UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

INFECCION POR VIRUS PAPILOMA HUMANO (VPH)EN LA
CAVIDAD ORAL EN PACIENTES VIH/SIDA

Francisca Sofia Donoso Hofer

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE MAGISTER EN CIENCIAS BIOMEDICAS
MENCION FISIOPATOLOGIA

Director de Tesis: Prof. Dra. Sandra Ampuero Llanos

2016



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

INFORME DE APROBACION TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Comision de Grados Académicos de la Facultad de
Medicina, que la Tesis de Magister presentada por la candidata

FRANCISCA SOFIA DONOSO HOFER

ha sido aprobada por la Comision Informante de Tesis como
requisito para optar al Grado de Magister en Ciencias Biomédicas
con mencion en Fisiopatologia en el Examen de Defensa de Tesis
rendido el dia 15 de junio de 2016

Prof. Dra. Sandra Ampuero Llanos

Directora de Tesis
Programa de Virologia ICBM.
Facultad de Medicina, Universidad de Chile

COMISION INFORMANTE DE TESIS

Prof. Dr. Francisco Aguayo Prof. Dra. Ana Verdnica Ortega

Prof. Dra. Maria José Martinez
Presidenta Comisiéon



Este trabajo de investigacion esta dedicado a todos los pacientes que he
tenido la suerte de atender en el Hospital San Juan de Dios ya que son ellos
la motivacion diaria para seguir creciendo en mi carrera profesional.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco especialmente a la Dra. Sandra Ampuero por su valiosa tutela intelectual
y humana y por todo el apoyo entregado durante los afios que duré este trabajo de
investigacion. También a los miembros del laboratorio de Virologia por su
desinteresada ayuda, entrega de conocimientos y paciencia. Espero este sea el
primero de muchos proyectos de investigacion.

A la Direccion del Departamento de Cirugia Maxilofacial de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile por entregarme el apoyo necesario durante
la realizacion del magister y ademas por la contribucion en insumos para realizar

este proyecto de investigacion.
A la jefatura del Servicio de Cirugia Méxilofacial del Hospital San Juan de Dios y a
mis compafieros de trabajo por darme el espacio para crecer como cirujano y como

académico.

A la comisién informante de tesis por los comentarios constructivos e ideas para

mejorar este proyecto de investigacion.

A mi familiay a Clara.



INDICE

Pagina
Glosario de abreviaturas ...... ..o 7
INICE @ FIQUIAS .. ceveiee e 8
INAICE @ tADIAS .....eieeeee e 10
RS UM BN . 12
A S I ACT . .. 13
10T 10T o o ] o 14
Antecedentes Bibliograficos
= Cicloreplicativo de VPH ... 16
= Oncogénesis mediada por VPH ... 17
m Clasificacion de VPH ... 19
= Epidemiologiade VPH Yy lacavidad oral ................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 20
= Presentacion clinica e histol6gica de VPH en la cavidad oral ........................ 21
= |Infeccion por VPH enlacavidad oral ..............oooiiiiiiiiiiiiii e, 24
= |Infeccidon por VPH en la cavidad oral en pacientes VIH/SIDA ........................ 27
= |Infecciéon por VPH, pacientes VIH/SIDA y cavidad oral ..................o.ooivneee 28
= |mportancia de la deteccién de lesiones producidas por
VPH y pacientes VIH/SIDA ... e 29
ODJEtiVO GENEIAl ...t 31
ODbjJetiVOS ESPECITICOS . uinitiie e 31
Metodologia
B ASPECIOS GENEIAIES ...ttt e 32
mooLugardel @StUdIO ....oniiei i 32
B UNIVEISO Y MUESIIA ..ttt eee s 32
B CriterioS de iNCIUSION ......uei 33



INDICE

Pagina

= Ingreso de pacientes y diagnostico CliNICO ...........ccviiiiiiiiiiiiiee 33

= Genotipificacion de VPH ... 34

= Toma de biopsia y estudio hiStopatol0giCo ............ccoeiuiuiiiiiiiiiiiiiieean, 35

= Deteccion de RNAM de VPH ... 36
Resultados

= Caracterizacion de la MUESHIA ........o.iiiiii e 40

=  Frecuenciade genotiposde VPH ... 42

= Genotipos de VPH, recuento de linfocitos T CD4 y carga viral de VIH ............. 43

= Deteccién de RNAmM E2 y E6/E7 de distintos genotipos de VPH .................. 45

= Descripcion de factores asociados a genotipos de

VPH de alto rieSg0 ONCOGENICO ......viuiitii it 51

I3 ST o U= 1 1 o 56
CONCIUSTON . 74
Anexos

= Anexo 1 Consentimiento informado .............cooviiiiiiiiiii e 75

= Anexo 2 Ficha ingreso pacientes .........coviiiiiiiiiii e 81

= Anexo 3 Decreto aprobacién trabajo de investigacion

pOr Direccion HOSPItal ........o.ouieiii e 82

Referencias bibliograficas ... 87



GLOSARIO DE ABREVIATURAS
B2M: Beta 2 Microglobulina
° C: Grado Celsius
cel/mm: Célula por milimetro cubico
copia/ml: Copia (de virus) por mililitro
Ct: Threshold cycle
CV: Carga viral
DNA: Deoxyribonucleicacid (Acido desoxirribonucleico)
DNAc: DNA complementario
E: Earlyprotein
ISP: Instituto de Salud Publica
Kb: kilobases
L: Late protein
LT CD4: Linfocito T CD4
ml: Mililitros
mm: Milimetros
p: Proteina
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
pRb: Proteina retinoblastoma
RNAmM: Mensajero de acido ribonucleico
SIDA: Sindrome de inmodeficiencia adquirida
pl: microlitro
Mg: Microgramo
TARV: Terapia antiretroviral
Tm: Temperatura de melting
VPH: Virus papiloma Humano
VPH-AR: Virus papiloma humano alto riesgo oncogénico
VPH-BR: Virus papiloma humano bajo riesgo oncogénico
VPH-SRO: Virus papiloma humano sin riesgo oncogénico

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana
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RESUMEN

Introduccién: Pacientes VIH(+) presentan mayor riesgo de infecciones orales con
genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico (VPH-AR). No hay publicaciones en nuestro
pais en relacién a los genotipos de VPH en las lesiones papilomatosas intraorales de los
pacientes VIH/SIDA ni la caracterizacion de factores epidemiolégicos y moleculares
asociados a los genotipos. Objetivo: Determinar genotipos de VPH-AR en lesiones
papilomatosas orales de pacientes VIH/SIDA, detectar los RNAm virales E2 y E6/E7,
caracterizar clinicamente las lesiones, determinar el diagndstico histopatolégico y describir
factores asociados como recuento de linfocitos T CD4, carga viral de VIH, tiempo de
evolucién de la enfermedad y de uso de TARYV, consumo de alcohol, de tabaco y conducta
sexual. Metodologia: Se estudiaron 8 pacientes adultos VIH/SIDA con diagnéstico
histopatolégico y molecular VPH (+). Se tomé una muestra con cepillo citolégico en las
lesiones papilomatosas. A partir del DNA extraido se realiz6 deteccion del genoma viral
mediante PCR convencional y la genotipificacion mediante Macroarray. A partir de tacos de
las biopsias excisionales de las lesiones se extrajo RNA para detectar RNAm de E2 y E6/E7
de los genotipos VPH 6,11,16,18,52 y 56 mediante RT-PCR en tiempo real. Se consignaron
factores asociados.

Resultados: Se estudiaron 8 pacientes (7 hombres y 1 mujer) con edad promedio de 43,75
afios. Histopatologicamente todas las lesiones correspondieron a papiloma escamoso,
localizandose preferentemente en la cara interna de la mejilla (38%). Un 63 % de los
pacientes presentd mas de un genotipo de VPH y un 75% presentdé por lo menos un
genotipo de VPH-AR. El genotipo de alto riesgo oncogénico mas frecuente fue VPH 52
(27%), seguido de VPH 16 y 56 (18%).El recuento promedio de linfocitos T CD4 de los
pacientes que presentaron al menos algin VPH-AR fue de 330.6 cel/mm?® con carga viral
de VIH indetectable. Se detecto la expresion de RNAm para E6/E7 en VPH 18, VPH 6 y
VPH 11y el RNAm de E2 en VPH 6y VPH 11.

Conclusiones: Las lesiones papilomatosas de pacientes VIH/SIDA correspondieron a
papiloma escamoso. Se detect6 mayor frecuencia de infecciones mdltiples por VPH
incluyendo por lo menos un genotipo de VPH-AR. VPH 52 es el genotipo de alto riesgo
oncogénico mas frecuente, seguido de VPH 16 y VPH 56. VPH 52 se present6 como
infeccion Unica, sin otros VPH-AR. El recuento promedio de linfocitos T CD4 de
aquellos pacientes que presentaron al menos un genotipo de alto riesgo oncogénico
indica una inmunosupresion moderada. . La deteccién de los RNAm de E2 y E6/E7 sélo
en VPH 6 y VPH 11, genotipos de bajo riesgo, indica un estado replicativo activo de estos
genotipos en las lesiones papilomatosas. S6lo en un genotipo de alto riesgo (VPH18) se
detect6 el RNAm de E6/E7 pero no de E2. Se requiere de un mayor nimero de pacientes
para corroborar estos antecedentes preliminares y establecer asociaciones con los otros
factores estudiados.
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ABSTRACT

Introduction: HIV (+) patients have an increased risk of oral infections with high oncogenic
risk HPV genotypes. To date there are no publications in our country regarding HPV
genotypes in oral papillomatous lesions of HIV / AIDS patients or epidemiological and
molecular factors associated with HPV genotypes.

Aim: To determine high oncogenic risk HPV genotypes in oral papillomatous lesions of HIV
/ AIDS patients, to detect viral mMRNA E2 and E6 / E7, to characterize clinical lesions
features, to determine histopathological diagnosis and describe associated factors such as
T CD4 Lymphocyte count, HIV viral load, disease progression time, antiretroviral therapy
using time, alcohol and tobacco habits and sexual behavior.

Methodology: 8 HIV / AIDS adults patients were studied with histopathological and
molecular HPV (+) diagnosis. The papillomatous lesions were subjected to sampling with
cytological brush. DNA was extracted and viral genome detection was performed using
standard PCR and genotyping by macroarray. RNA was extracted of lesions excisional
biopsies to detect HPVY mRNA E2 and E6 / E7 of genotypes 6, 11, 16, 18, 52 and 56 by real
time RT-PCR. Associated factors were registered.

Results: 8 patients (7 males and 1 female) were studied with an average age of 43.75 years.
Histopathologically all the lesions were squamous papilloma, most of them located on the
buccal mucosa (inner cheek) (38%). 63% of patients had more than one genotype of HPV
and 75% had at least one high oncogenic risk HPV genotype. High oncogenic risk HPV 52
genotype was the most common (27%), followed by HPV 16 and 56 (18%). The average
CD4 T lymphocytes count of patients who had at least some high oncogenic risk HPV
genotype was 330.6 cel / mm? with undetectable HIV viral load. mMRNA expression was
observed for E6 / E7 HPV 18, HPV 6 and HPV 11 and E2 in HPV 11 and HPV 6.
Conclusions: The HIV/AIDS patients papillomatous lesions were squamous papilloma.
Multiple HPV genotype infections were detected including least one high oncogenic risk HPV
genotype. High oncogenic risk HPV 52 was the most frequent followed by HPV 16 and HPV
56. HPV 52 and was presented as a unique infection, without other high risk HPV genotype.
The average CD4 T lymphocytes count of patients who had at least one high oncogenic risk
HPV genotypes was 330.6 cells / mm?3. Transcriptional m RNA activity of E2 and E6/E7 was
detected in HPV 11, HPV 6, both low-risk genotypes indicating a replicative state of these
genotypes in papillomatous lesions. Only in HPV18 high risk genotype transcriptional mMRNA
activity of E6/E7 was detected. Increase the numbers of patients is necessary to confirm
these preliminary results and to establish a correlation among the risk factors studied.
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INTRODUCCION

El virus papiloma humano (VPH) presenta un amplio espectro de manifestaciones
clinicas afectando estructuras cutaneas y mucosas del cuerpo. La infeccién por VPH
se manifiesta clinicamente en distintas zonas anatoémicas entre las que se incluyen
el tracto anogenital, uretra, piel, laringe, mucosa traqueobronquial, cavidad nasal,
senos paranasales y cavidad oral (Chang F, 1991) (Campisi G, 2007).

