.4. Tratamiento Antirretroviral.

La Terapia Antiretroviral Altamente Activa o HAART es el principal avance
terapéutico logrado en los dltimos afios, cuya finalidad ha sido reducir drasticamente la
mortalidad de la infeccion y ha permitido colocarla en la categoria de enfermedad crénica
grave, controlable, aunque no curable hasta este momento (Murphy y col., 2008).

Los principios bésicos de la terapia son: el tratamiento combinado con varias drogas
(usualmente 3); el tratamiento permanente, y la necesidad de un alto grado de adherencia o
cumplimiento (mayor al 95%) tanto en las dosis como en los horarios y en la continuidad
(sin interrupciones). Actualmente hay 6 familias de antirretrovirales aprobados y con uso
clinico: Inhibidores de fusion a la membrana celular, inhibidores de los correceptores,
inhibidores de transcriptasa reversa analogos de nucleésidos y nucledtidos (INTR),
inhibidores de transcriptasa reversa no analogos de nucledsidos (INNTR), inhibidores de la
integrasa, e inhibidores de proteasa (IP). Todos interfieren en diversos procesos del ciclo de
replicacion viral y no en las células hospederas. Una excepcion es la inhibicion del
correceptor, que actta a nivel de la célula CD4 (Murphy y col., 2008).

1.8. Manifestaciones bucales en pacientes VIH+.

A medida que progresa la enfermedad, el deterioro del sistema inmunitario se refleja
en un aumento en la incidencia de enfermedades e infecciones oportunistas. Entre el 70% al
90% de las personas infectadas con VIH, presentan manifestaciones bucales en algin

estadio, y en ocasiones estas manifestaciones son el primer signo de la enfermedad (Schiodt
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y col., 1989; Arendorf y col., 1998; Scully y col., 1991; Porter y Scully, 1994; Greenwood
y col., 2002; Shiboski, 2002; Cherry-Peppers y col., 2003; Delgado y col., 2004).

Las manifestaciones bucales incluyen: candidiasis bucal, leucoplasia vellosa,
sarcoma de Kapossi, eritema lineal gingival, gingivitis ulcerativa necrotizante, periodontitis
ulcerativa necrotizante y linfoma no Hodgkin, todas asociadas a la reduccién de linfocitos
T CDA4+ y cargas virales altas y medias (Scully y col., 1991; Porter y Scully, 1994; Mellors
y col., 1997; Ceballos y col., 1998; Patton y col., 1998; Tetali y col., 1998, Mascarenhas y
col., 1999; Milzman y Milzman, 1999; Patton y Shugars, 1999; Patton, 1999, Greenspan y

col., 2001; Delgado y col., 2004; Coogan y col., 2005).

Asi mismo, se ha reportado que en individuos VIH+, la presencia de las lesiones
ulcerosas de origen desconocido y de larga evolucion se debe en muchas ocasiones a
infecciones virales, siendo las localizaciones méas frecuentes: la mucosa labial y bucal
(27%), lengua (25%) y encia (18%). Los agentes infecciosos de origen viral que pueden
estar implicados en estas lesiones son: citomegalovirus, virus herpes simple y virus
papiloma humano, que puede inducir la aparicion de tumores benignos autolimitados, como
es el caso de los papilomas, condilomas y de algunas lesiones con potencial maligno que

pueden evolucionar a carcinomas (Miller y White., 1996).

En este sentido, en afios recientes se ha reportado que la infeccion por el VIH esta
fuertemente asociada con una alta prevalencia e incidencia de la infeccién por VPH en
cavidad bucal (Challacombe y col., 2002; Birnbaum y col., 2002., Beachler y col., 2015,
Muller y col., 2015), asi como la persistencia y progresion de lesiones escamosas
intraepiteliales (de Vuyst y col., 2008). Asi mismo, se ha observado un incremento en el

desarrollo de cancer de ano, cérvix, pene, vagina, vulva e incluso orofaringe, asociados con
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la infeccion de VPH entre pacientes con VIH/SIDA (Palefsky, 2003; Chaturvedi y col.,
2009). Es importante mencionar, que el riesgo de presentar este tipo de neoplasias se ha
visto incrementado por la coexistencia de algunos factores de riesgo, tales como el
consumo de tabaco y la inmunosupresion atribuida a los pacientes VIH+ (Gillison, 2009).
El incremento en la deteccidn de lesiones bucales y cancer reportado en pacientes VIH+, se
han atribuido a la mayor esperanza de vida de los individuos que reciben HAART

(Greenspan y col., 2001; Anaya y col., 2013).

2. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH).

2.1. Epidemiologia.

Es la infeccion de transmision sexual de origen viral mas comun en el mundo. La
incidencia a nivel mundial es de aproximadamente el 10% y se estima que el riesgo de
exposicion a la infeccion en las personas sexualmente activas es de un 50% a 80% a lo
largo de la vida, esto varia de acuerdo a la edad y la localizacién geografica (Hathaway,

2012).

A pesar de que esta bien establecido que la infeccidn persistente con VPH de alto
riesgo oncogénico (VPH-AR), es la causa de cancer cervical y sus lesiones precursoras:
neoplasias y lesiones intraepiteliales cervicales de alto y bajo grado, asi como los
adenocarcinomas in situ (Mufioz y col., 2003; Padilla, 2005; Naucler y col. 2007;
Heideman y col., 2008; Roland y col., 2011; Hathaway, 2012; Oaknin y col., 2012), en los
ultimos afios ha cobrado un interés particular el estudio de estos virus en la cavidad bucal
debido a su asociacién con diferentes patologias benignas y malignas en dicha localizacion

(Escalona y col., 2011).
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2.2.  Estructuray Genoma de VPH.

Estos virus pertenecen al género Papilomavirus, familia Papillomaviridae. Cada
particula viral posee una capside icosahédrica, compuesta de 72 capsdmeros, con un
tamafo de 50 nm. ElI genoma es una hebra de ADN doble cadena circular (ADNdc), de
aproximadamente 8.000 pares de bases (Figura 7), dividida en tres regiones: una region de
expresion temprana “E” (Early), que codifica para las proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6
y ET7), necesarias para la replicacién del ADN viral, la regulacion de la transcripcion y la
transformacion e inmortalizacion celular; una region de expresion Tardia “L” (Late), que
codifica para proteinas estructurales (L1 y L2) y una region reguladora conocida como
region larga de control o LCR (Long Control Region), que controla la replicacion y la
expresion del genoma viral (McMurray y col., 2001).

Ea

LCR e E7
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Figura 7. Mapa genético de VPH tipo 16. Tomado de Cortés y Leal, 2001.
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2.3. Interaccion de los genes E6 y E7 de VPH con proteinas del ciclo celular del

hospedador.

Uno de los eventos claves en la carcinogénesis por VPH, es la integracion del
genoma de los VPH-AR en el cromosoma del hospedador que conduce a una
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7, debido a que el producto de los genes E1 y
E2 que reprime la actividad del promotor P97 para los genes E6 y E7, son delecionados
preferencialmente después de la integracion del genoma (Bernard y col., 1989; Dyson y
col., 1989; Lorincz y col., 1992; Scheffner y col., 1993; zur Hausen ,H. 1996; Demeret y

col., 1997; Francis y col., 2000).

2.3.1. GenE6

Este gen codifica una proteina de 150 aminoacidos, cuya importancia en el cancer
reside en su efecto sobre el gen supresor de tumor p53. Las alteraciones en dicho gen,
incluyendo las deleciones, inserciones y mutaciones puntuales, son los acontecimientos
genéticos mas frecuentes en numerosos tipos de carcinomas. La funcion normal de la
proteina p53 incluye un incremento transitorio de su expresion cuando se produce dafio en
el ADN, que lleva a detener el ciclo celular en la fase G1. Este paro permite la reparacion
del ADN; si ésta no es posible, la célula sufrira apoptosis. La proteina E6 estimula también
la degradacion de p53 a través de una via proteolitica selectiva dependiente de ubiquitina.
La proteina E6 de los tipos de alto riesgo oncogénico, tienen una mayor afinidad por p53, si

se comparan con los tipos de bajo riesgo oncogénico (Scheffner y col., 1993).
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2.3.2. GenE7Y

El gen E7, codifica una proteina de aproximadamente 100 aminoacidos. Se ha
demostrado que la asociacion de la proteina E7 de los genotipos de VPH 6, 11, 16 y 18 con
pRb, una proteina codificada por el gen del retinoblastoma (Rb), un gen supresor de tumor,
es un evento critico para mantener un medio celular apropiado en el hospedador que ayude
a la replicacion del genoma viral. La proteina E7 de VPH se une a la proteina pRb y disocia
el complejo E2F-Rb, estimulando la transcripcion de los genes celulares. Se ha demostrado
que ciertas infecciones persistentes con baja carga viral generan un fenotipo tumoral
efectivo (Dyson y col., 1989).

Las infecciones por VPH con alta carga viral son capaces de producir grandes
cantidades de unidades de proteina E6 y E7, cuya acumulacion en pacientes con sistemas
inmunitarios incompetentes al bloquear la accion de los genes p53 y Rb incrementan el

riesgo de transformacion maligna (Ha y Califano, 2004).

2.4. Clasificacion de VPH

Hasta el momento, se han identificado en base a las secuencias de ADN viral, mas
de 120 genotipos, de los cuales aproximadamente 40 han sido aislados del tracto anogenital

por causar lesiones y cancer cervical (Mufioz, 2000).

Basados en su asociacion con el cancer cervical y las lesiones precursoras, estos
virus pueden agruparse en tipos de alto y bajo riesgo. Los tipos 6, 11, 42, 43 y 44, estan
comunmente asociados con el condiloma acuminado y displasias menores, razén por la cual
se les ha denominado de "bajo riesgo oncogénico”; mientras que los tipos 16, 18, 31, 33,
34, 35, 39, 45 estan asociados al desarrollo de carcinoma in situ y carcinoma invasor y son
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considerados de “alto riesgo oncogénico”. Asi mismo se han asociado al desarrollo de otros
canceres como: cancer anal, vaginal, vulva, pene e incluso cancer en cavidad bucal

(Reimers y col., 2009).

2.5. Vias de transmision

Estos virus son altamente especificos de especie y tejidos, mostrando un tropismo
exclusivo por las células epiteliales de las mucosas y de la piel. La infeccion por VPH
ocurre fundamentalmente de persona a persona a través de las relaciones sexuales,
aumentando el riesgo conforme aumenta el numero de parejas sexuales. Aunque son
posibles, las vias de transmisién genital distintas al coito, son menos comunes. A pesar de
que la infeccion oral y digital de tipos del VPH es un hecho establecido, el riesgo de
transmision por contacto digital-genital u oral-genital parece ser minimo (Gonzales y
Nufies, 2014). Estudios realizados por Gutman y col., en el afio 1993 y Summersgill y col.,
en el afo 2001, sugieren una posible transmision por saliva y autoinoculacion,
respectivamente. De modo similar, la infeccion por el VPH mediante transmision perinatal
también ocurre, ya que se ha detectado ADN viral y anticuerpos séricos en bebés y nifios.
Sin embargo, los datos disponibles sugieren que se trata de casos poco frecuentes y con
pocas probabilidades de desencadenar una infeccidn persistente (Tanti y col., 1999).

2.6. Ciclo de replicacion.

Estos virus infectan las células basales a través de micro lesiones presentes en la
superficie de los epitelios. Hasta ahora, no se ha podido identificar el receptor que permite
la entrada del VPH a las células epiteliales (Hernandez y col., 2004). El ciclo de replicacion

puede dividirse en dos etapas:
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2.6.1. Etapa No productiva:

El genoma viral permanece como un elemento extracromosomal en forma de
episoma. Este evento ocurre en las células basales del epitelio estratificado, donde el virus
replica su ADN para mantener un nimero de 50-100 copias del genoma dentro de las
células basales y parabasales. Al dividirse la célula infectada, una de las celulas hijas
permanece en la parte basal del epitelio, mientras que la otra célula inicia un proceso de
diferenciacion en la parte superior del epitelio. El virus estimula la progresion de la fase
celular G1-S en una célula diferenciada y de esta forma produce un ambiente adecuado para

la replicacion del ADN (Hernandez y col., 2004).

2.6.2. Etapa Productiva:

El genoma viral se amplifica aumentando el nimero de copias en la célula y se
expresan los genes tardios que codifican las proteinas de la capside. Los promotores tardios
que regulan la transcripcion del ARNm que codifica las proteinas de la capside (L1 y L2),
se activan solamente en células parcialmente diferenciadas. La sintesis de las proteinas de
la céapside soélo ocurre durante la diferenciacion celular, dado que puede observarse
exclusivamente en los estratos superiores del epitelio y no en las placas basales. De esta
forma las células infectadas y parcialmente diferenciadas amplifican el ADN viral en la
capa granular, transcriben y traducen los genes tardios en la parte superior del epitelio,

donde se ensamblan las particulas virales infecciosas (Figura 8) (Hernandez y col., 2004).
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Figura 8. Replicacion de las particulas del virus del papiloma humano (VPH). En las células basales, la
expresion de los genes virales esta controlada por factores celulares, mientras que, en los estratos
superiores, las células infectadas amplifican el genoma viral. Finalmente, las particulas virales son

liberadas a lo largo de las células escamosas, las cuales son exfoliadas a la superficie del epitelio.