En la mucosa oral, la infeccion clinica por VPH puede presentarse de distintas
formas, en donde su aspecto varia desde lesiones de tipo benignas con
caracteristicas hiperplasicas, papilomatosas o verrucosas hasta lesiones de
aspecto carcinomatoso (Kumaraswamy KL, 2011). En la década de los 70s, el Dr.
zur Hausen planteé la relacion etiolégica entre VPH y cancer cérvico uterino(Zur
Hausen et al, 1974) y posteriormente, en 1983 se publicé la primera evidencia de
que este virus podria estar involucrado en la etiologia del carcinoma escamoso oral
(Syrjanen KJ et al, 1983). En los ultimos afios, incluso, el VPH es considerado un
nuevo factor de riesgo para el desarrollo de cancer oral junto con el consumo de
tabaco y alcohol (Kriuger et al, 2014) (Ajila et al, 2015).

A pesar del hecho bien establecido de que la mayoria (> 99, 5%) de los carcinomas
cérvico uterino son atribuibles a la infeccion por VPH (Zur Hausen H, 2002)
(Syrjanen KJ et al, 2011) y que muchos estudios de casos — controles y meta analisis
han confrmado a VPH como un factor etiolégico independientepara
cancerorofaringeo (Syrjanen KJ et al, 1983) (Miller C& Johnstone B, 2001) (Kreimer
AR, 2005), el rol especifico de VPH en el desarrollo de carcinoma escamoso en la

cavidad oral es un tema que se debate en la literatura actual.
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Por otro lado, se conoce que pacientes con infeccion por virus de la
inmunodeficiencia humana/Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida(VIH/SIDA)presentan un mayor riesgo de desarrollar carcinoma escamoso
oral o genital (Syrjanen S, 2011) asi como también, de presentar un aumento en el
riesgo de infecciones genitales y anales con genotipos de VPH de alto riesgo

oncogénico. (Rautava J & Syrjanen S, 2011).

Las particularidades epidemiologicas de cada poblacion, asi como también, la falta
de un completo entendimiento de la historia natural de la infeccion hacen que la
investigacién en VPH en el territorio buco méxilofacial sea de gran interés para la
comunidad cientifica. A la fecha no existen publicaciones en nuestro pais en relacion
a los genotipos de VPH presentes en las lesiones papilomatosas intraorales de los
pacientes VIH/SIDA y tampoco una caracterizacion de los factores epidemioldgicos
y moleculares asociados a los genotipos de alto riesgo oncogénico detectados en

ese tipo de lesiones.
Disponer de informacién actualizada en relacion a este tema es fundamental para

realizar maniobras de prevencion, diagnéstico precoz y tratamiento de lesiones

potencialmente oncogénicas en una poblacion vulnerable.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1. CICLO REPLICATIVO DEVPH:

VPH es miembro de la familia Papillomaviridae, virus epiteliotropicos con genoma
DNA doble hebra circular de aproximadamente 8 Kb. (McLaughlin-Drubin et al,
2012). En su genoma estan contenidos 8 marcos de lectura abierta (ORFs por sus
siglas en inglés), los que codifican para seis proteinas tempranas (E, early proteins)
y dos proteinas tardias (L, late proteins) (Rautava J & Syrjanen S, 2011)
(McLaughlin-Drubin et al, 2012).

Su ciclo replicativo depende exclusivamente de la célula a la que infecta, el
gueratinocito, en donde la expresion y replicacion del virus esta regulada temporal

y espacialmente por el proceso de diferenciacién que sufre la célula blanco.

La infeccidn inicial requiere que las particulas virales ingresen a las células de la
membrana basal, a través de la ruptura del epitelio estratificado. Una vez en el
interior de la célula, el genoma viral es transportado al nlcleo por mecanismos
asociados a la interaccion con L2 (Scheffer K et al, 2014) (SappM &Bienkowska-
Haba M, 2009). En el nucleo, el genoma viral permanece en estado episomal
comenzando la expresion de los genes tempranos, E1 y E2. Esto permite la
amplificacion del genoma viral generando un nimero bajo de copias episomales en
el estrato basal (Doorbar J, 2005).

Cuando las células basales entran en el proceso de diferenciacion a queratinocito,
migran a estratos celulares superiores, donde se activan los genes virales
tempranos E6 y E7,cuyas proteinas modulan y controlan la entrada de la célula a la
fase S del ciclo celular. Esto induce la proliferacién celular y favorece la replicacion
viral (Doorbar J et al, 2012).
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Posteriormente y a medida que la célula continua avanzando hacia los estratos
superiores, se perpetua la amplificacion del genoma viral. En el estrato suprabasal
se activa el promotor tardio para inducir la expresion de los genes virales L1y L2
permitiendo la formacion de la capside viral (Doorbar J, 2005). El virus se libera
junto con las células descamadas del epitelio y tiene la capacidad de infectar otros
sitios anatémicos del mismo hospedero o a otro individuo, perpetuandose el ciclo

de vida viral.

2. ONCOGENESIS MEDIADA POR VPH:

Las proteinas tempranas E6 y E7, también conocidas como oncoproteinas virales,
son capaces de modificar el ciclo celular a través de la interaccion con distintas
proteinas celulares para mantener la capacidad de replicacion viral en el largo plazo
(Bodily J &Laimins L, 2011). Producen la entrada a la fase S del ciclo celular,
favoreciendo la division celular en una célula diferenciada como el queratinocito con

el proposito de permitir la replicacion del genoma viral.

En epitelio no infectado, las células basales no activan el ciclo celular luego de
migrar hacia los estratos suprabasales sino que, inician un proceso de
diferenciacion terminal. Durante la infeccion de VPH, E7 y E6 se expresan en estas
células y fuerzan el ingreso al ciclo celular produciéndose un retraso en la
diferenciacion celular, sobretodo en aquellos genotipos de VPH de alto riesgo

oncogénico (Doorbar J, 2005).

La proteina blanco fundamental de E7 es pRb (proteina del retinoblastoma) cuya
funcion es suprimir el desarrollo de tumores siendo uno de los principales
reguladores del ciclo celular. Cuando E7 se une a pRb, esta ultima libera el factor
de transcripcion E2F activando genes que permiten la entrada a la fase S del ciclo
celular del queratinocito infectado, con lo que se inicia la replicacion del DNA celular
y favorece la replicacion del DNA viral. Asi se produce la amplificacion del genoma
viral. (Doorbar J, 2005) (Hafner N et al, 2008).
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Por otro lado, la proteina viral E6 tiene la capacidad de afectar el funcionamiento de
la proteina p53 que, al igual que pRb, es una proteina supresora de tumores. Dentro
de sus funciones fundamentales se encuentra la activacion de mecanismos de
reparacion del DNA dafiado y activacion de la apoptosis en situaciones especificas.
La degradacion de p53, mediada por la interaccion con E6, inhibe la apoptosis de la
célula infectada, la cual continta en activa replicacion permitiendo a su vez que el

genoma viral se amplifique. (Hafner N et al, 2008).

La accidén conjunta de E6 y E7 produce un efecto sinérgico en la activacion del ciclo
celular, pero también en la pérdida de los mecanismos fisioldgicos con que la célula
cuenta para prevenir fendmenos tumorales. A pesar de este hecho, no todos los
pacientes infectados por VPH desarrollan carcinomas, ya que es fundamental
entender que el objetivo del virus no es alterar los mecanismos de proteccién celular
antitumoral para generar procesos oncogeéenicos, sino que es replicar su genoma en
células diferenciadas como el queratinocito para finalmente producir particulas
virales y continuar el ciclo infectivo, ciclo productivo. (Hafner N et al, 2008) (Olthof
N et al, 2014).

Sin embargo, existen eventos que pueden alterar el ciclo replicativo productivo de
VPH. Se postula, que uno de los eventos que podria desencadenar la proliferacion
celular desmedida seria la integracion del DNA viral en el genoma del hospedero
induciendo la desregulacién en la expresion de E6 y E7. La proteina viral temprana
E2, regula la expresidn de los genes tempranos incluyendo los oncogenes E6 y E7.
Al integrarse el genoma viral, uno de los principales genes que se interrumpe es E2.
La pérdida de la funcién de esta proteina esta asociada a la expresion constitutiva
de los oncogenes virales (Peitsaro P et al, 2002) (De marco L et al, 2007) (Hafner
N et al, 2008).
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El fendbmeno de integracion del DNA viral en el genoma del hospedero, es
frecuentemente observado en carcinomas cérvico uterino invasivos y es uno de los
factores que determinan la progresion. En otro tipo de canceres no se ha logrado

determinar esta asociacion. (Olthof N et al, 2014).

3. CLASIFICACION DE VPH:

Se han reconocido y secuenciado mas de 170 genotipos de VPH, clasificandose
segun su secuencia gendmica, nicho bioldgico, potencial oncogénico, localizacién
en los distintos tejidos, entre otros. (Molijn A et al, 2005) (Silva R et al, 2013)
(Syrjanen S, 2011) (DeVilliers EM, 2013) (Doorbar J et al, 2012).

En el contexto de este trabajo de investigacion, resulta de interés la clasificacion de
acuerdo a su riesgo oncogénico, en donde VPH de tipo mucoso presente
principalmente en lesiones pre cancerosas y cancerosas se han denominado de
alto riesgo oncogénico (Mufioz N et al, 2003) (Doorbar J et al, 2012) (Rautava J
&Syrjanen S, 2012), mientras que VPH de tipo mucoso presente en lesiones
papilomatosas genitales y en otras lesiones no malignas se denominan de bajo

riesgo oncogénico(Rautava J &Syrjanen S, 2012)

La Organizacién Mundial para la Salud (OMS) ha definido 12 genotipos de alto
riesgo oncogénico: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59, mientras que otros
autores han agregado a esta lista los genotipos 34,66,68,70y 73(Doorbar J et al,
2012) (Rautava J &Syrjanen S, 2012) (Mufioz et al, 2003). En las lesiones de bajo
riesgo oncogénico, los genotipos mas prevalente detectados son VPH 6, 11, 42, 43,
44,54, 61, 81y 70, entre otros (Rautava J &Syrjanen S, 2012) (Muioz et al, 2003).
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Al afio 2011, tanto en lesiones orales benignas como malignas, se han detectado
24 tipos de VPH: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
55, 56, 57, 58, 59, 66, 69, 72,y 73 (Syrjanen S, 2003) (Kreimer AR, 2005) (Syrjanen
S et al, 2011).

La persistencia de VPH de alto riesgo por largos periodos de tiempo es el factor de
riesgo mas importante para el desarrollo de cancer. (Bodily & Laimins, 2011).Por lo
tanto, las infecciones persistentes de los genotipos de alto riesgo aumentan la
probabilidad de desarrollar cancer mientras que, los de bajo riesgo pueden
asociarse con lesiones benignas autolimitadas (Syrjanen S et al, 2011). Los
genotipos de VPH de bajo riesgo son por lo general responsables de lesiones
mucosas benignas como las verrugas orales, condilomas, hiperplasia epitelial focal

y papilomas orales. (Rautava J & Syrjanen S, 2011).

4. EPIDEMIOLOGIA DE VPH EN LA CAVIDAD ORAL:

El ciclo replicativo de VPH en epitelio pluriestratificado ha impedido la
implementacion de un diagndstico clinico basado en aislamiento viral, por lo cual,
el diagndstico etiologico de la infeccidén esta dirigido principalmente a la deteccién
del genoma viral. La prevalencia de la infeccion por VPH en la cavidad oral ha sido
estudiada a través de técnicas moleculares como Polymerase chain reaction (PCR)
y genotipificacion en muestras obtenidas a través de colutorios o enjuagues de la

cavidad oral como de muestras directas desde las lesiones clinicas.