Tomado de Hernandez y col., 2004.

2.7.

La evolucion natural de una enfermedad puede definirse como el curso clinico de la
misma, cuando no sufre alteraciones por intervenciones terapéuticas. La infeccion por VPH
es esencialmente una enfermedad de transmision sexual que puede ser asintomatica tanto en

hombres como en mujeres. EI VPH infecta principalmente el epitelio escamoso y puede

-35-

Historia Natural de la Infeccién por VPH.




producir una infeccion clinica, subclinica o latente. Estas tres manifestaciones pueden

ocurrir o recurrir durante la infeccion. (Castellsagué, 2008).

La manifestacion clinica habitual de la infeccion son los condilomas acuminados.
La infeccion subclinica es de gran importancia, ya que al no ser aparentes las lesiones, se
facilita el contagio. La infeccion latente, sin evidencia clinica ni histoldgica, solo es posible
detectarla con meétodos de biologia molecular para la deteccion del ADN viral. Se
desconoce el tiempo y las condiciones para que una infeccion latente evolucione a clinica o

subclinica (Moscicki y col., 2006).

El periodo de incubacion de la infeccion se ha determinado experimentalmente en
humanos, siendo de 3 a 4 meses, aunque algunas lesiones aparecen hasta 2 afios después de
la inoculacién. La duracién tipica de la infeccidén es corta, por lo que se estima una
prevalencia e incidencia similares. El tiempo medio hasta la regresion de dicha infeccion
oscila desde 4-6 meses hasta 1- 2 afios en distintos estudios, dependiendo de las estrategias

de seguimiento y de las definiciones empleadas (Moscicki y col., 2006).

La infeccidn persistente con VPH de alto riesgo oncogénico puede generar lesiones
premalignas al cabo de un afio, de persistir la infeccion se pueden desarrollar lesiones
premalignas de alto grado a los 5 afios de la infeccion. Durante este periodo, se ha
observado el aclaramiento espontaneo de la infeccion debido a la respuesta inmunitaria
hasta en el 80 % de los casos. Si la infeccion no es eliminada y persiste durante diez afios o
mas, puede ocurrir la progresion hacia un carcinoma in situ o un carcinoma invasor (Figura
9). Sin embargo, es importante mencionar que para que ocurra la progresion hacia
malignidad, ademas de la infeccion con virus de alto riesgo, debe existir inestabilidad

genética e integracion del virus al genoma del hospedador (Reimers y col., 2009).
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Figura 9. Historia natural de la infeccién con el VPH. Tomado y modificados de Reimersy col.,

2009.
2.8.  Manifestaciones bucales por VPH.

Estos virus son responsables de mdaltiples manifestaciones en la mucosa bucal,
caracterizadas generalmente por lesiones vegetantes, verrugosidades o lesiones papulares.
La incidencia de la enfermedad en la cavidad bucal ha aumentado, debido que la via sexual
(sexo oro-genital) es una de las principales vias de contagio, lo que también permite que
cada vez mas exista un mayor numero de diagnosticos de VPH-AR oncogeénico en la
cavidad bucal (Martinez y col., 2012). Entre las lesiones bucales benignas producidas por

estos virus, se incluyen: el papiloma bucal, verruga vulgar bucal, condiloma acuminado
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bucal e hiperplasia epitelial multifocal, mientras que las lesiones premalignas o malignas se

incluyen; la leucoplasia y el carcinoma escamocelular (Kumar y col., 2010).

2.8.1. Verruga vulgar:

Las Verrugas Orales son consecuencia de la infeccion por el VPH-2 y se han
reducido dréasticamente en la era de la HAART. Estas lesiones tienen apariencia exofitica,
pediculada y con una superficie plana (Narani y col., 2001).

2.8.2. Condiloma acuminado:

El condiloma acuminado es una lesion asociada con los genotipos 6 y 11 y tienden a
aparecer en la mucosa bucal, en zonas no queratinizadas como los labios, paladar blando,
suelo de la boca y bordes laterales de la lengua. Algunas de estas lesiones bucales son
consecuencia de la autoinoculacion en individuos con lesiones en genitales (Narani y col.,
2001). Las lesiones intrabucales pueden ser unicas o multiples y, en general, al principio
son papulas ligeramente elevadas con un color similar al de la mucosa normal. Las papulas
tienden a coalescer y formar lesiones de mayor tamafio. Estas lesiones son frecuentes en los
pacientes VIH+ y la localizacién es similar a la observada en pacientes VIH negativos
(VIH-), sin embargo, el numero de lesiones es mayor en los pacientes con infeccion por
VIH. Las lesiones de mayor tamafio tienden a interferir con la masticacion y
ocasionalmente, la mordedura de las mismas produce sangrado (Tong y Mutasim, 1996).

2.8.3. Papilomas

Son hiperplasias epiteliales benignas de larga evolucion y crecimiento lento. Se
presentan habitualmente como una masa Unica, bien delimitada, aunque también pueden ser
maultiples. Son lesiones exofiticas, pediculadas, cuya superficie presenta proyecciones

digitiformes visibles macroscépicamente. Se pueden encontrar con frecuencia en la boca,
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sobre todo en la Gvula, el paladar, la lengua y los labios. Su tamafio no suele superar los
10mm. En los pacientes VIH+ estas lesiones presentan caracteristicas idénticas a las
presentes en los pacientes inmunocompetentes, a excepcion de su aparicion, que es méas
brusca en los primeros y con un curso evolutivo mas corto (Narani y col., 2001).

2.8.4. Hiperplasia epitelial multifocal

La hiperplasia epitelial multifocal se localiza con mayor frecuencia en las mucosas
labial, lingual y bucal. Clinicamente se caracteriza por presentar lesiones mdltiples, solo en
raras ocasiones son Unicas y son asintométicas (van Wick y col., 1977; Pilgard, 1984;
Ledesma y col., 1992; Tong y Mutasim, 1996; Carlos y Sedano, 1994). Suelen ser
elevaciones redondeadas bien definidas, con la superficie lisa del mismo color de la mucosa
que las rodea, de 0.1 y 0.5 cm de diametro, a veces, de varios centimetros por la
confluencia de varios nédulos mas pequefios. En ocasiones pueden ser rugosas, con aspecto
papilomatoide y confundirse con papilomas. Son de crecimiento lento y no se ha observado
transformacion neoplésica maligna. Esta enfermedad tiene preferencia por afectar a la
poblacion infantil y ocasionalmente a los adultos con predileccion por las mujeres (Buchner
y Ramon, 1973; Jarvis y Gorlin, 1989).

Estas lesiones se han asociado a los genotipos de VPH 13 y 32 (Hern&ndez y col.,
1987; Garlick y col., 1989; Henke y col., 1989; Garlick ,1991; Padayachee y van Wick,
1991). En los pacientes seropositivos, es méas frecuente la recurrencia y la tendencia a la
diseminacion (Moerman y col; 2001).

2.9. Factores de riesgo asociados a la infeccion con el VPH.

Los factores de riesgo asociados con la infeccidon por VPH estan relacionados con el

comportamiento sexual, la edad de inicio de las relaciones sexuales, un alto nimero de
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parejas sexuales a lo largo de la vida y el contacto sexual con individuos de alto riesgo
(Garcia y col., 2009; Beachler y col., 2015; Muller y col., 2015). El nimero de comparieros
sexuales se encuentra relacionado de manera directamente proporcional al riesgo de

infeccion por el VPH (Garcia y col., 2009).

Diversos estudios realizados por Kreimer y col., 2004; van Aar y col., 2014; Muller
y col., 2015 y Beachler y col., 2015, sugieren que en la cavidad bucal de pacientes VIH+ la
deteccion y el incremento de la infeccion por VPH observada con respecto a individuos
VIH-, se debe a factores tales como: la edad, el sexo, un bajo recuento de linfocitos T
CD4+, asi como el comportamiento sexual. Otros factores que pueden aumentar el riesgo
de infecciones por VPH en pacientes VIH+ incluyen: senescencia inmune, envejecimiento,
alteracion de la respuesta inmunitaria al virus e interaccion directa entre los dos virus

(Vernon y col., 1993; Kim y col., 2008; Syrjanen, 2011).

En este sentido, los resultados de estudios longitudinales sugieren que el riesgo de
adquisicion de la infeccién por VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+, se incrementa
con el grado de inmunosupresion y el sexo oral, mientras que el riesgo de persistencia de la
infeccion por estos virus en cavidad bucal se incrementa por: edad avanzada, sexo
masculino y tabaquismo (Beachler y col., 2015; Muller y col., 2015). Como ocurre con las
infecciones anogenitales, las infecciones bucales por VPH parecen ser a menudo
transitorias, sin embargo, algunas infecciones persisten por un periodo de hasta 2 afios

(Beachler y col., 2015).
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2.10. Deteccién de VPH mediante ensayos moleculares.

Los métodos usados para el diagnéstico de la infeccion por VPH, estan basados
principalmente en la deteccion del ADN viral y han sido agrupados en ensayos de alta
sensibilidad como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), ensayos de moderada
sensibilidad como el Southernblot y de baja sensibilidad como la hibridacion in situ (Miller
y White, 1996), siendo la técnica de la PCR la mas utilizada debido a su alta sensibilidad,

accesibilidad y bajo costo (Molijn y col., 2005).

-41 -



1.  ANTECEDENTES

Dado que en los pacientes VIH+ las manifestaciones bucales tienen un importante
valor prondstico y son consideradas como un indicador de inmunosupresion temprana y de
la progresion de la enfermedad (Arendorf y col., 1998, Diaz y col., 2000), en los ultimos
afios ha cobrado especial interés la identificacion de infecciones virales particularmente de
los VPH en cavidad bucal. En este sentido, es importante destacar que la prevalencia global
de las manifestaciones bucales ha cambiado desde que se utiliza HAART. Con esta terapia
se ha observado una reduccién significativa de algunas lesiones como la Leucoplasia
Vellosa Oral y la Periodontitis Ulcero necrotizante o Gingivitis Ulcero necrotizante Aguda,
entre otras, sin observarse una reduccion de la incidencia de Candidiasis bucal, Ulceras
bucales o del Sarcoma de Kaposi. Asi mismo, se ha reportado que el grado de
reconstitucion inmune alcanzado con esta terapia controla otras infecciones oportunistas
asociadas con el SIDA causadas por virus, tales como el Virus Herpes Simple (VHS), el
Citomegalovirus (CMV), y el Virus Epstein Barr (VEB), entre otros (Reimers y col., 2010).
En contraste, otros estudios muestran un marcado incremento de la incidencia de verrugas
orales, condilomas e hiperplasia epitelial multifocal por VPH, en pacientes tratados con
HAART (Schmidt y col., 2000; Greenspan y col., 2001; King y col., 2002; Cameron y col.,

2005).

Con respecto a las neoplasias malignas orofaringeas relacionadas con la infeccion
por VPH, algunas investigaciones llevadas a cabo por Clifford y col., 2005; Engels y col.,
2008; Patel y col., 2008 en poblacion estadounidense VIH+, han reportado un incremento
en su incidencia, a pesar de la amplia disponibilidad de HAART. En particular, el riesgo a

desarrollar cancer orofaringeo, anal y cervical (todos los cuales pueden estar asociados con
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el VPH) es de 3 a 60 veces mayor entre los pacientes infectados por el VIH, en la era

moderna del HAART (Greenspan y col., 2001).

Un estudio realizado por D’Souza y col., en el ano 2007, mostro que el uso y el
aumento de la duracién de HAART estuvo asociado con la presencia de VPH en la cavidad
bucal, detectandose con mas frecuencia la infeccién por VPH en aquellos pacientes con uso

de HAART por més de 5 afios, que en los pacientes que no se encontraban bajo terapia.

De manera consistente, diversos estudios han reportado que los individuos VIH+
presentan infeccion con VPH en la cavidad bucal entre un rango del 14% hasta un 87%,
una proporcion sustancialmente superior a la reportada en individuos VIH- (Coutlee y col.,
1997; Kreimer y col., 2004; D’Souza y col., 2007; Fatahzadeh y col., 2012; Read y col.,
2012; Beachler y col., 2012; Mooij y col., 2013; van Aar y col., 2014; Beachler y col.,

2015; Muller y col., 2015).

En el afio 1997, Coutlée y col., realizaron un estudio un grupo de 287 individuos
sexualmente activos, de los cuales 178 eran VIH+ y 109 eran individuos VIH-, con el
objetivo de determinar la prevalencia de infecciones por VPH en la cavidad bucal, y
encontraron que el 14% de los individuos VIH+ presentaban infeccion por VPH, de los

cuales el 12% presentaban infeccion con genotipos de alto riesgo oncogenico.