En el estudio de Gillison (Gillison ML et al, 2012) se evaluaron las muestras de
enjuagues de la cavidad oral en una poblacién de 5.579 pacientes de Estados
Unidos, detectandose el genoma de VPH en un 6.9% de los pacientes. Se
detectaron genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico en infecciones Unicas, asi
como infecciones con multiples genotipos. Se encontré una prevalencia mayor en

hombres que en mujeres. La infeccion por VPH 16 fue la mas comun (1%).
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Hallazgos similares fueron reportados en un estudio finlandés que se centro en 131
familias, 791 pacientes, a las cuales les tomaban muestras directas de la mucosa
oral y luego las analizaban a través de PCR y genotipificacion en distintos periodos
de tiempo durante 7 afios (Kero K et al, 2012). Los hallazgos mas relevantes del
estudio mencionaban una prevalencia de VPH en la cavidad oral que fluctuaba entre
15,1% y 30,1% durante el periodo de estudio, las mujeres presentaban mayor
frecuencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico que los hombres, y la infeccion

mas frecuente, como en otros estudios reportados, era por VPH 16.

Estos tipos de muestras para detectar VPH como colutorios o muestras directas de
la cavidad oral sin presencia de lesion, solamente permiten detectar infecciones
subclinicas. La deteccion de genotipos de alto riesgo en colutorios solo indica que
la infeccidn esta presente y no entrega informacion sobre la localizacion de la
infeccion o el tipo de mucosa infectada (Pringle GA, 2014). A la fecha, no existen
estudios de grandes poblaciones de genotipificacion en lesiones clinicas

provocadas por VPH.

5. PRESENTACION CLINICA E HISTOLOGICA DE VPH INTRAORAL:

Las caracteristicas clinicas y microscopicas de las lesiones mucosas inducidas por
VPH varian dependiendo del sitio anatdémico infectado y del genotipo viral. Las
lesiones clinicamente pueden ser exofiticas, planas, papilomatosas, verruciformes
o incluso endofiticas y otras mas dificiles de diagnosticar clinicamente
(Kumaraswamy KL, 2011). Desde el punto de vista histopatoldgico, las lesiones
clinicas pueden ser benignas o con grados variables de displasia.
Microscopicamente, en los estratos superficiales pueden observarse los coilocitos,
gue son células con un pequefio nucleo condensado y con un espacio peri nuclear
(Pringle GA, 2014).
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En la literatura, se ha reportado presencia de VPH en lesiones como Papiloma
escamoso, Verruga vulgar (verruga vulgaris), condiloma acuminado, hiperplasia
epitelial focal, leucoplasia pilosa, hiperplasia papilar, liquen plano y carcinoma
verrucoso (Chang F, 1991). De las lesiones anteriores, se ha demostrado una
presencia significativa de VPH en papiloma escamoso, el condiloma acuminado, la

verruga vulgar y la hiperplasia epitelial focal. (Syrjanen S, 2003)

Dentro de las manifestaciones orales provocadas por VPH, son de particular interés
para este trabajo de investigacion debido a su frecuencia, las siguientes lesiones

oralesprovocacas por VPH:

Papiloma de células escamosas:Corresponde a un crecimiento del epitelio
escamoso que puede ser exofitico, sesil o pedunculado, con proyecciones
papilares. La lesion puede ser rosada o blanca dependiendo del grado de
queratinizacion (Figura 1a) (Pringle GA, 2014) (Syrjanen S, 2003).

Debido a su amplio espectro de presentaciones clinicas, es muy dificil de distinguir
del condiloma o verruga vulgar, desde el punto de vista clinico como histopatologico.
Se presume que es producido por genotipos de VPH de bajo riesgo oncogénico, y
los genotipos VPH 6 y VPH 11 han sido detectados en apoximadamente un 50% de
las lesiones (Pringle GA, 2014).

Condiloma acuminado: También se le conoce como verruga venérea y es
considerado como una enfermedad de transmision sexual que afecta la piel y las
membranas mucosas del tracto ano genital, sin embargo, también pueden aparecer
en la cavidad oral. Generalmente se presenta como multiples nédulos pequefios de
color blanco o rosado, que proliferan y coalescen. La superficie es mas irregular que
en los papilomas orales(Kumaraswamy KL, 2011), pudiendo ser sésiles o
pedunculadas, con proyecciones papilares (Figura 1b). En los cortes histologicos

pueden observarse coilocitos (Pringle GA, 2014).
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La mayoria de estos condilomas son causados por VPH 6 y VPH 11, sin embargo,
también se ha descrito la presencia de VPH 16 y VPH 18. Son mas frecuentes en
adolescentes y adultos jovenes, pero su presencia no se limita exclusivamente a
esta edad (Pringle GA, 2014).

Verruga oral: Corresponde a la lesion mas prevalente provocada por VPH en la
piel, pero también se encuenta en la mucosa oral. Su localizaciébn mas frecuente
son las &reas mucosas en donde la queratinizacion del epitelio se asemeja a la de

la piel, como por ejemplo, piel, paladar duro y encia (Syrjanen S, 2003).

Se debe hacer énfasis en que el diagndstico de verruga oral debe reservarse para
aquellas lesiones que muestran caracteristicas histolégicas de la verruga vulgar de
la piel (Syrjanen S, 2003). Clinicamente aparecen como lesiones exofiticas firmes,
blanquecinas, de limites definidos, sesiles, que muchas veces muestran

queratinizacion de su superficie(Figura 1c)(Kumaraswamy KL, 2011).

Estas caracteristicas son bastante similares al papiloma oral y al condiloma
acuminado. Por esta razon, para confirmar el diagndstico, genotipos cutaneos de
VPH deben identificarse en verrugas orales, en donde los més frecuentes son VPH
2y VPH 4 (Syrjanen S, 2003). Con respecto a la histopatologia, tipicamente puede
observarse una capa granular importante, asi como también coilocitos (Pringle GA,
2014).
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Figura 1: (a) Papiloma escamoso en borde lateral de la lengua en paciente VIH (+). (b) Condiloma

acuminado en limite paladar blando en paciente VIH (+). (c) Verruga oral, queratinizada localizada

en cara interna mejillaen paciente VIH (+).

6. VPHY CANCER ORAL:

El rol especifico deVPH en el desarrollo de carcinoma escamoso oral y también de
lesiones premalignas es aun un tema que se debate en la literatura actual, a pesar
de la asociacion etioldgica indiscutible entre carcinoma cérvico uterino 'y VPH (Zur
Hausen HI, 2002) (Syrjanen S et al, 2011).

Muchos estudios de casos — controles y meta analisis han confirmado la infeccion
de VPH como un factor etiolégico independiente para cancer oral y orofaringeo
(Syrjanen KJ et al, 1983) (Miller C& Johnstone B, 2001) (Kreimer AR, 2005). La
prevalencia total de VPH en cancer oral se ha estimado en 16% en Europa y Norte
ameérica y de 33% en Asia.

En cancer orofaringeo las tasas son mayores, con un 28% en Europa, 47% en

Norteamérica y 46% en Asia debido a la alta tasa de deteccidon de VPH en el cancer
tonsilar, muy prevalente en esa region (Kreimer AR, 2005).
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La presencia de VPH 16 esta asociada a la rapida incidencia de cancer orofaringeo
en algunas partes del mundo, de manera mas importante en Estados Unidos,
Suecia y Australia, donde es responsable de mas del 50% de los casos. (Kreimer
AR et al, 2013).

Debido a estos hallazgos recientemente se ha incluido a VPH como un factor de
riesgo para desarrollar cancer oral junto a los factores de riesgo clasicos como fumar
tabaco y consumir alcohol (Kriger M et al, 2014) (Ajila V et al 2015).

En la mucosa oral, se postula que las infecciones persistentes de los genotipos de
alto riesgo aumentan la probabilidad de desarrollar cAncer mientras que, los de bajo
riesgo pueden asociarse con lesiones benignas de la mucosa como las verrugas
orales, condilomas, hiperplasia epitelial focal y papilomas orales. (Rautava J &
Syrjanen S, 2011)

Actualmente, la mayoria de los estudios multicéntricos describen tasas de
prevalencia de VPH para carcinomas de todo el territorio de cabeza y cuelloque van
desde el 32% al 84% (Lassen P et al,2009) (Attner P et al, 2010) (Rautava J &
Syrjanen S, 2011) y solamente del 5,9% exclusivamente para aquellos localizados

en la cavidad oral (Lingen M et al, 2013).

Los tumores VPH (+) localizados en cabeza y cuello, incluyendo cavidad oral,
tendrian una mejor respuesta a la terapia actual: radioterapia, cirugia con o sin

radioterapia y radioterapia combinada con quimioterapia (Ang K &Sturgis E, 2012).

No obstante, lo anterior, la identificacion de ADN de VPH en un tumor no provee
suficiente evidencia para afirmar que la presencia de virus pudo haber generado la
neoplasia, ya que la técnica no permite diferenciar una infeccién viral transitoria de

una oncogénicamente activa (Ndiaye C et al, 2014).
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La identificacion de transcripcion de los oncogenes virales E6/E7, que estan
implicados en el proceso oncogénico, se acepta como la prueba que permite
elucidar el rol oncogénico de VPH en un tumor (Ndiaye C et al, 2014).

La presencia de RNAmM de E6/E7 ya sea detectando a su proteina o deteccion y
cuantificacion a través del DNA viral son biomarcadores utilizados para evaluar
progresion y gravedad de lesiones oncologicas provocadas por VPH en la region
cervicouterina, cabeza y cuello, ano, entre otros sitios anatémicos (Barén C et al,
2015) (Combes JD &Franceschi S, 2013) (Silling S et al 2012) (Ndiaye C et al, 2014).

En una revision sistematica y meta analisis publicada recientemente (Ndiaye C et
al, 2014) se encontré6 que un 89,9% del cancer oro faringeo VPH (+) existia
presencia de RNAm E6/E7, mientras que en una revision realizada por Combes &
Franceschi (Combes JD & Franceschi S, 2013), se determin6 que el porcentaje de
deteccion (sin cuantificacibn) de RNAm en canceres de cavidad oral era de 1,4%

(muestra de 142 pacientes).

Los hallazgos clinicos,epidemiolégicos y moleculares anteriormente expuestos
podrian explicar porque la persistencia de la infeccion por VPH resulta un factor
clave para la transformacion celular inducida por este virus (Rautava J &Syrjanen
S, 2012) (Ndiaye C et al, 2014).
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7. INFECCION POR VPH EN CAVIDAD ORAL DE PACIENTES VIH/SIDA:

Desde la introduccién de la terapia antiretroviral (TARV) en pacientes VIH(+), se ha
visto un aumento en la frecuencia de lesiones papilomatosas (Patton LL, 2000)
(Greenspan D, 2001) (Syrjanen S, 2011) (Beachler D et al, 2013). Tanto hombres
como mujeres VIH (+) presentan un aumento en el riesgo de desarrollar infecciones
genitales y anales por la infeccién con genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico,
de generar infecciones persistentes y lesiones precancerosas (Rautava J &
Syrjanen S, 2011).

En cavidad oral de individuos VIH (+) se ha determinado una prevalencia entre un
7% — 45% de VPH, incluyendo todos los genotipos y especificamente de 12 a 26%
si se considera solo los genotiposde alto riesgo oncogénico. Esta prevalencia se ha,
determinado con muestras de colutorio y cepillado de la cavidad oral, lo que no
necesariamente implica un desarrollo de lesiones. (Beachler D & D' Souza G, 2013)
(Anaya-Saavedra G et al, 2013)

Clinicamente las lesiones en estos pacientes presentan una morfologia atipica en
donde se detectan ademas, multiples genotipos de VPH, los cuales son por lo
general genotipos de alto riesgo oncogénico que se reportan con poca frecuencia

en otras poblaciones (Syrjanen S, 2003) (Syrjanen S. , 2011).

En relacién a los factores que contribuyen con la persistencia de la infeccién por
VPH, la literatura publicada describe: mayor edad (sobre 55 afios), consumo de
tabaco y ser de género masculino (Beachler D et al, 2015) (Fatahzadeh M et al,
2013), siendo el factor de riesgo mas importante para la infeccion por VPH en
pacientes VIH/SIDA el recuento disminuido de Linfocitos T CD4+ (Beachler D et al,
2015)(Beachler D & D' Souza G, 2013) especialmente recuentos menores a 200
células/mm? (Fatahzadeh M et al, 2013).
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También se ha observado asociaciones significativas entre presencia de VPH y
aumento en la carga viral de VIH, historia de otras enfermedades de transmision
sexual, numero de parejas sexuales y practicas de sexo oral (Beachler D et al, 2014)
(Fatahzadeh M et al, 2013).

En la actualidad, y debido principalmente a la falta de estudios de cohorte a largo
plazo y a que la mayoria de los estudios epidemioldgicos evaluan la cavidad oral a
través de colutorios y muestras de saliva y no a lesiones evaluables con el examen
clinico, es que la incidencia precisa de las lesiones orales provocadas por VPH en
pacientes con VIH/SIDA, su persistencia en el tiempo y factores que podrian
determinar la aparicion clinica de lesiones, se desconoce. (Patton LL, 2013).

8. INFECCION POR VPH, PACIENTES VIH/SIDA Y CANCER ORAL :

Datos epidemioldgicos reportados apoyan el hecho de que tanto hombres como
mujeres VIH (+) presentan un mayor riesgo de presentar carcinoma escamoso oral
o genital (Syrjanen S, 2011). La incidencia de neoplasias, como el cancer de cabeza
y cuello, neoplasias no definitorias de SIDA, ha aumentado progresivamente con la
introduccién de TARV y actualmente, la incidencia acumulativa al compararlo con
individuos VIH (-) es de 0,8% (Silverberg MJ et al, 2015).

Los factores de riesgo mas importantes descritos para este fenémeno son la edad
avanzada de los pacientes y la cantidad de tiempo que han estado infectados por
VIH. Factores de riesgo adicionales incluyen el habito tabaquico y la exposicion a
virus oncogénicos como el VPH, mientras que el bajo recuento de linfocitos T CD4+
y el uso de TARV se encuentran en constante investigacion (Rubinstein P et al,
2014)
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9. IMPORTANCIA DE LA DETECCION DE LESIONES PRODUCIDAS POR
VPH EN PACIENTES VIH/SIDA:

En la préactica clinica diaria, muchas de las lesiones originadas por VPH solamente
se biopsian y no existe en los servicios de Cirugia méaxilofacial tanto de Hospitales
como de Clinicas de nuestro pais, protocolos en relacion al estudio diagndstico que
permita identificar las lesiones VPH (+) y los genotipos presentes en las lesiones
papilomatosas introrales. Es muy importante también destacar, que la deteccion de
la infeccidn de VPH se hace mediante la deteccion del genoma, por lo cual solo se
establece la presencia del genoma pero no el estado replicativo del virus o la

actividad transcripcional viral.

Tanto en neoplasias cérvico uterinas, anales como de cabeza y cuello se ha
determinado la presencia de RNAm de E6/E7 (Combes JD & Franceschi S, 2013)
(Silling S et al, 2011) (Ndiaye C et al, 2015) estableciéndose este biomarcador como

relevante al momento de evaluar actividad oncogénica.

En una revision sistematica y meta andlisis se evalu6 la deteccion de RNAm de
E6/E7 en cancer de cabeza y cuello de todos los genotipos reportados en la
literatura entre 2004 y 2012, en donde el porcentaje de deteccion en carcinoma
escamoso de la cavidad oral fue de 16.3% mientras que, para la orofaringe fue de
39.8% (Ndiaye C et al, 2015). La literatura en relacién a la evaluacion deRNAm de
E6/E7 en lesiones papilomatosas intraorales de pacientes VIH (+) es escasa.

En un estudio realizado por Stoddard et al en 2015, se estudi6 la actividad
transcripcional de los oncogenes de VPH EG6/E7 en lesiones denominadas
papilomas invertidos a través de hibridacién in situ en un estudio retrospectivo de

muestras parafinadas (Stoddard D et al, 2015).
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Se seleccionaron 19 muestras parafinadas en el donde RNAm E6/E7 para VPH fue
detectado en todas las muestras estudiadas. Los genotipos de VPH estudiados
fueron VPH 16, 18 y 33. No existen estudios similares realizados en lesiones

papilomaosas intraorales.

Determinar los genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico asi como también
biomarcadores de actividad oncogénica y factores de riesgo asociados en una
poblacién vulnerable como los pacientes inmunosuprimidos por VIH, permite
realizar maniobras preventivas como por ejemplo aumentar la frecuencia de
controles médicos, incentivar el auto examen de la cavidad oral y disminuir el

consumo de tabaco.

Considerando estos antecedentes, el objetivo principal de este trabajo de
investigacién fue determinar genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico en
lesiones papilomatosas orales de pacientes VIH/SIDA, detectar los RNAmM de E2 y
E6/E7, caracterizar clinicamente las lesiones, determinar diagndstico
histopatoldgico y describir factores asociados como recuento de linfocitos T CD4,
carga viral de VIH, tiempo de evolucion de la enfermedad, tiempo de uso de TARV,
consumo de alcohol y tabaco y conducta sexual.

30



OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico en lesiones
papilomatosas orales de pacientes VIH/SIDA, detectar los RNAmM de E2 y
E6/E7, caracterizar clinicamente las lesiones, determinar diagndstico
histologico de la lesion y describir factores asociados como recuento de
linfocitos T CD4, carga viral de VIH, tiempo de evolucion de la enfermedad,

tiempo de uso de TARV, consumo de alcohol y tabaco y conducta sexual.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Caracterizar epidemioldgica, clinica e histopatologicamente a la muestra en
estudio.
Determinar la frecuencia de los genotipos de VPH de alto y bajo riesgo

oncogénico presentes en lesiones papilomatosas orales en pacientes
VIH/SIDA.

Relacionar el recuento de linfocitos T CD4 y carga viral en aquellas muestras
de VPH de alto riesgo oncogénico.

Detectar los RNAm E2 y E6/ E7 en muestras de lesiones papilomatosas
orales de pacientes VIH/SIDA que presentaron algnos de los 4 genotipos
VPH de alto riesgo oncogénicomas frecuentesy VPH 6y 11..

Describir factores asociados como tiempo de evolucion de la enfermedad,
tiempo de uso de TARV, consumo de alcohol y tabaco y conducta sexual

para aquellos genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico
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METODOLOGIA

ASPECTOS GENERALES: Se efectu6 un estudio observacional descriptivo de
corte transversal para determinar la frecuencia de genotipos de VPH de alto y bajo
riesgo oncogénico presentes en lesiones papilomatosas intraorales en pacientes
VIH/SIDA en tratamiento en el Hospital San Juan de Dios, la actividad
transcripcionel de E2 y E6/E7 de VPH y factores de riesgo asociados como recuento
de linfocitos TCD4, carga viral, consumo de tabaco, consumo de alcohol y habitos

sexuales.

LUGAR DEL ESTUDIO:Servicio de Cirugia Maxilofacial y Laboratorio de Biologia
Molecular del Hospital San Juan de Dios en conjunto con el Programa de Virologia,
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

UNIVERSO Y MUESTRA: EIl universo estuvo conformado por todos aquellos
pacientes adultos con diagnéstico de VIH/SIDA en tratamiento en el servicio de
infectologia del Hospital San Juan de Dios que a la fecha corresponden a 2.000
pacientes en tratamiento activo. La muestra se conformd por todos aquellos
pacientes derivados hacia el Servicio de Cirugia Maxilofacial del mismo hospital por
presentar lesiones intra orales clinica e histologicamente compatibles con Papiloma
oral, Condiloma acuminado intraoral y verruga oral con genotipificacion (+) para
VPH y que cumplieran todos los criterios de inclusion. Inicialmente se ingresaron 12
muestras de las cuales solo 8 resultaron con un diagndstico molecular positivo para

VPH. Asi, la muestra final incluida quedé conformada por 8 pacientes.
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CRITERIOS DE INCLUSION:Fueron incluidos en el estudio aquellos pacientes
adultos (= 18 afios de edad) con diagnostico de VIH/SIDA notificado al ISP, de
género masculino y femenino en tratamiento en el Servicio de infectologia del
Hospital San Juan de Dios con lesiones clinica e histolégicamente compatibles con
papiloma oral, condiloma acuminado oral y verruga oral que se encontraran dentro
de la cavidad oral, cuyo analisis molecular indicé VPH (+).

Los pacientes accedieron a participar en el estudio a través de la firma del

consentimiento informado (Anexo 1).

INGRESO DE PACIENTES Y DIAGNOSTICO CLINICO: Los pacientes VIH (+)
derivados del servicio de infectologia por presentar lesiones intraorales
papilomatosas fueron ingresados al servicio de Cirugia Méxilofacial siguiendo el
conducto regular de atencion del Hospital San Juan de Dios. Se realiz6 la ficha de
ingreso comun a todos los pacientes y posteriormente se realizé el examen fisico
intraoral para el diagnadstico clinico de la lesion papilomatosa. Durante el ingreso del
paciente se consignaron datos como género, edad, habito tabaquico, habito
alcohdlico, conducta sexual y los valores recientes de recuento de Linfocitos TCD4
y carga viral de VIH, los cuales fueron traspasados a la ficha de estudio de cada

paciente (Anexo 2).

Los pacientes debian contar con un examen de Linfocitos TCD4 y carga viral de VIH
en una fecha cercana al momento de ingreso al estudio. Ambos examenes se
realizan en el Hospital San Juan de Dios como parte del tratamiento que reciben
estos pacientes en el servicio de infectologia del mismo hospital. La carga viral de
VIH se determina a través de un kit Real Time HIV-1 Amplification Reagent (IVD,
Abbott), metodologia totalmente automatizada desde la extraccidbn hasta la
cuantificacion de la carga viral. El recuento de subpoblaciones linfocitarias (recuento
de linfocitos TCD4) se realiza por Citometria de flujo, con un método también
validado para diagnostico
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Para el diagndstico de la lesion producida por VPH se consideraron las siguientes

caracteristicas clinicas:

Aumento de volumen localizado dentro de la cavidad oral,
asintomatica,superficie irregular con proyecciones digitiformes que se
semejan ala superficie de una coliflor, de color blanco o rosado, de base sésil
0 pediculada.

Aquellos pacientes que presentaronuna fuerte sospecha clinica de lesiones
papilomatosas provocadas por VPH como las definidas con anterioridad,
fueronsometidos a la toma de muestra para genotipificacion de VPH vy

posteriormente a la toma de biopsia excisional para el estudio histopatolédgico.

GENOTIPIFICACION VPH: Frente a la sospecha clinica de lesiones papilomatosas
intraorales provocadas por VPH, se tomd una muestra de la lesién con un cepillo
citolégico ejerciendo una presion constante a modo de arrastrar la mayor cantidad
de células. La parte activa del cepillo se sumergio totalmente en 3 ml de buffer PBS
estéril contenidos en un tubo de 15 micon tapa rosca trasladandose inmediatamente
al Laboratorio de Biologia Molecular del hospital San Juan de Dios.

Las muestras obtenidas se sometierona extraccion de DNA mediante el kit de
extraccion de acidos nucleicos virales siguiendo las indicaciones del fabricante
(High pure viral nucleic acid extraction kit, Roche). El 4cido nucleico obtenido fue

almacenado a — 20°C hasta el momento de analisis.

La deteccién de VPH se realiz6 mediante PCR convencional utilizando FastStart
DNA Master Hybprobe Kit (Roche) y los partidores universales para VPH: MY11l y
MYQ09 y un mix de partidores para subtipos poco frecuentes, “mix 125” incluidos en
Kit LCD-Array HPV type 3.5, Chipron.
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La reaccion de amplificacion se realizd en un volumen final de 25 ul en el
termociclador Applied Biosystems 2720, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para la genotipificacién, los amplificados se hibridaron en el sistema LCD-Chip
(sistema ADN-ADN, Kit LCD-Array HPV type 3.5, Chipron).) con sondas para
distintos genotipos de VPH. Las sondas se encuentran en duplicado y permiten la
deteccion simultdnea de 32 genotipos de VPH. Para los procesos de hibridacion y
deteccion se siguieron las indicaciones del fabricante. Los genotipos incluidos en

este sistema son:

Riesgo oncogénico: 16, 18, 31,33,35, 39, 45,51,52, 53,56,58,59, 68y 73.
Bajo riesgo oncogénico: 6,11,42,44,54, 61,62,66,67,70,72, 81,82,83,84,90 y 91

Para la lectura de la placa se utilizd un scanner fotogréafico. Mediante el software
Chipron V9 se analizaron los spots positivos y se determinaron los genotipos

presentes en cada muestra.