En este sentido, una investigacion llevada a cabo por Kreimer y col., 2004, donde
realizaron la deteccion vy tipificacion de VPH en 396 muestras de mucosa bucal de
pacientes VIH- y 190 de pacientes VIH+, se encontr6 una mayor prevalencia de la
infeccion por VPH (25,3% vs 7,6%; p < 0.001), y de VPH-AR oncogénico en los pacientes

VIH+ (13.7% vs 4.5%; p < 0.001). Otro estudio realizado por Cameron y col., 2005 en
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muestras de saliva de 98 pacientes VIH+ bajo HAART report6 la presencia de VPH en un

37% de la muestra de estudio.

En el afio 2008, una investigacion realizada por Richter y col., para evaluar la
presencia de VPH en la cavidad bucal de mujeres VIH+ con un contaje de linfocitos T
CD4+ menor a 300 cél/uL, reportd un 20% de infeccion por VPH que incluian genotipos de
alto riesgo oncogénico. Asi mismo, en un estudio similar realizado por Marais y col., 2008
en 33 muestras de hisopado bucales de mujeres VIH+, reporté un 33% de infeccion por
VPH en las muestras, de las cuales el 12% presentaban infeccién con genotipos de alto

riesgo oncogenico.

En nuestro pais, una investigacion realizada por Escalona y col., en el 2011 donde
se evaluaron muestras de fluido crevicular para detectar y tipificar el VPH de pacientes
VIH+ con o sin HAART, reportd que el 46% de los pacientes bajo terapia antirretroviral
presentaban infeccién por VPH, mientras que los pacientes que no recibieron terapia, no
presentaron infeccion de VPH. Asi mismo, este estudio reportd que el 66,6% de las

muestras positivas para VPH presentaban los genotipos 6 y 11, de bajo riesgo oncogénico.

Parisi y col., en el 2011 en una investigacion realizada en hombres VIH+ que tienen
sexo con hombres (HSH), con el fin de determinar la prevalencia de la infeccién con VPH
de alto y bajo riesgo oncogénico en la cavidad bucal y ano, reportaron que la prevalencia de
la infeccidon con VPH-AR oncogénico entre las muestras positivas para el VPH, fue similar

tanto en la cavidad bucal como en ano, con 24,3% y 20,9%, respectivamente.

Un estudio similar llevado a cabo por Mooij y col., en 2013, con el objetivo de

determinar la presencia de VPH-AR oncogénico en la mucosa bucal de 767 HSH, de los
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cuales 314 eran VIH+, reportd que el 24,4% de los individuos VIH+ presentaban infeccion
por VPH, mientras que en los individuos VIH- el virus solo estuvo presente en el 8,8%. Asi
mismo se observé que el 24,8 % de los pacientes positivos para VPH presentaban

infecciones con genotipos de alto riesgo, siendo el genotipo mas comdn el VPH-16.

Un estudio realizado en el afio 2012 por Read y col., para evaluar la prevalencia de
VPH cavidad bucal en un grupo de 249 HSH VIH+ a partir de muestras de hisopado bucal
encontraron infeccion por VPH en el 19% de las muestras, de las cuales en el 8% se detecto
la presencia de VPH-16 de alto riesgo oncogénico. Ademas, encontraron una asociacion
estadisticamente significativa entre la deteccion de VPH en cavidad bucal y el habito

tabaquico.

En el afio 2012 Beachler y col., realizaron una investigacion en 379 pacientes VIH+
y 266 pacientes VIH-, para detectar VPH a partir de muestras de hisopado bucal, y
observaron que la prevalencia fue del 35% para pacientes VIH+ y de 18% en pacientes
VIH-. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05). Asi mismo, reportaron
que el genotipo mas comun fue el VPH-16 y reportaron una fuerte correlacion entre el

estado de inmunosupresion y la deteccion de VPH en la cavidad bucal.

Otra investigacion llevada a cabo este mismo afio por Del Mistro y col., a partir de
100 muestras de saliva de individuos VIH+, que incluyeron hombres y mujeres
homosexuales y heterosexuales, detectaron presencia de infeccion por VPH en el 37% de
las muestras, y reportaron un 13% de prevalencia de VPH-16 de alto riesgo oncogeénico.
Otro estudio realizado en el afio 2013 por Videla y col., en 733 hombres VIH+, report6 un
16% de infeccion por VPH en la cavidad bucal de estos pacientes, siendo el genotipo mas
comun el tipo 16.
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Fatahzadeh y col., 2013 en una investigacion realizada en 52 muestras de enjuague
bucal de individuos VIH+, con el fin de detectar la presencia de VVPH, report6 que el 87%
de los individuos presentaban infeccion por VPH, de los cuales 23% presentaron VPH-AR
oncogénico, y 40% VPH-BR oncogénico. Por otra parte, encontraron una relacién
estadisticamente significativa entre la deteccion de VPH en relacion al aumento de la carga

viral del VIH.

Recientemente, una investigacion similar llevada a cabo por Muller y col., 2015, en
muestras de enjuague bucal de 161 pacientes VIH+ bajo HAART y 128 pacientes VIH-,
detectaron la presencia del virus en el 32% de los pacientes VIH+ y 16% en los pacientes
VIH-. En este estudio el genotipo VPH-16 se detectd en el 8% de los pacientes VIH+ y en
el 2% de los pacientes VIH-, observandose, ademas, una relacién estadisticamente

significativa entre el contaje de linfocitos T CD4+ y la deteccion de VPH en cavidad bucal.

Por su parte, Beachler y col., en 2015 en otro estudio donde también se evalué la
presencia de VPH en muestras de enjuague bucal de 761 pacientes VIH+, se observé que
el 34% de las mismas presentaban infeccién por VPH. Ademas se encontré una relacion
estadisticamente significativa, entre la deteccion del virus y el bajo contaje de linfocitos T
CD4+ y otros factores de riesgo como el nimero de parejas sexuales. Adicionalmente,
encontraron que: el sexo masculino, la edad avanzada y el habito tabaquico incrementaron

el riesgo de persistencia de la infeccion por VPH en la cavidad bucal.

Por altimo, en la investigacion realizada por Shiboski y col., 2016 con el objetivo de
determinar la presencia y el tipo de virus presente en la cavidad bucal de 338 pacientes
VIH+, 12 semanas antes y 18 semanas después de iniciar HAART, reportd que el 18%
tenia al menos un genotipo de VPH presente antes de iniciar la HAART. Asi mismo, luego
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de 12-24 semanas de haber iniciado tratamiento con HAART el 24% tenia al menos un

genotipo de VPH.
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad, las manifestaciones bucales en los pacientes VIH+ tienen un
importante valor pronostico, debido a que la gran mayoria de estos individuos presentaran
alguna manifestacion bucal durante el curso de la enfermedad, que estardn relacionadas con
el estado de inmunosupresion y la carga viral. En este sentido, diversos estudios han
reportado un incremento de lesiones bucales debidas a la infeccidn por el VPH, entre ellas:
papilomas, condilomas acuminados, verrugas vulgares, hiperplasia epitelial multifocal, a
pesar de la introduccion de HAART.

En nuestro pais, existen pocas investigaciones que correlacionan la carga viral con
el contaje de linfocitos T CD4+ y la presencia de VPH en la cavidad bucal de pacientes
VIH+. Es por esto, que este tipo de estudios donde se correlaciona el contaje de linfocitos T
CD4+, la carga viral de VIH y la deteccion de la infeccion por VPH en la cavidad bucal,
empleando métodos moleculares altamente sensibles y especificos, en conjunto con un
examen odontologico exhaustivo de la cavidad bucal, son de vital importancia en el
seguimiento, asi como en la aplicacion de un tratamiento mas efectivo y oportuno en
aquellos pacientes con infecciones por VPH-AR oncogénico, que presentan mayor riesgo

de desarrollar neoplasias malignas en la cavidad bucal.
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V. OBJETIVOS

. Obijetivo general:

O

Establecer la frecuencia de la infeccion por Virus Papiloma Humano (VPH)

en la cavidad bucal de un grupo de pacientes VIH+.

. Obijetivos especificos:

©)

Realizar la extraccion de material gendmico viral, a partir de muestras de
hisopado bucal de pacientes VIH+.

Realizar la deteccién de la infeccion por VPH, a partir de muestras de
hisopado bucal de pacientes VIH+.

Realizar la tipificacion de VPH, a partir de muestras de hisopado bucal de
pacientes VIH+.

Correlacionar la presencia de la infeccion por VPH con el contaje de linfocitos

T CD4+ y la carga viral en pacientes infectados con el VIH.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Grupo de estudio:

Se incluyeron 31 pacientes mayores de edad, con diagnostico confirmado de
infeccion por el VIH, que acudieron al Centro de Atencion a Personas con Enfermedades
Infectocontagiosas (CAPEI), de la Facultad de Odontologia, de la Universidad Central de
Venezuela, entre los meses de enero a mayo de 2017. A cada uno de los pacientes se invit6
a participar en el estudio, con previa informacién del disefio y protocolo. Seguidamente, se
recolectaron los datos clinicos provenientes de la historia clinica (contaje de linfocitos T
CDA4+, carga viral de VIH, edad, sexo) y cada uno firmé un consentimiento informado,
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia de la UCV.

1.1 Criterios de seleccion.

1.1.1  Inclusién:

- Pacientes atendidos en el CAPEI con diagnoéstico conocido de infeccién por VIH,
mayores de edad, con registro de la carga viral para VIH y registro del contaje de
linfocitos T CD4+ en la historia clinica.

1.1.2  Exclusion:

- Mujeres embarazadas, pacientes con diagnostico de diabetes mellitus, pacientes que

consumieran antidepresivos y pacientes con tratamiento de ortodoncia.

2. Grupo Control:

Se incluyeron 10 individuos mayores de edad, sanos, sin infeccion por VIH que
acudieron a los Servicios Clinicos de la Facultad de Odontologia, de la Universidad Central
de Venezuela, entre los meses de enero a mayo de 2017. A cada uno de los individuos se

invitdé a participar en el estudio, con previa informacion del disefio y protocolo.
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Seguidamente se recolectaron los datos personales y cada uno firmé un consentimiento
informado, aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia de la UCV.

2.1. Criterios de Seleccion.

2.1.1.  Inclusion:
- Individuos sanos, seronegativos para VIH, mayores de edad, sin tratamiento de

ortodoncia.

2.1.2.  Exclusion:

- Individuos seropositivos para VIH, con tratamiento de ortodoncia.

3. Metodologia.

3.1. Recoleccidén de las muestras de hisopados bucales.

Para la recoleccion de las muestras de hisopados bucales, un odontélogo del CAPEI,
realizd un examen extra e intrabucal de la cavidad bucal, para verificar lesiones en tejidos
blandos y duros. Posteriormente, con el hisopo de dacrén se realizd un barrido por la
mucosa oral que incluyé: lengua, borde de lengua, piso de boca, paladar y carrillo.
Seguidamente, el hisopo fue colocado en un tubo con medio de transporte y se llevé al
Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia, donde se

almacend a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

3.2. Procesamiento de las muestras:
3.2.1. Extraccion del ADN viral.

k™ Genomic

El ADN genomico se obtuvo utilizando el estuche comercial PureLin
DNA Kits de Invitrogen. El hisopo contenido en el tubo con el medio de transporte, se
agito con el vortex durante 15 segundos. Luego, la solucion se trasvasé a un tubo eppendorf

de 1.5 mL y se centrifugd a 20.000 g durante 10 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y
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el sedimento celular se resuspendio en: 180 uL del buffer de lisis y 20 uL proteinasa K, se
agito con el vortex durante 5 segundos y posteriormente se incubd en un bloque térmico
con agitacion a 55°, durante 5 min. A la solucién se le agregaron 20 pL de RNAasa y se
dejo reposar durante 2 min a temperatura ambiente (25 °C * 2 °C). Posteriormente, se le
agregaron 200 pL de buffer de enlazamiento (BF), se mezcl6 por inversion y se afiadieron
200 pL de Etanol al 100 %. La solucion se trasvaso a la columna y se centrifugd a 10.000 g
durante 1 min a 4 °C, el eluyente se descartd. Luego, se agregaron 500 pL de buffer de
lavado 1 (W1) y luego se centrifugdé a 10.000 g durante 1 min a 4 °C, el eluyente se
descart6. Luego se agregd 500 L de buffer de lavado 2 (W2), y se centrifug6 a 20.000 g
durante 3 min a 4 ° C, el eluyente se descartd. Por Gltimo, se cambi6 la columna a un tubo
eppendorf, se agreg6é 50 pL de buffer de elucion (BE) y se centrifugd a 20.000 g a 4 °C

durante 1 min, obteniendo el ADN en solucién.

3.2.2. Deteccion y Tipificacion de VPH mediante el Sistema de Hibridacion Reversa de
INNO-LiPA- HPV Genotyping Extra de INNOGENETICS.

Una vez extraido el material gendmico se procedio a detectar y tipificar el VPH.
Para ello se utilizé el Kit INNO- LiPA HPV Genotyping Extra de INNOGENETICS, que
estd basado en el principio de hibridacion reversa. Parte de la region L1 del genoma de
VPH es amplificado y los amplicones biotinilados de 65 pb desnaturalizados son hibridados
con sondas de oligonucleo6tidos especificas, las cuales son inmovilizadas en tiras de
membranas que contienen 28 secuencias especificas de VPH. Este sistema detecta los
genotipos de bajo riesgo oncogénico: 6, 11, 40, 43, 44, 54 y 70; los tipos de alto riesgo
oncogeénico: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Asi mismo,

genotipos probables de alto riesgo, tales como: 26, 53, 66, 69/71 y 74. Después de la

-52-



hibridacion y el lavado astringente, la estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina se
agrega a los hibridos biotinilados formados previamente. La incubacién con el cromégeno
BCIP/NBT produce un precipitado parpura y los resultados se pueden interpretar
visualmente.

3.2.2.1. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) mediante el estuche INNO-LiPA-

HPV Genotyping Extra de INNOGENETICS.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa, se utilizd el estuche INNO-LiPA- HPV
Genotyping Extra de INNOGENETICS y se llevd a cabo en volumen final de 50 pL. Para
ello 10 pL del ADN extraido se incubd con los reactivos especificados en la Tabla 2. Las

condiciones de corrida para la amplificacion del ADN viral se especifican en la Tabla 3.

Tabla 2. Reactivos para la preparacion de la mezcla de PCR.

Reactivos Cantidad (uL)
AMP MIX 37,7
ENZ MIX 2,3
ADN 10
Total 50

Tabla 3. Condiciones de amplificacién de la PCR.

Temperatura Tiempo No. Ciclos
Descontaminacion 37°C 10 min 1
Desnaturalizacion 94°C 9 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg 40
Hibridacion 52°C 45 seg 40
Extension 72°C 45 seg 40
Extension Final 72°C 5 min 1
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3.2.2.2. Hibridacion y Revelado mediante el estuche INNO-LiPA- HPV Genotyping Extra

de INNOGENETICS.

- Procedimiento de la Prueba.

Una vez amplificado el ADN viral, se realizaron las incubaciones de hibridacion y
lavado astringente a 49 °C, en un bafio de agua y con agitacion constante.
- Hibridacion.

Se removieron el nimero de tiras requeridas para la prueba y se identifico cada tira
con un nimero. Se tomo el nimero requerido de cubetas para la prueba (1 cubeta por tira) y
se colocaron en la bandeja. Luego se pipeted 10 pl de solucion de desnaturalizacion (DS)
en la esquina superior de cada una de las cubetas. Posteriormente, se agreg6 10 ul del
producto amplificado biotinilado a la solucion de desnaturalizacion y cuidadosamente se
mezcl6 con la pipeta varias veces. Se usaron puntas con filtro y estériles. Se permitio la
desnaturalizacion por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se agit6 la solucién
de hibridacion precalentada y suavemente se agregaron 2 mL al amplificado
desnaturalizado dentro de cada una de las cubetas. Se mezcl6 con cuidado. Inmediatamente
se colocaron las tiras en el interior de las cubetas. Por ultimo, se colocé la bandeja con las
tiras en el bafio de agua, con agitacion a 49 °C (aprox. 80 rpm), se cerrd la tapa y se incubo
por 60 minutos.

- Lavado Astringente.

Después de la hibridacion, se removio la bandeja con las tiras del bafio de agua.
Seguidamente, se aspird el liquido de la cubeta con una pipeta, conectada a un aspirador de
vacio. Se agregaron 2 mL de la solucion de lavado astringente pre-calentada dentro de cada
una de las cubetas y se enjuago por agitacion la bandeja de 10 a 20 segundos a temperatura

ambiente. Se aspir0 la solucién de cada una de las cubetas. Se repitio este paso una vez
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mas. Luego se aspir6 la solucién y se incubaron cada una de las tiras en 2 mL de solucién
de lavado astringente en el bafio de agua con agitacién a 49 °C por 30 minutos. Se cerro la
tapa del bafio de agua.
- Desarrollo de color.

Todas las incubaciones posteriores se llevaron a cabo a 20- 25 °C sobre un agitador.
Cada tira se lavo dos veces por 1 min., con 2 ml de la solucion de enjuague diluida y se
aspird. Luego se agregaron 2 ml de la solucion de conjugado a cada una de las cubetas y se
incub6 por 30 minutos con agitacion y se aspird. Posteriormente cada una de las tiras se
lavaron 2 veces por 1 min., usando 2 ml de la solucion de enjuague diluida y se lavaron una
vez méas usando 2 ml de Buffer Sustrato y se aspiraron. Se agregaron 2 ml de la solucion
sustrato a cada uno de las cubetas y se incubd por 30 minutos en agitacion y se aspiro. El
desarrollo de color se detuvo lavando las tiras 2 veces en 2 ml de agua destilada en
agitacion por lo menos 3 min. Por Gltimo, se usaron pinzas, se removieron las tiras de las
cubetas y se colocaron sobre papel absorbente. Se esperd que las tiras se secaran
completamente y se reportaron los datos en la hoja.

3.3. Interpretacion de los Resultados.

Todas las bandas claramente visibles se clasificaron utilizando la tarjeta de lectura
de INNO-LiPA HPV Genotyping Extra. Los patrones de bandas se compararon con el
diagrama de interpretacion de INNO-LiPA HPV Genotyping Extra suministrado por el Kit,
el cual muestra las bandas positivas (filas) para los distintos tipos de VPH. Aquellas
muestras para las que el patron de bandas obtenido no pudo asignarse a ningun patron de
genotipo, o aquellas que no tengan bandas especificas de tipo (1-28), pero tengan como
minimo una banda de control positivo de VPH, se clasificaron como VPH positivas, pero

de tipo no identificable (VPHX).
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3.4. Analisis estadistico.

Se utilizaron estadisticos descriptivos para determinar los promedios y desviaciones
estandar con respecto a las variables: edad, contaje de linfocitos T CD4+ y carga viral en
sangre. Se compararon las caracteristicas clinicas de los pacientes, asi como la deteccién y
tipificacion de VPH en cavidad bucal utilizando las pruebas no paramétricas: T exacta de
Fisher y prueba de Kruskal-Wallis para valores de mediana en variables continuas. Se
consideraron aquellas pruebas con valores de p menor a 0.05, estadisticamente
significativas. Las pruebas de asociacion entre deteccion de la infeccién por VPH en la
cavidad bucal, el contaje de T CD4+ y la carga viral en sangre, se realizaron utilizando la
prueba exacta de Fisher. El andlisis de los datos se realiz6 usando el programa PAST,

version 3.0.
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VIl. RESULTADOS

1. Descripcion de la muestra de estudio.

1.1. Caracteristicas demograficas de la muestra de estudio.

La muestra de estudio estuvo constituida por 31 hisopados bucales provenientes de
pacientes (hombres y mujeres), mayores de edad, VIH+ que acudieron al Centro de
Atencién de Personas con Enfermedades Infectocontagiosas (CAPEI), de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de VVenezuela, en el periodo de enero a mayo 2017.
El control estuvo constituido por 10 individuos (hombre y mujeres), mayores de edad, VIH-
. Para la obtencion de la muestra de hisopado bucal, los pacientes debieron firmar un
consentimiento informado aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de

Odontologia (ver Anexo 1).

1.1.1. Edad y Geénero: En general, el promedio de edad de la muestra de estudio fue de
49,03 £ 11,5 (rango: 25- 75 afos). El 74,2% (23/31) de la muestra de estudio correspondio
a hombres en edades comprendidas entre 26 y 75 afios (promedio de edad: 48,7 afios +
11,1). EI 25,81% (8/31) correspondié a mujeres en edades comprendidas entre 25 a 67 afios
(promedio de edad: 50,1 afios £+ 13,3). El promedio de edad del control fue de 20.5 afios +
1.4 afos. El 80% (8/10) de los individuos del control correspondié a mujeres en edades
comprendidas entre 18 y 22 afios, y el 20% (2/10) correspondié a hombres en edades

comprendidas entre 20 y 21 afios (Tabla 4).
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1.1.2. Terapia antirretroviral: Para el momento de la toma de muestra de hisopados
bucales, todos los individuos (100%) que participaron en este estudio se encontraban bajo

terapia antirretroviral de alta efectividad (HAART) (Tabla 4).

1.1.3. Orientacion Sexual: En la poblacion de estudio el 45,2% (14/31) tenia una
orientacion sexual de tipo homosexual, seguido de un 41,9% (13/31) con una orientacion
heterosexual y por ultimo un 12,9% (4/31) con una orientacion bisexual. En este estudio
todas las mujeres (100%) eran heterosexuales y en el caso de los hombres, el 60,9% (14/23)
eran hombres que tenian sexo con hombres (HSH), seguido de un 21,7% (5/23) que eran
heterosexuales y el 17,4% (4/13) bisexuales. EI 100% (10/10) de los individuos del control

tenia una orientacion sexual del tipo heterosexual (Tabla 4).

1.1.4. Habito tabaquico y consumo de alcohol: En general, el 38,7% (12/31) de los
pacientes que participaron en este estudio tenian habito tabaquico, de los cuales las mujeres
representaron el 6,5% (2/31) y los hombres el 32,2% (10/31), En cuanto al consumo de
alcohol, el 32,2% (10/31) de los pacientes consumian alcohol, de estos el 25,8% (8/31) eran
hombres y el 6,4% (2/31) eran mujeres. En la muestra control, el 30% (3/10) de los

individuos consumian alcohol (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas demogréficas de la muestra de estudio.

Muestra de estudio

Total (n=31) Hombre (n=23) Mujer (n=8)  Control p
Edad 49,0+115 50,1+ 13.3 48,7+11.1 205+1.4
Tratamiento
HAART 31/31 (100 %)  23/23 (100 %) 8/8 (100 %) 0/10 (0%) 1,00
Orientacion Sexual
Bisexual 4/31 (12,9%)  4/23 (17,4%) 0/8 (0%) 0/10 (0%) 0,55

Heterosexual ~ 13/31(41,9%) 5/23(21,7%)  8/8 (100,0%) 10/10 (100%) 0,55
Homosexual — 14/31(452%) 14/23 (60,9%)  0/8 (0%) 0/10 (0%) 0,01

Consumo
Tabaco 12/31 (38,7%) 10/23 (43,5%) 2/8 (25,0%) 0/10 (0%) 0,43
Alcohol 10/31 (32,2%)  8/23 (34,8%) 2/8 (25,0%) 3/10 (0%) 0,43

Abreviaciones: HAART: Terapia Antirretroviral de Alta Eficacia; p: T exacta de Fisher, para la

comparacion de frecuencias entre pacientes mujeres y hombres VIH+.
1.2. Marcadores inmunitarios de la evolucion de la enfermedad en la muestra de

estudio.

En relacién a la evaluacidon del estado inmunitario referido al contaje de linfocitos T
CD4+ (cél/mm?) y la carga viral (copias ARN/mL) de los pacientes incluidos en el estudio,
en la Tabla 5, se puede observar lo siguiente:
1.2.1. Contaje de Linfocitos T CD4+: En general, en la muestra de estudio el contaje de
linfocitos T CD4+ promedio fue de 601 + 200 cél/mm?®. En cuanto a la clasificacion de los
pacientes, segun el estadio de la infeccion de acuerdo al contaje de linfocitos T CD4+
establecido por el CDC de los EE.UU en el afio 2014 (Frieden y col., 2014), se observé que
la mayoria de los pacientes (67,7%) se encontraban en el estadio 1 (contaje de T CD4+ es
mayor a 500 cél/mm?®), seguido del 29,0% de pacientes que presentaban un contaje de

linfocitos T CD4+ entre 200- 499 cél/mm?® (estadio 2), y por Gltimo solo un paciente que
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presentd un contaje de linfocitos T CD4+ menor a 200 a cél/mm?®, correspondientes al

estadio 3.

El 62,5% (16/23) de las mujeres presentaron un contaje de linfocitos T CD4+ mayor
a las 500 cél/mm?® y el 37,5% restante (3/8) presentd un conteo de linfocitos T CD4+ entre
200- 499 cél/mm?>. En cuanto a los hombres, el 69,6% (16/23) presentd un contaje de
linfocitos T CD4+ mayor a las 500 cél/mm?, seguido del 26,1% (6/23) con un contaje de
linfocitos T CD4+ entre 200-499 cél/mm?, por Gltimo, un solo paciente que presentd un
contaje de T CD4+ menor a 200 cél/mm?®. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la media de contaje de linfocitos T CD4+ entre hombres y mujeres,

segun los estadios mencionados anteriormente (Tabla 5).