TOMA DE BIOPSIA Y ESTUDIO HISTOPATOLOGICO: Una vez ingresado los
pacientes y tomado la muestra con cepillo citolégico para la genotipificacion, se
programd un pabellon ambulatorio para efectuar la biopsia excisional de la lesion
bajo anestesia local. Todas las biopsias fueron tomadas por el mismo operador. Se
efectué una incisibn en losanjo, de espesor completo, teniendo cuidado en la
manipulacion de la lesion para no alterar su estudio histopatoldgico (Figuras 2a, 2b
y 2c). Dependiendo del lugar anatomico, la herida operatoria fue suturada con el
material indicado. La muestra fue almacenada en un recipiente con formalina
tamponada de acuerdo al protocolo vigente de manejo y transporte de muestras
para biopsias del Hospital San Juan de Dios y fue enviada al laboratorio de

Anatomia Patologica del hospital para su diagnostico definitivo.
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El diagnéstico histopatologico se basd en la deteccion de las caracteristicas
histopatologicas conservadas en las lesiones provocadas por VPH como la
presencia de proyecciones largas y delgadas que se asemejan a dedos y que se
extienden por sobre la superficie mucosa, cada una formada por una capa continua
de epitelio escamoso estratificado con un nucleo delgado de tejido conectivo central

que contiene los vasos sanguineos.

Pueden presentar hiperqueratosis y coilocitos en el estrato superficial. El
diagnéstico fue realizado por patélogos del servicio de anatomia patologica del

hospital San Juan de Dios.

Figura 2: (a) Lesion papilomatosa en dorso lingual. (b) Losanjo de mucosa lingual de espesor total

(Biopsia excisional). (c) Lesion papilomatosa sobre mesa operatoria con hoja bisturi para referencia

de tamafio

DETECCION DE RNAm DE VPH: Una vez determinados los casos VPH (+)
histol6gica y molecularmente, se seleccionaron aguellas muestras que presentaran
genotipos VPH 16 y 18 por ser los genotipos de alto riesgo oncogénico mas
prevalentes encontrados en la literatura, VPH 6 y 11 genotipos de bajo riesgo
oncogénico mas prevalentes encontrados en la literatura 'y VPH 52 y 56 por ser los
gue con mayor frecuencia se encontraron en los pacientes estudiados. Para ello se
obtuvieron los tacos parafinados previa autorizacion de la Direccion del Hospital San
Juan de Dios a través de su comité cientifico mediante la aprobacién del proyecto

de investigacion (Anexo 3)
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En estas muestras se detectd los RNAm de los genes E2 y E6/E7 de los genotipos
indicados. A partir de los tacos parafinados de las biopsias de las muestras
seleccionadas se realizaron cortes de aproximadamente 10 pm. La extraccion del
RNA se realizé utilizando el kit comercial High Pure RNA paraffin (Roche) segun
protocolo del fabricante. Del RNA extraido de los cortes parafinados se tomaron 10
ul para realizar la transcripcion inversa utilizando 200 U de M-MLV RT(Promega),
0,5 ug de random primers (Promega), 25 U de RNasin (Promega) y 10mM de
dNTPs. El volumen final fue de 25 ul y la reaccién se realiz6 a 37°C por 1 hr (PXE

0.2 Thermal Cycler, Thermo Corporation) Las reacciones se hicieron en duplicado.

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron con el kit Kapa SybrFast gPCR
Master Mix Universal (KapaBiosystems) en el termociclador Eco™(Real time PCR
system, lllumina). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10 ul. Cada
reaccion se realiz6 con 2 ul de DNAc obtenido de cada muestra. Los partidores para
cada uno de los genes a evaluar de cada genotipo fueron tomados de la literatura
(Lindh M et al, 2007) y, o disefiados con el Programa Molecular Beacons basados
en las secuencias del genoma descrito en GenBank.Se realizaron las
estandarizaciones de cada PCR para los genes E2 y E6/E7 de VPH utilizando
muestras clinicas y plasmidios como controles.Las muestras clinicas para la
estandarizacion fueron donadas por la Dra. Maria José Martinez (Programa de
virologia-ICBM) y el Dr. Eugenio Ramirez (ISP), mientras que los plasmidios fueron
donados por el Dr. Francisco Aguayo (Programa de virologia-ICBM) Se determiné
la presencia del RNAm celular B2M como control de calidad de la muestra, esta

deteccién habia sido estandarizada previamente en el laboratorio.

Los protocolos de estandarizacion y amplificacion para cada gen se describen en
las tablas 1y 2:
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Tablal: Secuencias de partidores para los RNAm de los genes E2 y E6/E7 de
los genotipos de VPH en estudio

GENOTIPO |GEN SECUENCIAPARTIDORES
E2 D: 5CGA GGA GTC CAA CAG TCA-3
VPH6 R: 5TGG TCG TGATTG TTA GTG ATG-3’
E6/E7 D: 5GTC GCT GCC TAC ACT GCT -3
R: 5 ACT TCG TCC ACC TCATCT TCT G-3°
E2 D: 5 GGA CAT TAC AGG ACACCAGTT A-3
VPH11 R: 5" TCC ATA CCA CAT ACT CCA TTA CAT-3
E6/E7 D: 5 GCT TCA TAA AAC TAA ATA ACC AGT GGA A-3
R: 5 GTC AGG AGG CTG CAG GTC TAG TA-3'
E2 D: 5°ACT ATC CAG CGA CCA AGA-3
VPH16 R: 5’ACT ATT ACA GTT AAT CCG TCC TT-3
E6/E7 D: 5TTG CAG ATC ATC AAG AAC ACG TAG A-3
R: 5°CAG TAG AGATCA GTT GTC TCT GGT TGC-3°
E2 D: 5°CGG AGA AGC AGC ATT GTG-3
VPH18 R: 5TGT ATT ATAGGC GTA GTG TTA CCA-3
E6/E7 D: 5 GCA CGA CAG GAACGACTC-3
R: 5CAA TGT TGC CTT AGG TCC AT-3’
E2 D:5’ATT ATT GGT GTG ATG GAG AA-3
VPH 52 R:5"TGG ATA CTT CGT TAC TAG ATA C-3
E6/E7 D: 5’ATATTATGG GTC GTT GGA-3
R: 5TTATAG TTG CTT TGT CTC C-3
E2 D: 5CAA GAC GCC GCAGTATCC-3
VPH56 R: 5TAT TGT CTG TGT CGC TGA TGT G-3'
E6/E7 D: 5°GCT GGA GAC AAA CAT CTA -3
R: 5ACT GTAGGT CAATTTCTG T -3

Tabla 1:Secuencia de los partidores para los RNAm de los genes E2 y E6/E7 de cada genotipo.D:

directo; R: reverso.

38



Tabla 2: Condiciones de amplificacién para PCR tiempo real para la deteccion

de losRNAmM de los genes E2 y E6/E7 de los genotipos de VPH en estudio

GENOTIPO | GEN AMPLIFICACION CICLOS

E2 |95°C-5s/ 60°C-10s/72°C- 10s/80°C- 3s 50

VPH6
E6/E7 | 95° x 15s/ 55°c x15s/ 72°C x 15s 50
E2 |95°C x 3s/58°C x 15s 50

VPH11
E6/E7 | 95°C x 3s/ 59°C x 10s 50
E2 |95°C x 3s/ 60°C x 15s/ 72°C x 3s 50

VPH16
EG6/E7 | 95°C x 3s/ 60°C x 15s/ 72°C x 5s 50
E2 |95°C x 3s/59°C x 5s/ 72°C x 5s 50

VPH18
EG6/E7 | 95°C x 3s/ 50°C x 5s/ 72°C x 5s 50
E2 |95°C x 3s/57°C x 10s 50

VPH52
E6/E7 | 95°C x 3s/ 58°C x10s 50
E2 |95°C x3s/61°C x 5s/ 72°C x bs 50

VPH56
EG6/E7 |95°C x5 s/ 56 °C x 10 s/ 72°C x 2s 50

Tabla 2: Protocolos de amplificacion de cada PCR paralos RNAm de E2 y E6/E7 de VPH utilizando
muestras clinicas y plasmidios como controles. Todas las reacciones incluyeron un paso previo de
3 minutos a 95 °C para la activacion de la polimerasa. Al finalizar todos los ciclos, se realizé la

curva de melting desde 55 °C a 95 °C con analisis de fluorescencia cada 0,1 °C. (s: segundo)
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA MUESTRA:

Se incorporaron al estudio 8 pacientes. La tabla 3 muestra el género, y la edad de
los pacientes. Un 87,5% de los pacientes fue de género masculino. La edad
promedio del total de pacientes fue de 43,75 afios (rango 21 — 57 afos), mientras

gue la mediana fue de 45 afios.

Tabla 3: Caracteristicas de los pacientes VIH/SIDA: género y edad.

PACIENTE GENERO EDAD (ANOS)
026-2013 Masculino 54
070-2014 Masculino 50
061-2013 Masculino 45
046-2013 Femenino 57
059-2013 Masculino 41
XXX-2015 Masculino 21
014-2012 Masculino 45
012-2012 Masculino 37
Promedio 43,75

Mediana 45,00
Desviacion standard 11,30

Tabla 3: Caracterizacion de la muestra de acuerdo a género y edad representada

en afos. Se indica el promedio, mediana y desviacién standard.

En relacién a la localizacibn anatdbmica de las lesiones intraorales, éstas se
localizaron en cara interna de la mejilla, labio, encia y lengua. La mayoria se localiz6

en la cara interna de la mejilla (38%).
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En relacion al tamafio de la lesion, determinado en milimetros (mm) por el diametro

mayor, tuvo un promedio de 6,75 mm (4 a 10 mm) y una mediana de 5,5 mm. El

diagndstico histolégico de la totalidad de los pacientes correspondié a papiloma

escamoso (Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de las lesiones papilomatosas: localizacion y

tamaiio.
TAMANO .

PACIENTE LOCALIZACION LESION L(ErrS]rlT(]D)N HIS[')I'ISSXI'IC')OSJCID%CI)CO
026-2013 Encia adherida maxilar 4 Papiloma escamoso
070-2014 Borde lateral lengua izquierda 10 Papiloma escamoso
061-2013 Cara interna mejilla izquierda 10 Papiloma escamoso
046-2013 Dorso lingual Papiloma escamoso
059-2013 Cara interna mejilla derecha Papiloma escamoso
XXX-2015 Cara interna labio superior Papiloma escamoso
014-2012 Cara interna labio inferior 4 Papiloma escamoso
012-2012 Cara interna mejilla bilateral 10 Papiloma escamoso
Promedio 6,75
Mediana 5,50
Desviacion 2,76
standard

Tabla 4: Caracterizacién clinica de las lesiones, localizacién anatémica dentro de la cavidad oral,

tamafio de la lesion determinado por su didmetro mayor expresado en milimetros (mm) y diagnéstico

histopatoldgico. Se indica promedio, mediana y desviacion standard.
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FRECUENCIA DE GENOTIPOS DE VPH

Con respecto a la frecuencia de genotipos de VPH obtenidos a partir de las lesiones
papilomatosas, la tabla 5 muestra los distintos genotipos de VPH separados por

riesgo oncogenico.

Un 63 % de los pacientes presentd mas de un genotipo de VPH. Un 75% present6
por lo menos un genotipo de VPH de alto riesgo oncogénico. El genotipo de alto
riesgo oncogénico mas frecuente fue VPH 52 con un 27%, seguido del VPH 16 y 56
con un 18%. Los genotipos VPH 6 y 11 estuvieron presentes en dos pacientes
(20%).

El genotipo VPH 52, a diferencia de otros genotipos de alto riesgo oncogénico se
presenté como infeccién Unica en los pacientes, sin la presencia de otros genotipos
oncogénicos, a diferencia de los otros genotipos de alto riesgo oncogénico que se

presentaron de manera combinada.

42



Tabla 5: Genotipos de VPH detectados las lesiones papilomatosas

intraorales de pacientes VIH/SIDA.

Paciente Genotipo alto riesgo Genotipo bffle riesgo
oncogenico oncogeénico

026-2013 16,56,59 67

070-2014 16, 18, 58

061-2013 39, 56 83,72

046-2013 52 11

059-2013 52

xxx-2015 52

014-2012 6, 61

012-2012 72

Tabla 5: Genotipos de VPH de acuerdo al riesgo oncogénico detectados en las lesiones intraorales

y determinados a través del Kit LCD-Array HPV type 3.5, Chipron.