1.2.2. Carga viral de VIH: Para el analisis de la carga viral, en este estudio se
establecieron tres categorias de valores: la primera categoria correspondio a valores de
carga viral menores a 100 copias ARN/mL, la segunda correspondi6é a valores de carga
viral entre 100 - 10.000 copias ARN/mL, y la tercera categoria correspondié a valores de

carga viral mayor a 10.000 copias ARN/mL (Tabla 5).

El 74,2% (23/31) de los pacientes en la muestra de estudio presentaron valores de
carga viral en sangre menor a 100 copias ARN/mL, seguido de un 22,6% (7/31) que
presentaron valores de carga viral entre 100- 10.000 copias ARN/mL. Solo un paciente del
sexo masculino presentd un valor de carga viral mayor a 10.000 copias ARN/mL (35.490
copias ARN/mL).

El 78,3% (18/23) de los hombres y el 62,5% (5/8) de las mujeres presentaron cargas

virales menores a 100 copias ARN/mL, el resto de los pacientes presentaron cargas virales
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entre 100 - 10.000 copias ARN/mL, de los cuales el 17,4% (4/23) eran hombres y el 37,5%
(3/8) eran mujeres. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas de los
valores de carga viral entre hombres y mujeres (Tabla 5).

Tabla 5. Marcadores inmunitarios de la muestra de estudio.

Hombre Mujer
Total (n=31) (n=23) (n=8) p

Contaje de T CD4+ (cél/mm?)
<500 21/31 (67,7%) 16/23 (69,6%) 15/8 (62,5%) 1,00
200-499 9/31 (29,0%) 6/23 (26,1%) 3/8 (37,5%) 0,66
> 200 1/31 (3,2%) 1/23 (4,3%) 0/8 (0,0%) 1,00

Carga viral
(cop ARN/mL)

> 100 23/31 (74,2%) 18/23 (78,3%) 5/8 (62,5%) 0,40
100-10000 7/31(22,6%) 4/23 (17,4%) 3/8 (37,5%) 0,34
> 10000 1/31 (3,2%) 1/23 (4,3%) 0/8 (0%) 1,00

Abreviaciones: p: T exacta de Fisher, para la comparacion de frecuencias entre pacientes mujeres y

hombres VIH+.

1.3. Frecuencia y tipo de manifestaciones bucales presentes en la muestra de estudio.

Al momento del examen extra e intrabucal, el 67,7% (21/31) de los pacientes no
presentaban manifestaciones en tejidos blandos, mientras que el 32,3% (10/31) si
presentaron manifestaciones clinicas (Figura 10). Entre las manifestaciones clinicas en
cavidad bucal se pueden mencionar: lengua reseca y fisurada, aftas, restos radiculares,
abscesos gingivales, periodontitis, leucoplasia en carrillo, resecion gingival y
enrojecimiento en el paladar. Es importante destacar que ninguna de las lesiones

observadas fue compatible con manifestaciones asociadas a la infeccion por VPH.
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Figura 10. Frecuencia de manifestaciones bucales presentes en la muestra

de estudio.

1.4.Frecuencia de pacientes con antecedentes de infecciones de transmisién sexual

(ITS) e infecciones oportunistas en la muestra de estudio.

En general, entre los datos recogidos de la historia clinica en la muestra de estudio
analizada, se observo que el 61,3% (19/31) de los individuos habia presentado alguna
infeccion de transmision sexual (ITS). De estas infecciones, el 29,0% (9/31) de los
individuos presentaron antecedentes con sifilis, sequido de 19,4% (6/31) que presentaron
infeccion por Virus de Hepatitis B (VHB), igualmente un 19,4% (6/31) por infeccién de
VPH en el area genital y un solo paciente con antecedentes de infeccion en la mucosa

bucal. El 16,1% (5/31) presentaba antecedentes de infeccion por gonorroea, seguido de
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9,7% (3/31) con antecedentes de infeccidn por Virus Herpes Simple (VHS). Por dltimo, un
3,2% (1/31) presentd antecedentes de infeccién con Virus de Hepatis C (VHC) e

igualmente un 3,2% (1/31) para molusco contagioso (MC) (Figura 11).

45,0 -
40,0 -
35,0 -
30,0 -

29,0
25,0 -
19,4
20,0 + 16,1
15,0 -
9,7
10,0 -
50 I I 32 32 32 32
00 | | | ' H = =B

Sifilis VHB Gonorrea VHS VPH VPHOral VHC MC
Genital

Infecciones de Transmision Sexual (ITS)

Frecuencia de pacientes con ITS (%)

Figura 11. Frecuencia de pacientes VIH+ con antecedentes de infecciones de transmision

sexual (ITS).

Con respecto a los antecedentes de infecciones oportunistas presentes en la muestra
de estudio, se observa que el 12,9% (4/31) de los individuos presentaba antecedentes de
infeccion con Virus Varicela Zoster (VZV), seguido de un 9,7% (3/31) con infeccién por
tuberculosis (TBC), un 6,5% (2/31) con Virus Epstein-Barr (VEB) y por ultimo un 3,2%
(1/31) con meningitis (Figura 12). En este sentido, es importante destacar que el 3,2%
(1/31) presentd coinfeccion con Virus Epstein- Barr y Virus Varicella Zoster, ademas de
otro 3,2% (1/31) que presentd coinfeccion con Virus Epstein- Barr, Varicella Zoster y

Virus Herpes Simple.
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Figura 12. Frecuencia de pacientes VIH+ con antecedentes de infecciones oportunistas.

2. Deteccion de la infecciéon por VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

2.1. Frecuencia de la infeccidén por VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

Para la deteccion de la presencia de VPH se empled el Sistema de Hibridacion
Reversa de INNO-LiPA, gue detecta simultdneamente 28 genotipos de VPH y se encontrd
que el 61% (19/31) de los pacientes que conformaron la muestra de estudio presentaban una
infeccion por VPH, mientras que el 39% (12/31) no present6 infeccion con este virus. En
cuanto al control, en ninguno de los casos se detect6 infeccién por VPH en cavidad bucal
(Tabla 6).

Es importante mencionar que el 87,5% (7/8) de las mujeres presentaron infeccion
con VPH y en el caso de los hombres la infeccion se detectd en el 52,2% (12/23), sin
embargo, la diferencia entre las frecuencias de deteccion de VPH observadas de hombres y

mujeres, no fue estadisticamente significativa (p: 0,11, T exacta de Fisher) (Tabla 6).
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Tabla 6. Frecuencia de infeccion por VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

Deteccion de VPH Total (n=31) Hombre (n=23) Mujer (n=8) P
Positivos 19/31 (61,3 %) 12/23 (52,2%) 7/8 (87.5 %)
0,11
Negativos 12/31 (38,7 %) 11/23 (47,8%) 1/8 (12,5%)

Abreviaciones: p: T exacta de Fisher, para la comparacion de frecuencias entre pacientes mujeres y

hombres VIH+.

2.2.Frecuencia de Genotipos de VPH presentes en la cavidad bucal de paciente

VIH+.

Los genotipos de VPH-BR estuvieron presentes en el 84,2% (16/19) de las muestras
de estudio y los genotipos de VPH-AR en el 68,4% (13/19). Es importante mencionar, que
para el caso de los hombres se observé que la frecuencia de infeccidn con genotipos de bajo
riesgo fue mayor con respecto a los genotipos de alto riesgo oncogénico, 83,3% (10/12) y
58,3% (7/12), respectivamente. Por otra parte, en las mujeres la frecuencia de infeccion con
genotipos de VPH de alto y bajo riesgo oncogénico fue la misma, de 85,7% (6/7) (Tabla 7).

En cuanto a los genotipos de VPH en la muestra de estudio en general, el genotipo 6
de bajo riesgo oncogénico fue el mas prevalente, detectdndose en el 73,7% (14/19) de los
pacientes, el VPH-18 de alto riesgo oncogénico estuvo presente en el 57,9% (11/19), el
VPH-11 de bajo riesgo oncogénico se detectd en el 31,6% (6/19), el VPH-16 de alto riesgo
oncogeénico se encontrd en el 26,3% (5/19), el VPH-35 de alto riesgo oncogénico se
observo en el 5,3% (1/19) y un solo paciente positivo para VPH (5,3%), en el que no se
pudo identificar el genotipo presente por la metodologia empleada (Tabla 7).

Para el caso de las mujeres, el genotipo de VPH mas frecuente fue el 18 con el

71,4% (4/7), seguido del 6 con el 57,1% (4/7), y los genotipos menos frecuentes
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correspondieron a los VPH-16 y VPH-11, ambos con una frecuencia del 28,6% (2/7)
(Tabla 7).

En los hombres la frecuencia de infeccién con genotipos de VPH vari6 con respecto
a la encontrada en mujeres, siendo el genotipo mas frecuente el VPH-6 con un 83,3%
(10/12), seguido de VPH-18 con 50,0% (6/12) y los VPH-11 y VPH-16 se detectaron con
una frecuencia de 33,3% (4/12) y 25,0% (3/12), respectivamente. Por ultimo, el genotipo
menos frecuente fue el VPH-35, detectado solo en un hombre, 8,3% (1/12). Las diferencias

observadas en las frecuencias de deteccion de distintos genotipos entre hombres y mujeres

no fueron estadisticamente significativas (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencia de la infeccién por VPH de bajo y alto riesgo oncogénico en la

cavidad bucal de pacientes VIH+.

VPH-BR VPH-AR NT
Muijer (n=7) 6/7 (85,7%) 6/7 (85,7%) 0/7 (0,0%)
Hombre (n=12) 10/12 (83,3%) 7/12 (58,3%) 1/12 (8,3%)
Total (n=19) 16/19 (84,2%) 13/19 (68,4%) 1/19 (5,3%)
P 1,00 0,33 1,00
VPH-6 VPH-11 VPH-16 VPH-18 VPH-35
Mujer (n=7) A7 (57,1%) 207 (28,6%) | 2/7 (28,6%)  5/7 (71,4%) 0/7 (0,0%)
Hombre (n=12) | 10/12 (83,3%) 4/12(33,3%) | 3/12(25,0%)  6/12 (50,0%)  1/12 (8,3%)

Total (n=19)

14/19 (73,7%) 6/19 (31,6%)

5/19 (26,3%)

11/19 (57,9%)

1/19 (5,3%)

p

1,00 0,33

1,00

1,00

0,63

Abreviaciones: VPH-AR= Virus de Papiloma Humano de alto riesgo oncogénico; VPH-BR= Virus

Papiloma Humano de bajo riesgo oncogénico; NT: VPH no tipificable; p: T exacta de Fisher, para la

comparacion de frecuencias entre pacientes mujeres y hombres VIH+.
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2.3.Frecuencia de infecciones simples y maltiples de VPH presentes en la cavidad

bucal de pacientes VIH+.

En cuanto a las infecciones multiples y simples con VPH en la muestra de estudio,
es importante mencionar, que un 74% (14/19) de los pacientes presentaron infecciones
multiples, es decir con mas de un genotipo de VPH y un 26% (5/19) presentd infeccidn con

un solo genotipo de VPH (Figura 13).

74% |

= Infeccion Simple Infeccion Multiple

Figura 13. Frecuencia de infecciones simples y multiples de VPH

presentes en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

En este estudio, se observaron infecciones multiples o co-infecciones con los
genotipos de VPH-6, VPH-11, VPH-16, y VPH-18. Entre las infecciones multiples la mas
comun fue con los genotipos de VPH- 6 y 18, con un 31,6% (6/19) de frecuencia, seguida
de un 15,8% (3/19) de infecciones con los genotipos de VPH- 6y 11, y VPH- 6, 16 y 18.
Un solo caso presentd una infeccion multiple con los genotipos de VPH- 6, 11, 16 y 18, de
igual manera un solo paciente que presentd infeccién con los genotipos de VPH- 11 y 16

(Figura 14).
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En cuanto a las infecciones con un solo genotipo, se observé que los genotipos
VPH- 6, 11, 18, y 35, se encontraron con una frecuencia de 5,3% (1/19) cada uno. El

genotipo VPH-16, no se encontrd en infecciones simples.
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Figura 14. Frecuencia de infecciones simples y multiples de VPH presentes en

la cavidad bucal de pacientes VIH+.

3. Correlacion entre el contaje de linfocitos T CD4+ e infeccién por VPH en la
cavidad bucal de pacientes VIH+.

Al analizar la relacion entre el contaje de linfocitos T CD4+ con respecto a la

infeccion por VPH en la cavidad bucal de estos pacientes, se observo que el contaje de

linfocitos T CD4+ fue ligeramente mayor (663,8 cél/mm®) en los pacientes que no

presentaron infeccion por VPH con respecto a aquellos pacientes a los que se les detecto el
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virus (560,8 cél/mm®) (Figura 15). Sin embargo, las diferencias entre las medias no fueron

estadisticamente significativas (p=0,13; Kruskal-Wallis).

m Negativo para VPH  m Positivo para VPH

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0

Contaje de Linfocitos T CD4+ (cél/uL)

Figura 15. Promedio de linfocitos T CD4+ en pacientes VIH+ con y sin infeccién por VPH

en la cavidad bucal.