GENOTIPOS DE VPH, RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4 Y CARGA VIRAL DE
VIH

El recuento promedio de linfocitos T CD4 de todos los pacientes participante en el
estudio fue de 418.3 cel/mm3, mientras que la mediana fue 417.5 cel/mm3. La carga
viral de VIH de todos los pacientes fue indetectable, es decir, menor a 500 copias/ml
(Tabla 6).
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Tabla 6: Genotipos de VPH, recuento de linfocitos T CD4 y carga viral de VIH

VPHAR MEaEX (cel/mm?3) | (copias/ml)
026-2013 16,56,59 67 483 I
070-2014 16, 18, 58 455 I
061-2013 39, 56 83,72 144 I
046-2013 52 11 203 I
059-2013 52 172 I
xxx-2015 52 527 I
014-2012 6, 61 380 I
012-2012 72 983 I
Promedio 418.3
Mediana 417.5
ey

Tabla 6: Genotipos de VPH detectados (AR: alto riesgo oncogénico; BR bajo riesgo oncogénico) y
el recuento de Linfocitos T CD4 para cada caso y la carga viral de VIH. . corresponde a una carga

viral indetectable, menos de 500 copias/ml. Se indica promedio, mediana y desviacién standard.

El recuento promedio de linfocitos T CD4 de aquellos pacientes que presentaron al
menos un genotipo de alto riesgo oncogénico fue de 330.6 cel/mm3, mientras que

su mediana fue de 329 cel/mm? (Tabla 7)

44



Tabla 7: Genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico y recuento de
linfocitos T CD4

Paciente Genotipo VPH-AR | CR;:I(J:;;Snms)
026-2013 16,56,59 483
070-2014 16, 18, 58 455
061-2013 39, 56 144
046-2013 52 203
059-2013 52 172
XxX-2015 52 527
Promedio 330.6
Mediana 229.0
Desviacion standard 175.23

Tabla 7: Genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico (AR) y recuento de Linfocitos T CD4

para cada caso. Se indica el promedio, mediana y desviacion standard.

DETECCION DE RNAm E2 Y E6/E7 DE DISTINTOS GENOTIPOS DE VPH:

Se seleccionaron aquellas muestras que presentaron genotipos VPH 16 y 18 por
ser los genotipos de alto riesgo oncogénico mas prevalentes encontrados en la
literatura, VPH 6 y 11 genotipos de bajo riesgo oncogénico mas prevalentes
encontrados en la literatura 'y VPH 52 y 56 por ser los que con mayor frecuencia se

encontraron en los pacientes estudiados.
En la figura 3 se observa una curva representativa de la amplificacion y curva de

meltingdel RNAm celular de B2M, utilizado como control de calidad de los DNAc de

cada paciente.
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En la tabla 8 se muestra las valores umbrales del ciclo o Ct (threshold cycle) y
temperaturas de melting promedio de los productos amplificados (Tm) obtenidos en

cada muestra para el RNAm de B2M.

Figura 3: Amplificacion y curva de melting obtenida para B2M mediante PCR
tiempo real.
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Figura 3: En el panel A se observa la curva de amplificacion de los DNAc de B2M de todas las
muestras de pacientes. En el panel B se observan las curvas de Tm, la linea vertical esta

posicionada en un sector intermedio de las curvas para sefialar la Tm promedio.
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Tabla 8: Valores umbrales del ciclo (Ct) y temperaturas de melting de

productos amplificados (Tm) para B2M en las muestras VPH positivas

Paciente | Promedio DS Tm(C°)
Ct Ct
026-2013 32,3 7,86 78,4
070-2014 22,9 1,369 78,6
061-2013 28,9 2,64 78,3
046-2013 23,0 0,03 78,1
059-2013 22,9 0,12 78,6
Xxx-2015 20,9 0,14 78,6
014-2012 24,4 0,31 78,6

Tabla 8: Valores umbrales del ciclo o Ct (threshold cycle) y temperaturas de melting promedio de los
productos amplificados (Tm) obtenidos para cada muestra clinica para el gen B2M utilizado como

control de calidad de los RNAm extraidos de los tacos de las lesiones.(DS: desviacion standard)

En todas las reacciones de amplificacion, a pesar de ser PCR en tiempo real, se
realiz6 un gel de agarosa para corrobarar la presencia y tamafio esperado del
amplificado. Todas las reacciones se repitieron para corroborar la negatividad o
positividad en cada situacién.En el caso de los genotipos VPH16, 52 y 56, no se

logré obtener amplificacion positiva para ninguno de los RNAm en estudio.

Para el genotipo VPH18, se detectd la expresion de RNAm de E6/E7 como se
muestra en la figura 4 (Curva de amplificacion y de melting). Para este genotipo no
se detectdé el RNAm de E2. La Ct para la muestra positiva de VPH18 (muestra 070-
2014) fue de 36,23. La temperatura de melting (Tm) fue de 77,5°C, esta misma

temperatura se obtuvo para el control positivo.
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Figura 4: Amplificacion y curva de melting obtenida para E6/7 de VPH18 mediante
PCR tiempo real.
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Figura 4: En el panel A se observa la curva de amplificacion de la muestra control y de la
muestra070-2014, positiva para VPH18. El control negativo no presenta sefial de amplificacién. En

el panel B se observa la curva de Tm, tanto el control positivo como la muestra 070-2014, presentan
la misma temperatura de melting. (Tm 77.5 C°)

Para los genotipos VPH6 y VPH11 se detectaron los RNAmM tanto de E2 como de
E6/7. Enlas figuras 5y 6 se observan las amplificaciones para VPHG, en las figuras
7 y 8 se observan las amplificaciones para VPH1l1l para cada gen. Estos

amplificados se detectaron con una Ct baja indicando una posible mayor expresion
de estos RNAmM en estos genotipos.
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Figura 5: Amplificacion y curva de melting obtenida

PCR tiempo real.

para E2 de VPH 6 mediante
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Figura 5: En el panel A se observa la curva de amplificacion de la muestra control y de la

muestra014-2012, positiva para VPH 6. El control negativopresenta sefial de amplificacion tardia con

una Tm diferente al control positivo. En el panel B se observa la curva de Tm, tanto el control positivo

como la muestra 014-2012, presentan una temperatura de melting similar (Tm 82.4 C°)
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Figura 6: Amplificacion y curva de melting obtenida para E6/E7 de VPH 6 mediante

PCR tiempo real.
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Figura 6: En el panel A se observa la curva de amplificacién de la muestra control y de la

muestra014-2012, positiva para VPH 6. El control negativo no presenta sefial de amplificacion. En el

panel B se observa la curva de Tm, tanto el control positivo como la muestra 014-2012, presentan la

misma temperatura de melting. (Tm 80.1 C°)

Figura 7: Amplificacién y curva de melting obtenida para E2 de VPH11 mediante

PCR tiempo real.
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Figura7: Panel A: Curva de amplificacién de la muestra control y de la muestra046-2013, positiva
para VPH 11. El control negativo presenta sefial de amplificacién tardiamente. Panel B: Curva de
Tm, tanto el control positivo como la muestra 046-2013, presentan tempraturas de melting similar

(Tm 79.1 C°). El control negativo presenta una Tm inferior (71.5°C)
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Figura 8: Amplificacion y curva de melting obtenida para E6/E7 de VPH 11 mediante
PCR tiempo real.
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Figura 8: En el panel A se observa la curva de amplificacion de la muestra control y de la
muestra046-2013, positiva para VPH 11. El control negativo no presenta sefial de amplificacion. En
el panel B se observa la curva de Tm (Temperatura de melting), tanto del control positivo como la

muestra 046-2013, presentan una temperatura de melting promedio de Tm 79.9C°.

DESCRIPCION DE FACTORES ASOCIADOS EN GENOTIPOS DE VPH DE ALTO
RIESGO ONCOGENICO

Genotipos de VPH, TARV v tiempo de evoluciéon de VIH.

Los pacientes tienen un promedio de tiempo de evolucion de la infeccion de VIH de
4,81 afios (0,5 — 21 aflos) con una mediana de 4,83 afios y un tiempo promedio de
uso de TARV de 3,68 afios (0,5 — 14 afios) y una mediana de 3,5 afios (Tabla 9).

El promedio de evolucion de la infeccion de VIH en aquellos pacientes que
presentan por lo menos un genotipo oncogénico de VPH es de 6,08 afios (0,5 a 21

afios) con una mediana de 3,5 afios, mientras que el promedio de uso de TARV en
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estos pacientes es de 4,6 afios (0,5 a 14 afios) con una mediana de 2,5 afios (Tabla

10).
Tabla 9: Genotipificacién de VPH, uso de TARV y evolucién de VIH.

pacinie | SRS | S e e
026-2013 16,56,59 67 21 14
070-2014 16, 18, 58 7 7
061-2013 39, 56 83,72 0,5 0,5
046-2013 52 11 3 1
059-2013 52 4 4
XXX-2015 52 1 1
014-2012 6, 61 1 1
012-2012 72 1 1
Promedio 4,81 3,68
Mediana 4,83 3,50
Desviacion 6.89 767
standard ’ ’

Tabla 9: Tiempo de evolucion de VIH y de TARV (Terapia antiretroviral) expresada en afos, de

acuerdo a cada genotipo de VPH encontrado detectado en las muestras (AR: alto riesgo oncogénico;

BR: Bajo riesgo oncogénico; SRO: riesgo oncogénico sin determinar). Se indica promedio, mediana

y desviacion standard.

Tabla 10: Uso de TARV y evolucién de VIH en pacientes con genotipos de

alto riesgo oncogénico
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Paciente Genotipo Tiempo VIH Tiemp~o TARV
VPH-AR (afios) (afios)

026-2013 16,56,59 21 14
070-2014 16, 18, 58 7 7
061-2013 39, 56 0,5 0,5
046-2013 52 3 1
059-2013 52 4 4
XXX-2015 52 1 1
Promedio 6,08 4,58
Mediana 3,5 2,5

Tabla 10: Tiempo de evolucion de VIH y de TARV (Terapia antiretroviral) expresada en afos, de
acuerdo a los genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico detectado en las muestras. Se indica

promedio, mediana y desviacion standard.

Genotipos de VPH de alto riesqgo oncogénico y habito tabaquico y alcohdlico

La mayoria de los pacientes (83%) no presentan habito tabaquico o alcohdlico
activo (Tabla 11)

Tabla 11: Genotipos VPH de alto y bajo riesgo oncogénico y consumo de

Tabaco y Alcohol
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: Genotipo
Paciente VPH-AR Tabaco Alcohol
026-2013 16,56,59 NO NO
070-2014 16, 18, 58 NO NO
061-2013 39, 56 NO NO
Croénico detenido
046-2013 52 NO desde 2009
059-2013 57 20 C|garro§/d|a por NO
25 afnos
XXX-2015 52 NO NO

Tabla 11: Frecuencia de consumo de tabaco y alcohol en aquellos pacientes que presentaron

genotipos de VPH de alto riego oncogénico en las muestras de lesiones papilomatosas.