Asi mismo, se pudo observar que aquellos pacientes que presentaban un recuento de
linfocitos T CD4+ mayor a 500 cél/mm?® con vy sin infeccién por VPH tenian medias o
promedios similares (estadisticamente iguales p=0.32; Kruskal-Wallis), en contraste con
aquellos que presentaban un contaje de linfocitos TCD4+ menor a 500 cél/mm?® con medias
o0 promedios significativamente diferentes (p<0.05; Kruskal-Wallis) (Figura 16). Sin
embargo, al analizar la diferencia entre las medias o promedios, se observd que la misma
no fue un factor de riesgo estadisticamente significativo para la deteccion de VPH en la

cavidad bucal (OR: 0,47; 1C: 95%, 0,1 - 2,3).
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Figura 16. Promedio de linfocitos T CD4+ en pacientes VIH+ con y sin infeccion por

VPH en la cavidad bucal.

En cuanto al promedio en el contaje de linfocitos por categorias con respecto a la
infeccion por VPH, se observo un aumento en la frecuencia de infeccidn por estos virus al
disminuir el contaje de linfocitos T CD4+. Se encontr6 que el 77,8% (7/9) de pacientes con
un recuento de linfocitos T CD4+ entre 200- 499 cél/mm? presentaron infeccion por VPH,
seguido de un 52,4% (11/21) de pacientes con un recuento de linfocitos T CD4+ mayor a
500 cél/mm® que también presentaron infeccion por VPH en la cavidad bucal. Es
importante mencionar, que el Unico paciente con un recuento de linfocitos T CD4+ menor a
200 cél/mm? presentd infeccién por VPH en la cavidad bucal (Tabla 8). Sin embargo, a
pesar de observar mayor frecuencia de infeccién por VPH en la cavidad bucal de acuerdo al
contaje de linfocitos T CD4+, no se observd una relacion estadisticamente significativa
entre el contaje de linfocitos T CD4+ y la deteccion de VPH en la cavidad bucal de estos
pacientes (p= 0,31, T exacta de Fisher).
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Tabla 8. Frecuencia de la infeccion por VPH de acuerdo a las categorias de linfocitos

T CD4+ (CDC) en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

Categorias de Linfocitos T CD4+
> 500 cél/mm? 200- 499 cél/mm? < 200 cél/mm?
Deteccion de VPH 11/21 (52,4 %) 719 (77,8 %) 1/1 (100 %)

4. Correlacion entre la carga viral e infeccion por VPH en la cavidad bucal de
pacientes VIH+.

Al analizar la relacion entre la carga viral plasmatica y la deteccién de VPH en la
cavidad bucal de pacientes VIH+, se pudo observar que el 71,4% (5/7) de los pacientes con
valores de carga viral entre 100 - 10.000 copias ARN/mL presentaban infeccién por VPH
en la cavidad bucal, seguido de un 60,9% (14/23) de pacientes con infeccién por VPH que
tenian valores de carga viral menor a las 100 copias ARN/mL de sangre. El Unico paciente
con carga viral elevada, mayor a las 10.000 copias ARN/mL, no present6 infeccidn por
VPH en la cavidad bucal (Tabla 9). No se encontr6 una relacion estadisticamente
significativa entre la presencia de VPH vy la carga viral en sangre (p=0,63, T exacta de

Fisher).

Tabla 9. Frecuencia de infeccion por VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+ en

relacion a los valores de carga viral plasmatica.

Carga viral en sangre (cop ARN/mL) Deteccion de ADN de VPH
<100 14/23 (60,9%)
100 - 10.000 5/7 (71,4%)
>10.000 0/1 (0,0%)
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VIII. DISCUSION

La infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH) constituye uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial. Las manifestaciones bucales son
comunes en pacientes infectados por VIH, y representan un rasgo que puede predecir el
deterioro general de la salud, ademas de representar un valor diagnostico importante en el
monitoreo del estado inmunitario del paciente (Moniaci y col., 1990; Reichart y col., 2003;
Ranganathan y col 2004; Bravo y col., 2005). Es asi como diferentes autores consideran las
manifestaciones bucales como marcadores tempranos de la enfermedad, debido a que existe
una relacion significativa entre la presencia de las mismas con una disminucion del
recuento de linfocitos T CD4+ y un aumento en la carga viral (Greenspan y Greenspan.,
1987; Greenspan y Greenspan., 2002; Patton y col., 2013; Gallardo 2016)

Desde la introduccion de la terapia antirretroviral altamente activa o HAART, se ha
observado una disminucién en la morbilidad y mortalidad de los pacientes VIH/SIDA, asi
como también en la frecuencia y la prevalencia de las infecciones oportunistas (Gallardo y
col., 2016). Sin embargo, la aparicion de lesiones bucales en relacion a la disminucion en el
contaje de linfocitos T CD4+, el inicio de la HAART vy la reconstitucién inmunitaria es
compleja (Batavia y col., 2016). Algunas lesiones bucales asociadas con el VIH, como la
candidiasis y leucoplasia vellosa, son mas comunes a medida que disminuyen las células T
CD4+ y se revierten con la reconstitucion inmunitaria (Patton y Van der Horst., 1999;
Shiboski y col., 2001; Bravo y col., 2005; Batavia y col., 2016). Este hecho, contrasta con
otras lesiones bucales como el sarcoma de Kaposi, que se producen con mayor frecuencia a
medida que disminuye el contaje de los linfocitos T CD4+, pero que no se revierten con el

inicio de la terapia (Speicher y col., 2013; Gbabe y col., 2014). Otras lesiones como las
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verrugas orales asociadas a la infeccion por VPH, han sido més frecuentes en el contexto de
la reconstitucion inmunitaria debido al uso de la HAART (Greenspan y col., 2001; Patton y
col., 2001; Lourenco y col., 2011). Es asi, como diferentes estudios han reportado una alta
prevalencia de infecciones causadas por el VPH en la cavidad bucal de individuos VIH+
bajo HAART (D’Souza y col., 2007; Escalona y col., 2011; Muller y col., 2015; Beachler y
col., 2015; Shiboski y col., 2016).

En particular, este trabajo de investigacion llevado a cabo en el CAPEI tuvo como
objetivo general, establecer la prevalencia de la infeccion por Virus Papiloma Humano en
la cavidad bucal de un grupo de individuos VIH+ bajo terapia antirretroviral y
correlacionarlo con el estado inmunitario: contaje de linfocitos T CD4+ y carga viral de
VIH.

La poblacién de estudio estuvo constituida por 31 pacientes VIH+, mayores de 18
afios de edad y de ambos sexos. El promedio de edad fue de 49,0 afios, similar a lo
reportado en los estudios realizados por Bravo y col., 2006, Benito y col., 2007, Escalona y
col., 2011, Muller y col., 2015, y Shiboski y col., 2016, que reportaron un rango de edad
entre 30-50 afios en individuos VIH+. Cabe destacar, que en esta investigacion todos los
pacientes evaluados se encontraban bajo terapia antirretroviral y la mayoria de los mismos
(74,2%) correspondian al sexo masculino, lo que concuerda con estudios previos realizados
por Bravo y col., 2005, Benito y col., 2007, Escalona y col., 2011, Jiménez y col., 2012,
Muller y col., 2015, y Shiboski 2016.

En cuanto a la orientacion o preferencia sexual, es importante mencionar que al
inicio de la epidemia los HSH constituian la poblacion méas afectada por el virus del VIH,
sin embargo en afios recientes, el nimero de casos en mujeres y hombres heterosexuales ha

venido aumentando, en Venezuela y el Mundo. En esta investigacion la orientacion sexual
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de tipo homosexual (45,2%) fue la mas frecuente, seguido de 41,9% de los pacientes con
una orientacion heterosexual y finalmente el 12,9% que refirieron ser bisexuales. Estos
resultados coinciden con el trabajo realizado por Bravo y col., 2006, que reportd que la
orientacion sexual més frecuente fue la de tipo homosexual con un 44%, seguida de un 40%
que tenian una orientacion de tipo heterosexual y un 16% cuya preferencia era de tipo
bisexual.

En esta investigacion del total de pacientes evaluados, se observo que el 38,7%
presentaban habito tabaquico y el 32,2% consumian alcohol. Estos resultados son similares,
a los reportados en otras investigaciones llevadas a cabo por Kreimer y col., 2004,
Fatahzadeh y col., 2013, Mooij y col., 2013, Beachler y col., 2012, y Muller y col., 2015,
que reportaron que entre el 20-50% de pacientes VIH+ presentaban habito tabaquico y
entre el 25- 60% de los pacientes consumian alcohol.

Con respecto al estado inmunitario de los pacientes, se observd que solo el 3,2%
tenia un contaje de linfocitos T CD4+ menor a 200 cél/mm?* (compatible con etapa SIDA),
el 29,0% presentd un contaje entre 200- 499 cél/mm® y finalmente el 67,7% de los
pacientes que presentaron un contaje de linfocitos T CD4+ mayor a 500 cél/mm®. En esta
investigacion la baja proporcién observada de pacientes con contaje de linfocitos T CD4+
menor a 200 cél/mm?® Estos resultados son similares al estudio realizado por Escalona y
col., 2011 en pacientes VIH+ bajo HAART que reportd que el 15,4% de los pacientes
evaluados presentaban un recuento de linfocitos T CD4 + menor a 200 cél/mm?3, sin
embargo, contrasta con los trabajos realizados por Bravo y col., 2006, y Benito y col., 2007,
que reportaron que entre un 20-30% de pacientes VIH+ bajo terapia, presentaban un

contaje de linfocitos T CD4+ menor a 200 cél/mm?®.
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Por otra parte, en cuanto a la carga viral solo un paciente (3,2%) en este estudio
presentd una carga viral elevada (superior a las 10.000 copias ARN/mL). El 74,2% de los
pacientes presentaron cargas virales menores a las 100 copias ARN/mL y el 22,6% restante
presentaron cargas virales entre las 100 - 10.000 copias ARN/mL, lo que coincide con los
estudios realizados por Bravo y col., 2006, Escalona y col., 2011, Jiménez y col., 2012,
Beachler y col., 2015, que reportaron entre el 57-89% de pacientes VIH+ bajo HAART
presentaban cargas virales medias y bajas.

Es importante destacar, que el bajo porcentaje de pacientes que presentaron un
contaje de linfocitos T CD4+ menor a 200 cél/mm? y una carga viral elevada puede ser
explicado, porque en este estudio todos los pacientes se encontraban bajo terapia
antirretroviral. En este sentido, un trabajo realizado por Shiboski y col., 2016, en pacientes
VIH+ donde se realiz6 una evaluacién en el contaje de linfocitos T CD4+ y de la carga
viral 24 semanas después de haber iniciado HAART, se observd un incremento en el
contaje de linfocitos T CD4+ y una disminucion de la carga viral. Por su parte, Escalona y
col., 2011, reportaron mayor contaje de linfocitos T CD4+ y menor carga viral en pacientes
VIH+ bajo HAART en comparacion con aquellos que no estaban bajo tratamiento.

Con respecto a la presencia de manifestaciones bucales, en esta investigacion se
observé que el 32,3% de los pacientes evaluados presentaron manifestaciones bucales, lo
que concuerda con los trabajos realizados por Medina y col., 2012, Navarrete, 2014,
Saavedra, 2016, que reportaron una frecuencia de manifestaciones bucales en pacientes
VIH+ del 47,8%, 33,8% y 32,3%, respectivamente. En contraste las investigaciones
realizadas por Bravo y col., 2006, Benito y col., 2007, Jiménez y col., 2012, Gallardo y
col., 2016, observaron mayor frecuencia de manifestaciones bucales (65-94%) en pacientes

VIH+. La baja frecuencia de manifestaciones bucales observada al momento del examen
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extra e intrabucal pudo deberse a que todos los pacientes en este estudio se encontraban
bajo HAART, por lo tanto la mayoria presentaban contaje de linfocitos T CD4+ mayor a
500 cél/mm?® y cargas virales menores a 100 copias ARN/mL, ambos factores asociados a
la mayor frecuencia de manifestaciones bucales en pacientes VIH+.

Entre el grupo de manifestaciones bucales causadas por virus, de particular interés
son las causadas por los virus papiloma humano. En este sentido, diversos estudios entre
ellos los realizados por van Aar y col., 2012, Beachler y col., 2012, reportaron mayor
prevalencia de infeccion por VPH en la cavidad bucal de individuos VIH+ con respecto a

los individuos VIH-.

Es importante mencionar, que diferentes estudios cuyo objetivo ha sido la deteccion
de VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+, han reportado frecuencias variables de
infeccion por VPH que van desde un 14% hasta un 87% (Coutlee y col., 1997; Kreimer y
col., 2004; Cameron y col., 2005; Richter y col., 2008; Marais y col.,2008; Parisi y col.,
2011; Steinau y col., 2011; Fatahzadeh y col., 2012; Read y col., 2012; Beachler y col.,
2012; Del Mistro y col., 2012; Fatahzadeh y col., 2013; Videla y col., 2013; Muller y col.,

2015; Beachler y col., 2015; Shiboski y col., 2016).

En el presente estudio, se detect6 una alta frecuencia de infeccion por VPH (61,3%)
en la cavidad bucal de pacientes VIH+. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Escalona y col., en 2011, donde evaluaron muestras de fluido crevicular de pacientes VIH+
bajo tratamiento y sin tratamiento antirretroviral y encontraron que el 46,1% de los

pacientes bajo tratamiento HAART, presentaban infeccion por VPH.
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Asi mismo, estos resultados coinciden con otros estudios que han reportado un alto
porcentaje de infeccion por VPH en la cavidad bucal de individuos VIH+, entre ellos, el
realizado por Fatahzadeh y col., 2013 donde encontraron en muestras de enjuague bucal de
pacientes VIH+, hasta un 87% de infeccion por VPH. Otro estudio realizado por Mooij y
col., 2013, reporta un 56,7% de prevalencia de infeccion por VPH en la cavidad bucal. Asi
mismo, otras investigaciones realizadas por Fakhry y col., 2010 y Beachler y col., 2012 en
individuos VIH+, detectaron un 45% y 40% respectivamente, de infeccion por VPH en la

cavidad bucal.

En cuanto al sexo, no se encontraron diferencias significativas entre la frecuencia de
deteccion de VPH en cavidad bucal entre hombres y mujeres, al igual que en los trabajos
realizados por Cameron y col., 2005, Beachler y col., 2012, Fatahzadeh y col., 2013,
Shiboki y col., 2016. Sin embargo, los estudios de Kreimer y col., 2004, Beachler y col.,
2015, y Muller y col., 2015, sugieren que el riesgo de adquisicion y persistencia de la

infeccion por VPH en cavidad bucal es mayor en hombres que en mujeres VIH+.

Las variaciones en las estimaciones de la prevalencia de la infeccion por VPH en la
cavidad bucal de individuos infectados con VIH, probablemente se deban a mudltiples
factores, entre los cuales se pueden mencionar: el tipo de muestra, el procesamiento de las
mismas, el numero de genotipos de VPH detectados, la sensibilidad y especificidad de los
métodos moleculares empleados en la deteccidn de la infeccidn por VPH, asi como también

de las caracteristicas de la poblacion de estudio (Beachler y D’Souza, 2013).

La alta prevalencia de la infeccién por VPH observada en nuestro estudio, puede ser
explicada por el empleo de una metodologia altamente sensible y especifica como lo es, el

sistema de hibridacion reversa de INNO-LiPA, que combina la amplificacion de un
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fragmento pequefio de 65 pb y la hibridacion con sondas de ADN, capaces de detectar hasta
28 genotipos diferentes, a diferencia de los métodos convencionales que utilizan los
oligonuclettidos MY09/MY11 correspondientes a una region altamente conservada del gen
L1, que amplifican un fragmento de mayor tamafio de 450pb.

Ademas de la metodologia empleada en esta investigacion para la deteccion de
VPH en la cavidad bucal, la alta prevalencia puede ser explicada por un estudio realizado
por Tugizov y col., en 2013, que reportd que la expresion de las proteinas Tat y Gp120 del
VIH en el epitelio de la mucosa se correlaciona con la disrupcion o alteracion de las
uniones estrechas del epitelio de la mucosa bucal o TJ (Tight Junctions), este factor pudiera
facilitar la infeccion tras la exposicion, incrementando de esta manera la probabilidad en

estos pacientes de desarrollar neoplasias asociadas a la infeccion por VPH.

Otro de los factores que explican la alta prevalencia de la infeccion por VPH en
pacientes VIH+ ademas de la inmunosupresion, son las interacciones a nivel molecular
entre los genes del VIH tat, rev y vpr y los de VPH. En este sentido, se piensa que la
proteina Tat de VIH tiene efecto en la regulacion positiva de la expresion de los genes
oncogeénicos E6 y E7 del VPH (Buonaguro y col., 1994, Nyagol y col., 2006, y Kim y col.,
2008). Sin embargo, en la actualidad los mecanismos moleculares y celulares que explican
la correlacion entre el aumento de la susceptibilidad de infecciones y enfermedades
asociadas a VPH y la inmunosupresion inducida por el VIH permanecen en gran medida

desconocida (Vermay col., 2017).

Otro aspecto importante a considerar en la alta prevalencia de infeccion por VPH
observada en la muestra de estudio, es que todos los pacientes se encontraban bajo

HAART. En este sentido, algunos estudios muestran un marcado incremento de la
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incidencia de infeccion por VPH y lesiones en la cavidad bucal de verrugas, condilomas e
hiperplasia epitelial multifocal producidas por VPH, en pacientes tratados con HAART
(Cameron y col., 2005; D’Souza y col., 2007; Videla y col., 2013; Shiboski y col., 2016)
(Schmidt y col., 2000; Greenspan y col. 2001; King y col., 2002). Lo que sugiere que la
reconstitucion del sistema inmunitario asociada a HAART, no desempefia un papel en la
reduccion de la incidencia de la infeccion por VPH en la cavidad bucal de estos pacientes
(Verma y col., 2017). Asi mismo, se ha reportado que la inmunosupresion local y/o
sistémica puede promover la reactivacion de una infeccion latente previamente adquirida
y/o la adquisicion de nuevas infecciones por VPH en la mucosa bucal (Safaeian y col.,
2010). Es asi, como un estudio realizado por Beachler y col., en 2015, report6 una fuerte
asociacion entre la incidencia de la infeccion por VPH en la cavidad bucal de pacientes
VIH+ y el grado de inmunosupresion de los mismos.

Sin embargo, estos hallazgos contrastan con el estudio realizado por Buchacz y col.,
2010, que reportaron que en pacientes VIH+ bajo HAART, hay una disminucion de
infecciones oportunistas asociadas con el SIDA causadas por virus, tales como: el Virus
Herpes Simple (VHS), el Citomegalovirus (CMV), y el Virus Epstein Barr (VEB), entre
otros (Reimers y col., 2010).

A pesar de que en esta investigacion los pacientes evaluados, no presentaron
lesiones en la cavidad bucal sugestivas de infeccion por VPH, la alta prevalencia de
infeccion por VPH encontrada en estos individuos, sugiere que la cavidad bucal puede ser
un reservorio de infeccion subclinica y latente que pudiera aumentar el riesgo en estos

pacientes de desarrollar neoplasias con potencial de malignidad (Muller y col., 2015).
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En general, en este estudio al analizar la presencia de los diferentes genotipos de
VPH en la muestra de estudio, se observo que el 84,2% de los individuos presentaban
infeccion con VPH de bajo riesgo oncogénico y los VPH de alto riesgo oncogeénico
estuvieron presentes en el 68,4% de los individuos. Estos resultados coinciden con los
estudios realizados por Escalona y col., 2011, Parisi y col., 2011, Steinau y col., 2011, Del
Mistro y col., 2012, Beachler y col., 2012, Fatahzadeh y col., 2013, Muller y col., 2015 y
Shiboski y col., 2016, que reportaron mayor prevalencia de infecciones con genotipos de
VVPH de bajo riesgo oncogeénico, en contraste con los resultados obtenidos por los estudios
realizados Coutle y col., 1997, Kreimer y col., 2004, Cameron y col., 2005, Fackry y col.,
2010, Read y col., 2012, Mooij y col., 2013, Videla y col., 2013, que reportan mayor
prevalencia de infecciones con genotipos de alto riesgo oncogénico.

En cuanto a los genotipos de VPH de bajo riesgo oncogeénico, el genotipo 6 fue el
mas prevalente con 73,7%, seguido del 11 en el 37% de los individuos, ambos genotipos
asociados con el desarrollo de displasias menores, como los papilomas escamosos y
condilomas. Estos resultados son similares a los reportados por Escalona y col., en el afio
2011; que encontraron que el 100% de las muestras de fluido crevicular positivas para VPH
presentaron infeccion por VPH tipo 6, y a los reportados por Fatahzadeh y col., 2013, y
Parisi y col., 2013, que encontraron mayor frecuencia de VPH tipo 6 en cavidad bucal de
pacientes VIH+.

Con respecto a los genotipos de VPH de alto riesgo oncogenico, el tipo 18 estuvo
presente en el 63,2%, seguido del VPH tipo 16 en el 26,3% de los individuos, ambos
genotipos asociados al 40% aproximadamente de los canceres de orofaringe y causantes de
alrededor del 70% de los canceres de cuello uterino en el mundo. En este estudio, las

prevalencias de estos genotipos fueron mayores que las observadas en los estudios
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realizados por Kreimer y col., 2004, Cameron y col., 2005, Mooij y col., 2013, y col.,
Muller y col., 2015, en la cavidad bucal de pacientes VIH+, que reportaron el genotipo 16
como el méas frecuente, seguido del tipo 18. EI VPH tipo 35 considerado también de alto
riesgo oncogénico, se observo en un solo paciente (5,3%) coincidiendo con los trabajos de
Kreimer y col., 2004, Fakhry y col., 2010, Parisi y col., 2011, Steinau y col., 2011, Mooij y
col.,, 2013, van Aar y col., 2014, Muller y col., 2015, y Shiboski y col., 2016, que
encontraron una prevalencia de infeccion con el genotipo 35 en cavidad bucal menor al 6%.
Estos resultados coinciden con los reportados por van Aar y col., en el afio 2014, que
determinaron que los genotipos 16 y 18 presenta mayor incidencia de infeccion en cavidad
bucal de pacientes VIH+, y el genotipo 35 la menor incidencia. Por otra parte, en este
estudio en un solo un paciente (5,3%) positivo para VPH no se puedo identificar el
genotipo por la metodologia empleada, coincidiendo con el trabajo realizado por Muller y
col., 2015, con un porcentaje de muestras positivas para VPH no tipificables menor al 5%.
Sin embargo, estos resultados contrastan con los estudios realizados por Parisi y col., 2011,
Fatahzadeh y col., 2013, y Mooij y col., 2013, que reportaron mayor frecuencia de
genotipos no tipificables, 33%, 18,4%, y 18,2%, respectivamente.

Otro hallazgo de fundamental importancia en este trabajo, fue la deteccion de
infecciones con multiples genotipos de VPH (mas de 2) en el 74% de los pacientes, lo que
coincide con los resultados obtenidos por Fatazadeh y col., en el afio 2013, donde
realizaron la deteccion de VPH en muestras bucales de pacientes VIH+ y reportaron hasta
un 71% de infecciones mdaltiples por VPH. Por su parte Escalona y col., en el afio 2011,
encontraron infecciones con maltiples genotipos de VPH en el 66,7 % de los pacientes. Asi
mismo, los estudios realizados por Steinau y col., 2011, Beachler y col., 2012, Read y col.,

2012, Mooij y col., 2013, Videla y col., 2013, Beachler y col., 2012, Muller y col., 2015, y
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Shiboski y col., 2016 reportaron desde un 7% hasta un 40% de infecciones con multiples
genotipos de VPH en la cavidad bucal de individuos VIH+. Cabe destacar, que un solo
paciente (5,3%) en este estudio, presento infeccion multiple con los genotipos 6, 11, 16 y
18, coincidiendo con el trabajo de Mooij y col., 2013, que reportd una prevalencia de
infeccion con estos cuatro genotipos del 10,2% en cavidad bucal de pacientes VIH+.

Un estudio realizado por D'Souza y col., 2007, sugiere que la presencia de maltiples
genotipos de VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+, aumenta de manera significativa
el riesgo de desarrollar lesiones y neoplasias malignas asociadas a la infeccién por VPH,
especificamente los cancer de orofaringe.

Con respecto a la frecuencia de la infeccion por VPH en relacion al contaje de
linfocitos T CD4+, es importante mencionar que en este estudio, solo un paciente tenia un
contaje de linfocitos T CD4+ menor a 200 cél/mm? consistente con SIDA, lo que puede
explicar la falta de significancia estadistica (p> 0,05) entre la deteccion de la infeccion por
VPH en la cavidad bucal y el estado inmunitario.