Genotipos de VPH de alto riesqo oncogénico y conducta sexual

De todos los pacientes que presentan al menos un genotipo de VPH de alto riesgo
oncogénico, un 50% corresponden a hombres homosexuales, mientras que un
33,35% son hombres heterosexuales y el resto corresponde a una mujer
heterosexual. Desde el momento de notificacion de VIH, un 66,6% de los pacientes
ha optado por la abstinencia sexual, mientras que el resto de los pacientes mantiene
relaciones sexuales genitales/anales en un 100% con proteccién a través de
preservativo, y un 50% (1 caso) refiere practicar relaciones sexuales orales sin

proteccion alguna (Tabla 12)

Tabla 12: Genotipos VPH de alto riesgo oncogénico, orientacion sexual y

actividad sexual.
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Paciente Género Genotipo | Orientacion SI2E Sexo oral
VPH-AR sexual anal/genital
026-2013 | Masculino 16,56,59 | Homosexual | Protegido No .
protegido
070-2014 | Masculino 16, 18, 58 | Heterosexual | Abstinencia | Abstinencia
061-2013 | Masculino 39, 56 Homosexual | Abstinencia | Abstinencia
046-2013 | Femenino 52 Heterosexual | Abstinencia | Abstinencia
059-2013 | Masculino 52 Heterosexual | Abstinencia | Abstinencia
;%?é Masculino 52 Homosexual Protegido Protegido

Tabla 12: Orientacion y Conducta sexual de aquellos pacientes en los que se encontré al menos un
genotipo de alto riesgo oncogénico en las muestras de estudio. La abstinencia sexual se refiere a la

ausencia de relaciones sexuales genitales, anales u orales desde el momento de la notificacion de VIH.
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DISCUSION

En los ultimos afios, ha aumentado el interés en el estudio del VPH por su rol en la
patogénesis de tumores malignos planteada inicialmente por el Dr. zur Hausen en
la década de los 70's (Zur Hausen et al, 1974). Actualmente, el VPH es considerado
un nuevo factor de riesgo para el desarrollo de cancer oral junto con el consumo de
tabaco y alcohol (Krlger et al, 2014) (Ajila et al, 2015). Por otro lado, se conoce que
pacientes con VIH/SIDApresentan un mayor riesgo de desarrollar carcinoma
escamoso oral o genital (Syrjanen S, 2011) asi como también, de presentar un
aumento en el riesgo de infecciones genitales y anales con genotipos de VPH de
alto riesgo oncogénico. (Rautava J & Syrjanen S, 2011). Este fenébmeno podria ser
explicado por la disminucion del recuento de linfocitos T CD4 entre otros factores
(Beachler et al, 2011).

En nuestro pais no existen antecedentes publicados acerca de la frecuencia de
genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico asi como también biomarcadores de
actividad oncogénica y factores de riesgo asociados en una poblacion vulnerable
como los pacientes inmunosuprimidos por VIH. Por esta razén, el objetivo general
de este trabajo de investigacion fue determinar genotipos de VPH de alto riesgo
oncogénico en lesiones papilomatosas orales de pacientes VIH/SIDA, detectar los
RNAmM de E2 y E6/E7, caracterizar clinicamente las lesiones, determinar su
diagnéstico histolégico y describir factores asociados como recuento de linfocitos T
CD4, carga viral de VIH, tiempo de evolucion de la enfermedad, tiempo de uso de
TARV, consumo de alcohol y tabaco y conducta sexual en pacientes VIH/SIDA del

Hospital San Juan de Dios.

De manera general, en este estudio se encontré que la mayoria de los pacientes
presentd por lo menos un genotipo de VPH de alto riesgo oncogénico (75%) y por
lo menos mas de un genotipo de VPH (63%). El genotipo de VPH de alto riesgo
oncogénico mas frecuente fue VPH 52 (27%) seguido de VPH 16 y VPH 56 (18%).
VPH 52 se present6 de manera solitaria, sin otros VPH de alto riesgo oncogénico.
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El recuento promedio de linfocitos T CD4 de aquellos pacientes que presentaron al
menos un genotipo de alto riesgo oncogénico fue de 330.6 cel/mm3. Se detect6
ademas RNAm E6/E7 de VPH 18, VPH 6 y VPH 11, y del RNAm E2 de VPH 6 y
VPH 11, pero no se logro la deteccion de los RNAm de los genotipos VPH16, 52 y
56.

Cada uno de estos resultados seran discutidos a continuacion.

CARACTERIZACION DE LA MUESTRA: Durante el periodo de reclutamiento, se
incluyeron en el estudio 8 pacientes. La literatura describe un aumento en la
incidencia y prevalencia de lesiones por VPH en pacientes VIH/SIDA bajo TARV
gue va desde un 7% a un 45% dependiendo el tipo de estudio (Beachler D & D'
Souza G, 2013) (Anaya-Saavedra G et al, 2013) (Patton LL. 2013) (Beachler D et
al, 2013) (King M et al, 2002). Desde que comenz6 la protocolizacion de atencion
de pacientes en el Servicio de Cirugia Maxilofacial en el afio 2012 y hasta diciembre
de 2015, han sido derivados para evaluacion de lesiones papilomatosas o se han
pesquisado por hallazgo clinico, s6lo 12 pacientes, de los cuales, 8 han tenido una

genotipificacion y una biopsia positiva para VPH.

Si consideramos que la poblacion de pacientes VIH/SIDA del Hospital asciende a
2.000 pacientes aproximadamente, sélo un 0,4 % ha presentado lesion. Esta baja
frecuencia de lesiones en comparacién con la literatura mundial puede deberse a
los métodos diagndsticos reportados en los estudios (clinico, histopatoldgico,
molecular), tipos de estudios (prospectivos, retrospectivos) y oportunidad de
atencion de los pacientes, en donde a pesar de ser derivados para evaluacion por

presentar estas lesiones, no asisten a la consulta.
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Los 4 pacientes que quedaron fuera del estudio fue producto de una discrepancia
entre el diagndstico histopatolégico y la genotipificacion para VPH, en donde a pesar
de tener un examen histopatolégico compatible con papiloma escamoso, la
genaotipificacion para VPH fue negativa para los genotipos de VPH evaluados en el
kit del estudio.

Una posibilidad de la generacion de esta discrepancia, radique en el sistema para
detectar los genotipos. Si bien, el kit utilizado es capaz de detectar la presencia de
los genotipos mucosos mas prevalentes, los partidores iniciales no cubren el 100%
de todos los genotipos descritos en literatura, por lo que puede no haberse
amplificado el genoma de VPH del genotipo especifico de esas muestras. La
utilizacidén de secuenciacion de estas muestras podria haber permitido su deteccién

como VPH positivas.

Por otro lado, hay que considerar que muy a menudo, la recoleccion celular a través
del cepillado de la lesién puede ser limitada y no se alcanza el minimo necesario de
100.000 células para obtener una muestra representativa (Kellokoski J et al, 1990).
Esto podria explicar porque muestras histolégicamente positivas para papiloma,

resultaran molecularmente negativas para VPH.

La deteccidn que resulta mas segura y confiable seria realizar la genotipificacion a
través de muestra fresca a partir de la biopsia, sin embargo, el tamafio de éstas, es
por lo general bastante pequefio. En nuestro estudio la mediana fue de 5,5 mm de
diametro mayor para las muestras estudiadas (Tabla 4). Si consideraramos dividir
la muestra para obtener el material fresco para el estudio de genotipificacion y para
la histopatologia, esta maniobra puede alterar el diagnéstico histopatologico y tal
vez, se mejoraria la deteccion de VPH, pero alterariamos los resultados

histopatoldgicos.
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La edad promedio de los pacientes fue de 43,8 afios (rango de 21 — 57 afos,
mediana de 45 afios) (Tabla 3). En otros estudios se ha descrito una mayor
frecuencia en pacientes sobre los 50 afios de edad (Fatahzadeh M et al, 2013)
(Muller K et al, 2015) (Beachler D et al, 2015). Estos estudios sugieren que la gran
cantidad de carga viral y el amplio espectro de tipos de VPH, se debe a que la
cavidad oral es un reservorio de infeccion subclinica para VPH en aquellos
pacientes en que sus expectativas de vida han mejorado enormemente gracias al
uso de TARV (Fatahzadeh M et al, 2013).

En relacion al género, practicamente la totalidad de pacientes son de género
masculino (87%) (Tabla 3). En un estudio reciente de 5.579 pacientes VIH (-) (rango
de edad de 14 a 69 afos) se encontrd que los hombres eran mas propensos a
presentar infeccion por VPH en la cavidad oral que las mujeres independientes de
otros factores de riesgo como numero de parejas sexuales y consumo de tabaco
(Gillison ML et al, 2012).

Reportes en pacientes VIH (+) también han encontrado una mayor prevalencia de

VPH en hombres que en mujeres (Beachler D et al, 2013).

El género masculino también esta asociado a una persistencia de VPH en la cavidad
oral, lo que reviste especial interés debido a las altas tasas de cancer oro faringeo
VPH (+) reportado en esta poblacion (72.6% en hombres y 27.4 % en mujeres)
(Chaturvedi AK et al, 2008). Se postula que, la persistencia del virus en hombres en
comparacion con las mujeres es consistente con una respuesta inmune muchos
mas efectiva por parte de las mujeres en contra de agentes infecciosos, debido

probablemente a factores hormonales (Klein SL, 2000).

En relacion a la localizacion anatémica de las lesiones, no existen muchos articulos
publicados que consideren la genaotipificacion de lesiones puntuales encontradas en
la cavidad oral, ya que la mayoria realiza la genotipificacion a partir de colutorios o

saliva.
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De acuerdo al trabajo de Mravak-Stipetic (Mravak-Stipetic M et al, 2013) realizado
en una poblacién VIH (-), en donde se evaltan lesiones que son VPH (+) de acuerdo
a la topografia de la cavidad oral, se determina que la localizacién anatémica juega
un rol en la prevalencia de VPH dentro de las lesiones orales. La presencia de VPH
puede darse en toda la cavidad oral, por lo que se considera una infeccion
multifocal, a excepcion del piso de boca y cara ventral de la lengua en donde no
hubo presencia de VPH. Los sitios anatomicos de la cavidad oral con mayor
frecuencia de lesiones VPH (+) corresponden al bermellon del labio, paladar duro,
mucosa labial y comisura labial. Una explicacion a este fenomeno seria la
exposicién de estos sitios a microtraumas, pre requisito para que se produzca la
infeccion por VPH (Mravak-Stipetic M et al, 2013). Por otro lado, en una serie de 9
casos de pacientes VIH (+) con lesiones por VPH en cavidad oral, un 67% de las
lesiones papilomatosas estaban localizadas en la encia y un 22% en el labio inferior
(Syrjanen S, 2011).

En nuestro trabajo de investigacion, la mayoria de las lesiones se localiz6 en la cara
interna de la mejilla (38%), lo que difiere de los escasos hallazgos de la literatura.
(Tabla 4). Esto podria deberse a que, en este sitio anatébmico de acuerdo a los
hébitos de cada paciente, podrian producirse micro traumas que faciliten la entrada
de particulas virales que infecten la capa basal de la mucosa intraoral (Mravak-
Stipetic M et al, 2013).

Independiente de la localizacién, la totalidad de los pacientes presentaron
diagnéstico histopatologico de papiloma escamoso. Este diagndstico fue informado
por dos patélogos que trabajan en forma conjunta en el servicio de anatomia

patoldégica del hospital San Juan de Dios (Tabla 4).
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No existen muchos trabajos en la literatura en donde el diagnostico de las lesiones
se realice desde el punto de vista clinico, histopatolégico y molecular, por lo que el
contraste de los resultados resulta complejo. En el estudio de Anaya-Saavedra de
2013 (Anaya-Saavedra G et al, 2013), de un total de 55 lesiones biopsiadas de
pacientes VIH (+), un 40% correspondiéo a papiloma escamoso y el resto era

compatible con Hiperplasia epitelial focal, verruga vulgar y verrugas orales.

Estas diferencias pueden deberse a distintos criterios diagndsticos ya que la
totalidad de las lesiones papilomatosas como papiloma oral, verruga oral y
condiloma acuminado comparten caracteristicas histolégicas que muchas veces
son indistinguibles entre si, y el diagnéstico diferencial se produce al conocer los
genotipos de VPH involucrados. Como la conducta terapéutica es la misma para
cualquiera de estos tipos de lesiones descritas, que consiste en la eliminacion de la
lesion via quirdrgica, por lo general, no se realiza la genotipificacion para realizar un

diagndstico definitivo.

FRECUENCIA DE GENOTIPOS DE VPH: Los pacientes VIH/SIDA tienen una
mayor predisposicion de infectarse con genotipos de VPH de alto riesgo
oncogénico, asi como también, de infectarse con méas de un tipo de VPH (Kreuter A
& Wieland U, 2009). Esto concuerda con los resultados obtenidos en donde de un
total de 8 pacientes, 5 (63%) de ellos presentaron mas de un genotipo de VPH y 6

(75%) presentaron por lo menos un genotipo de alto riesgo oncogénico. (Tabla 5)

Con respecto a los distintos genotipos encontrados en cavidad oral, es importante
hacer la diferencia entre aquellos estudios que realizan la genotipificacion en
muestras de colutorios de la cavidad oral y de saliva frente a aquellos que lo realizan

directamente sobre las lesiones.
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En el primer caso, no es posible discriminar el sitio anatémico del cual provine la
muestra y tampoco determinar si es exclusivo de cavidad oral o de la region
faringea, asi como tampoco se puede evaluar si la infeccion esté activa, ya que, por
lo general, son realizados en poblacion que no presenta lesiones orales (infeccion
sub clinica). Estos son los estudios que con mayor frecuencia encontramos en la

literatura.