En este sentido, diversos estudios realizados por Chun y col., 1997, Grivel y col.,
2000, en individuos infectados por VIH, sugieren que la disminucion de linfocitos T CD4+
conduce a la pérdida de la respuesta inmunitaria mediadas por estas células contra el VPH.
Los linfocitos T CD4+ “naive” o virgenes se agotan en los tejidos de la mucosa en todas las
etapas de la infeccion por VIH y la disminucién progresiva de las células T CD4+ afecta el
proceso de diferenciacion de las células T CD4+ virgenes en las diferentes subpoblaciones.
La subpoblacion Thl, se sabe que juega un papel importante en la respuesta inmunitaria
contra el VPH (Scott y col., 2001), mediante la induccion de la inmunidad mediada por

celulas en presencia de citocinas como la: IL-2, IL-12 e IFN-y (Sasagawa y col., 2012).
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El estado inmunitario parece tener un fuerte efecto en la infeccion de la mucosa
bucal por VPH en individuos VIH+ (Muller y col., 2015). Una investigacion llevada a cabo
por Beachler y col., en el afio 2015 donde se estudio la historia natural de la infeccién por
VPH en la cavidad bucal de personas infectadas por el VIH, reportd que el grado de la
inmunosupresion aumenta significativamente el riesgo de adquisicion de la infeccidn por
VPH. En este sentido, otros estudios realizados por Kreimer y col., 2004, Beachler y col.,
2012, Beachler y col., 2015, y Muller y col., 2015, han descrito que el factor de riesgo
determinante para la infeccién por VPH en cavidad bucal de pacientes VIH+, es un bajo
contaje de linfocitos T CD4+. En este trabajo, a pesar de que no hubo una relacion
estadisticamente significativa entre el contaje de T CD4+ y la infeccién por VPH, se
observé que a medida que disminuye el contaje de linfocitos T CD4+ aumenta la frecuencia

de infeccién por VPH.

Estos hallazgos son similares a los reportados en los estudios realizados por
Cameron y col., 2005, Fakhry y col., 2010, Escalona y col., 2011, Del Mistro y col., 2012,
Read y col., 2012, Fatahzadeh y col., 2013, Mooij y col., 2013, van Aar y col., 2014, donde
a pesar de una alta prevalencia de infeccion por VPH en la mucosa bucal de pacientes
VIH+, tampoco se observd una relacidn estadisticamente significativa entre el bajo contaje
de linfocitos T CD4+ y la deteccion de la infeccion por VPH en la cavidad bucal. Es
importante mencionar que hasta el momento, los mecanismos por los cuales ocurre una
disminucion de los niveles de los linfocitos T CD4+, que originan un deterioro de la
respuesta inmunitaria contra el VPH como consecuencia de la infeccion por el VIH, siguen

siendo en gran medida desconocidos.
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En el afio 2017, Verma y col., propusieron un modelo matematico que explica como
la inmunosupresion asociada a la infeccién por VIH influye en la persistencia de la
infeccion por VPH en la mucosa bucal. Este modelo predice que los individuos infectados
por VIH y que poseen un contaje de linfocitos mayor a 500 cél/mm?, tienen una mayor
probabilidad de eliminar o aclarar la infeccion por VPH como lo reportan los estudios

realizados por Shiboski y col., en el afio 2016.

Los resultados de este estudio, coinciden con la prediccion generada por el modelo
matematico, es decir, los pacientes que tenian infeccion por VPH, presentaron un valor
promedio menor de contaje de linfocitos T CD4+ (560,8 cél/mm3) que aquellos que no
tenian infeccion por VPH, los cuales presentaron un valor promedio de contaje de linfocitos
T CD4+ mayor (663,8 cél/mm3). Sin embargo, la diferencia entre los promedios no fue

estadisticamente significativa (p=0,13; Kruskal-Wallis).

El modelo propuesto por Verma 'y col., 2017, respalda reportes previos que predicen
un mayor riesgo de infeccion por VPH en la cavidad bucal de individuos
inmunosuprimidos, lo que puede explicarse por la reactivacion de una infeccién
previamente adquirida o latente (Beachler y col., 2014). Ademas, este modelo explica que
la persistencia de infecciones cronicas de VPH en cavidad bucal en individuos VIH+ bajo
HAART, se debe a una pobre recuperacién de los linfocitos T CD4+, manteniendo un bajo
contaje de linfocitos T CD4+. Estos resultados destacan el importante papel desempefiado
por las células T CD4+, en la resolucion y en el control de la infeccién por VPH (Vermay

col., 2017).
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En relacién a la frecuencia de infeccién por VPH con respecto a la carga viral, en
este estudio no se encontr6 una relacion estadisticamente significativa, solo un paciente
tenia carga viral mayor a las 10.000 copias ARN/mL y el mismo no presento infeccion por
VPH en la cavidad bucal. Este hallazgo, coincide con otros estudios similares realizados
por Cameron y col., 2005, Del Mistro., 2012, Read y col., 2012, Mooij y col., 2013, van
Aar y col., 2014, que tampoco encontraron relacion entre la infeccion por VPH en la
cavidad bucal y una carga viral alta (superior a 10.000 copias ARN/mL). Sin embargo, los
trabajos realizados por Fatahzadeh y col., 2013, Escalona y col., 2011, Beachler y col.,
2015, reportaron una asociacion estadisticamente significativa entre cargas virales elevadas
y la deteccion de VPH en la cavidad bucal de pacientes VIH+.

A pesar de que en esta investigacion, no se encontro significancia estadistica entre
la presencia de VPH con respecto a la carga viral y el contaje de linfocitos CD4, debido a
las caracteristicas de nuestra muestra de estudio donde todos los individuos se encontraban
bajo terapia antirretroviral, sin embargo queda demostrado que el empleo de métodos
moleculares hoy en dia son una herramienta fundamental en la deteccion de la infeccion
latente y subclinica por VPH en la mucosa bucal, de vital importancia en el momento de
evaluar y realizar el seguimiento de poblaciones de alto riesgo, como lo es en el caso de

pacientes VIH positivos.
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IX. CONCLUSIONES

1.- En la presente investigacion, se encontrd una alta prevalencia de la infeccion por VPH
en la cavidad bucal de pacientes VIH+, a pesar de que al momento del examen extra e
intrabucal no se evidenciaron lesiones compatibles con la infeccidn por estos virus, lo que
sugiere la presencia de infecciones subclinicas y latentes en la cavidad bucal de estos
pacientes, que solo pueden ser detectadas por métodos moleculares altamente sensibles y

especificos.

2.- Se encontraron infecciones con genotipos de bajo y alto riesgo oncogeénico. Entre los
genotipos de VPH de bajo riesgo oncogeénico se detectaron el 6 y el 11, ambos asociados al
desarrollo de displasias menores en la cavidad bucal. EI VPH-6 fue el genotipo mas

frecuente, tanto en infecciones simples como en las mdltiples.

3.- Los genotipos de alto riesgo oncogénico gque se encontraron con mas frecuencia fueron
el tipo 18, seguido del genotipo 16, ambos asociados al desarrollo de neoplasias malignas
en la cavidad bucal, como es el cancer de células escamosas de cabeza y cuello,
especificamente los de orofaringe. El hallazgo de estos genotipos de VPH de alto riesgo
oncogeénico, sugiere que pudiera los pacientes VIH positivos pueden ser una poblacion con

mayor riesgo de desarrollar neoplasias malignas de la cavidad bucal.

4.- En la mayoria de los pacientes que presentaron infecciones con VPH se observaron
infecciones con mudltiples genotipos, solo una baja proporcion de pacientes presentd
infeccion con un solo genotipo de VPH. Entre las infecciones con mdultiples genotipos la

mas frecuente fue con los VPH- 6 y 18, seguida de infecciones con los genotipos 11y 16, y
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en menor proporcion el genotipo 35. Se detectd con mayor frecuencia infecciones maltiples
con los genotipos VPH 6 y 18. Ademas, se encontrd en un caso una infeccion simultanea
con los genotipos de VPH 6, 11, 16 y 18.

5.- No se encontro una relacion estadisticamente significativa entre la infeccion por VPH en
cavidad bucal, el contaje de linfocitos T CD4+ y la carga viral, debido a que todos los

pacientes que participaron en este estudio se encontraban bajo terapia antirretroviral.

6.- Los métodos de PCR basados en la amplificacion de un fragmento del genoma viral en
combinacién con la técnica de hibridacion reversa poseen una alta sensibilidad para la
deteccion del virus en muestras de hisopado bucal. Ademas, permiten conocer el genotipo
especifico e infecciones multiples, lo que permitird un seguimiento y manejo mas oportuno
a los pacientes VIH positivos con infecciones por VPH de alto riesgo oncogeénico, con

mayor riesgo de desarrollar neoplasias malignas en la cavidad bucal.
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XI.  ANEXOS

1. Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia (Anexo 1).
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2. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION
CLINICA*ESTUDIODELAS INFECCIONES VIRALES, BACTERIANAS TV FUNGICAS EN
LA CAVIDAD BUCAL DE UN GRUPO DE PACIENTES VIH+.

Yo edad: LGl domiciliado

il declare lo sigwente: gnfienda que el objetivo de esta investigacion es
estudiar|as infecciones virales, bacterianasy fingicas presentes en la cavidad bucal. Si decido
participar en este estudio el investigador me hara unas preguntas sobre mis antecedentes medicos
y odontologicos. En un primer momenta (tfiempo 0): el investigador realizara un examen clinico
bucal. empleandoespejo plano bucal v sonda periodontal v procedera a tomar las diferentes
muestras con hisopos para |a determinacion de virus, bacterias v hongos

Me informaron que |os riesgos de estos procedimientos sonminimos, queno produce molestias.
Recibiré la informacion delresutado de esta investigacion la cual permitird que el odontdlogo
sugiera el tratamiento adecuado en caso de ameritarlo lo cual permitira mantener los tejidos
bucales en estadode salud, siendoun beneficio para los pacientes y el investigador porlos aportes
en el drea de estudio. Me garantizan |a confidencialidad de la informacion v el resguardo de mi
identidad. Ademas, tuve suficiente tiempo para tomar |a decision de participary me sientolibre, sin
CoAccionni manipulacion. Igualmentesé que puedo retirarme del proyecto v esto no acarreara
ninguna represalia. e me explico que nodebo cancelarningUn costo porla evaluacion clinica ni
porlatoma dela muestra de hisopo, esta etapa estara financiada por el investigador. Entiendo
que el resultado de |a investigacion sera utilizada con fines académicos y en actividades
cientificas, jomadas, cursos o congresos resguardando mi identidad. También comprenda que no
existe ninguna compensacion o indemnizacion derivada de este estudio.

Confirmo que luego que aclararon mis dudas, me siento informado, comprendo la informacion,
libre, sin coaccion nimanipulacion, para decidir voluntariamente, con el tiempo suficiente para
meditar o consultar a decision con quien considere pertinente, de acuerdo con mis valores e
interesesy me declarocompetente paratomarlas decisiones que correspondan. En fal sentido
ooy Ml COMZENTIMIENTO AL FACULTATIVO A REALIZAR LOS PROCEDIMIENTOS
PERTINENTES o MO CONSIENTO ,con el buen entendido que puedo retirar este
consentimiento por escrito cuando asi lo desee, sin represalia, ni penalidad alguna.

Mombre del participante

Edad C Firma:

Mombre del Investigador: Carolina Gujlade. OV, 15254 MPPS: 14553 Telf 0212 8053755
Mombre del testiga Cl. Firma.

Mombre del testiga Cil. Firma.

Fecha;
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3. Etapa 3 0 SIDA.

Enfermedades oportunistas en la infeccion por VIH:

¢ Infecciones bacterianas, multiples o recurrentes.

e Candidiasis de bronquios, traquea o pulmones.

e Candidiasis del esofago.

e Cancer de cuello uterino, invasivo.

e Coccidioidomicosis, diseminada o extra pulmonar.

e Criptococosis, extrapulmonar.

e Criptosporidiosis crénica intestinal (menor a 1 mes de duracion).

e Enfermedad por citomegalovirus (que no sea higado, bazo o ganglios), inicio a la
edadmenor a 1 mes.

¢ Retinitis por citomegalovirus (con pérdida de la vision).

e Encefalopatia atribuida a HIV.

e Herpes simple: Ulceras crénicas (menor a 1 mes de duracién) o bronquitis,
neumonitis o esofagitis (inicio a la edad menor a 1 mes).

e Histoplasmosis, diseminada o extrapulmonar.

e Isosporiasis cronica intestinal (menor a 1 mes de duracion).

e sarcoma de Kaposi.

e Linfoma, Burkitt (o término equivalente).

e Linfoma, inmunoblastico (o término equivalente).

e Linfoma, primario, del cerebro.

e Complejo Mycobacterium avium o Mycobacterium kansasii, diseminado o
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extrapulmonar.

Mycobacterium tuberculosis en cualquier sitio, pulmonar, diseminado o
extrapulmonar.

Mycobacterium, otras especies 0 especies no identificadas, diseminadas o
extrapulmonares.

Neumonia por Pneumocystis jirovecii.

Neumonia, recurrente.

Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

Septicemia por Salmonella, recurrente.

Toxoplasmosis del cerebro, inicio a la edad menor a 1 mes.

Sindrome de desgaste atribuido a VIH.
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