El estudio de Cameron & Hagansee de 2008 (Cameron J & Hagansee M, 2008)
determiné que VPH 32 era el mas frecuentemente encontrado, sin embargo, la
mayoria de los estudios que realizan genotipificacion a través de colutorios, indican
que el genotipo mas prevalente es VPH 16. (D'Souza G et al 2007) (Fakhry C &
Gillison ML, 2006) (Kreimer AR, 2005). En un estudio que compard la frecuencia de
distintos genotipos de VPH en poblacién VIH (+) y VIH (-) (161 pacientes VIH/SIDA
y 128 pacientes sanos) con colutorios de cavidad oral, se determin6 que un 32% de
los pacientes VIH (+) presenté VPH en la muestra de cavidad oral mientras que un
16% de los pacientes VIH (-) presentaba VPH. Los genotipos de VPH mas
frecuentemente encontrados en pacientes VIH (+) fueron VPH 16, seguido por VPH
35, VPH 32, VPH 72, VPH 6-11 y VPH 18. (Muller K et al, 2015).

En relacién a los estudios que realizan las genotipificacion directamente sobre las
lesiones en pacientes VIH (+), estos son pocos y presentan un numero de pacientes
bastante acotado. Uno de los primeros trabajos publicados en relacion a este tema
es el de Volter de 1996 (Volter et al, 1996) en donde a partir de biopsias (tacos
parafinados) de lesiones papilomatosas intraorales de pacientes VIH (+), detectaron
VPH en un 67% de los casos (45 pacientes). Los genotipos mas frecuentes
detectados fueron VPH 32 (28%) y VPH 7 (19%).Estos genotipos estan en la
categoria 3 por la Agencia International de Investigacion del Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés), genotipos que no estan, hasta el momento, asociados a ningun
proceso oncogénico (Doorbar J et al, 2012). También se reporta presencia de VPH

18, VPH 6 y VPH 16 en menor proporcion.
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En el estudio de Syrjanen realizado el 2011 (Syrjanen S 2011), que incluy6 9
pacientes de nacionalidad alemana VIH (+) en donde se evaluaron lesiones que
clinicamente eran compatibles con lesiones papilomatosas, sin estudio
histopatolégico, se determin6 como genotipo mas frecuente a VPH 32 (40%),
seguido por VPH 6 (30%) y VPH 16 (20%).

En nuestro estudio el genotipo mas frecuente fue VPH 52 con 3 casos (27%),
seguido de VPH 16 y 56 con dos casos (18%) (Tabla 5). Estos tres genotipos estan
en la categoria 1 por la IARC, o de alto riesgo oncogénico. Estos resultados no se
condicen con los hallazgos de la literatura en donde los genotipos mas
frecuentemente encontrados corresponden a VPH 32 y VPH 16 (Tabla 13), aunque
las metodologias de genotipificacion varian de estudio en estudio. Asi, la no
deteccién de casos con VPH32, en nuestro estudio, era esperable, pues el kit de
genotipificacion no incluye la deteccion de este genotipo. Considerando este
antecedente, podria realizarse una deteccion especifica en las muestras para
determinar la presencia del genotipo VPH 32 y verificar si en nuestra poblacién
detectamos dicho genotipo. Aquellos pacientes discrepantes entre genotipificacion
e histologia podrian presentar genotipos como el VPH 32 no incluidos en las sondas
de hibridacion del kit utilizado. Por otro lado, aunque VPH16 no fue el mas frecuente,

si se detect6 en 18% de nuestra poblacién, siendo el segundo mas frecuente.

Debido a lo reducido de la muestra, no es posible atribuir estas diferencias a factores
epidemioldgicos exclusivamente ya que también hay que considerar los diferentes
meétodos de genotipificacion utilizados, asi como también la sensibilidad de dichos

métodos.
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Tabla 13: Estudios de genotipificacion de VPH en pacientes VIH (+)

CEmiBEs Genotipo mas | Metodologia de
Estudio Tipo muestra de P jofogia d
) frecuente genotipificacion
pacientes
Ensayo PCR
Cameron J & Colutorio 170 VPH 32 (37%) especifico para
Hagansee M, 2008 VPH 32
Técnica de
Muller K et al, 2015 Colutorio 161 VPH 16 (8%) Hibridacion (dot
blot)
Hibridacion
_ reversa
D'Souza G et al 2007 Colutorio 136 VPH 16 (3,8%) (Macroarray)
37 genotipos
Biopsia Secuenciacion
Volter et al, 1996 (bloque 45 VPH 32 (28%) directa
parafina)
Hibridacion
: : reversa (Reverse
Syrjanen S 2011 Directa 9 VPH 32 (40%) Iine(blot)
24 genotipos
Hibridacion
_ _ reversa
Trabajo actual Directa 8 VPH 52 (27%) (Macroarray)

32 genotipos

Tabla 13: Estudios publicados en la literatura y estudio actual que compara tipo de muestra, cantidad

de pacientes, genotipo de VPH encontrado con mayor frecuencia y metodologia de genotipificacion.

El genotipo VPH 52, a diferencia de otros genotipos de alto riesgo oncogénico se

presentd como infeccién Unica en los pacientes, sin la presencia de otros genotipos

oncogeénicos. Los otros genotipos de alto riesgo oncogénico que se presentaron de

manera combinada (Tabla 5).
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En relacion a la co-infeccidn con distintos tipos de VPH en cavidad oral, no existen
estudios epidemiolégicos importantes, sin embargo, para multiples infecciones de
VPH en la region cérvico uterina, si existen. En el trabajo de Dickson de 2013
(Dickson et al, 2013) en donde se realizé un estudio de corte transversal analizando
309.471 muestras de citologia cervical de rutina, se determind que el 24% de la
muestra era VPH (+) (74.543) y que los genotipos VPH 52, 53, 81 y 83 eran los que
con mayor frecuencia se presentaban en co-infecciones. Hallazgos similares fueron
descritos en el estudio de Spinillo de 2009 (Spinillo et al, 2009) en donde se
evaluaron 681 mujeres con neoplasia cervical intraepitelial. En estas muestras, un
99,4% eran VPH (+) y de estas, 72,1% presentaban co-infecciones con distintos
genotipos de VPH. VPH 52 se encontré como infeccion Unica en un 9,1% de los

casos y como parte de co-infeccion en un 22,6% de los casos.

Ya que, en todos estos trabajos, solo hay deteccion del genoma viral no podriamos
asegurar si hay una interferencia viral relacionada con la replicacién y produccion
de nuevas particulas virales en el caso de las infecciones multiples. Por otro lado,
considerando que estos estudios son de mucosa cervical, no se puede descartar
gue la mucosa oral presente otros factores que permitan una ventaja infectiva para
producir lesiones clinicas al genotipo 52 frente a los otros genotipos, aunque en este
estudio solo es un hallazgo en un nimero acotado de muestras seria tema de

futuros estudios.

FRECUENCIA DE GENOTIPOS DE VPH, RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4 Y
CARGA VIRAL.: Si bien, el mecanismo que permite la reactivacion de una infeccién
latente o la adquisicion de una nueva infeccion por VPH no es del todo claro
(Fatahzadeh M et al, 2013), la inmunosupresion asociada al VIH podria ser un
importante factor de riesgo para la incidencia o persistencia de VPH en la cavidad

oral.
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Estadios avanzados de inmunosupresion de SIDA caracterizados por bajos
recuentos de Linfocitos T CD4 (menores a 200 cel/mm?) también estan asociados a
un aumento en la prevalencia de VPH en la cavidad oral, lo que reflejaria una falta
de control virolégico en aquellos pacientes con un sistema inmune comprometido
(Beachler D et al, 2013).

La capacidad de persistencia del virus también se vincula al recuento de linfocitos

T CD4, sobre todo cuando el recuento es menor a 500 cel/mm?3 (Syrjanen S ,2011).

En nuestro estudio, el recuento promedio de linfocitos T CD4 de todos los pacientes
participante fue de 418.3 cel/mm?3, mientras que, el recuento promedio de linfocitos
T CD4 de aquellos pacientes que presentaron al menos un genotipo de alto riesgo

oncogénico fue de 330.6 cel/mm? (Tabla 6 y tabla 7)

Estos datos se correlacionan con la literatura en donde en el estudio de Anaya-
Saavedra del afio 2013 y de Syrjanen del afio 2011(Anaya-Saavedra G et al, 2013)
(Syrjanen S ,2011), el recuento promedio de Linfocitos T CD4 de los pacientes que
presentaron genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico en la cavidad oral fue de
282 cel/mm3y 330.1 cel/mm3, respectivamente. Sin embargo, hay que considerar
gue en estos estudios y en el nuestro, a pesar de un recuento de linfocitos bajo y
similar, corresponden solo a un momento de la situacion del paciente y estudios de
seguimiento podrian apoyar, si la mantencion de estos recuentos se correlaciona

con la persistencia de la infeccion de genotipos VPH de alto riesgo.
De manera contraria al recuento de Linfocitos T CD4, un aumento de la carga viral

de VIH generaria una atenuacion de la inmunidad local y por ende, un aumento en

las lesiones papilomatosas (Anaya-Saavedra G et al, 2013).
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En nuestro estudio, la carga viral de todos los pacientes fue indetectable, es decir,
menor a 500 copias/ml y a pesar de eso, existia expresion clinica de infeccion por
VPH. Se necesita un mayor niumero de pacientes para poder establecer una relacién
(Tabla 6).

DETECCIONDE RNAmM E2 Y E6/E7:

La identificacion de ADN de VPH en un tumor no provee suficiente evidencia para
afirmar que la presencia de virus pudo haber generado la neoplasia, ya que la
técnica no permite diferenciar una infeccion viral transitoria de una
oncogénicamente activa. La identificacion de transcripcion de los oncogenes virales
E6/E7, que estan implicados en el proceso oncogénico, se acepta como la prueba

gue permite elucidar el rol oncogénico de VPH en un tumor (Ndiaye C et al, 2014).

La presencia de RNAmM de E6/E7 ya sea detectando a su proteina o deteccion y
cuantificacion a través del DNA viral son biomarcadores utilizados para evaluar
progresion y gravedad de lesiones oncoldgicas provocadas por VPH en la region
cervicouterina, cabeza y cuello, ano, entre otros sitios anatomicos (Baron C et al,
2015) (Combes JD & Franceschi S, 2013) (Silling S et al 2012) (Ndiaye C et al,
2014).

En una revision sistematica y meta analisis publicada recientemente (Ndiaye C et
al, 2014) se encontr6 que un 89,9% del cancer orofaringeo VPH (+) existia
presencia de RNAmM E6/E7, mientras que en una revision realizada por Combes &
Franceschi (Combes JD & Franceschi S, 2013), se determind que el porcentaje de
deteccidn (sin cuantificacion) de RNAm en canceres de cavidad oral era de 1,4%

(muestra de 142 pacientes).
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Sin embargo, la literatura disponible en donde se detecta RNAmM de E6/E7 de
lesiones papilomatosas con presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico es
escasa. En un estudio realizado por Stoddard en 2015, se estudid la actividad
transcripcional de los oncogenes de VPH E6/E7 en lesiones denominadas
papilomas invertidos a través de hibridacion in situ en un estudio retrospectivo de
muestras parafinadas (Stoddard D et al, 2015). Se seleccionaron 19 muestras
parafinadas de papiloma invertido localizado en seno maxilar y se les realizd la
prueba de hibridacion in situ para RNAmM E6/E7. De las muestras, 3 de ellas (19%)
presentaron signos histopatolégicos de malignidad. RNAm E6/E7 para VPH fue
detectado en todas las muestras estudiadas, pero en la mayoria (58%) se detect6
en menos del 1% de las células estudiadas. Se realiz6 identificacion para 18
genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico, de las cuales, ninguna result6 positiva,
por lo que no fue posible conocer a que genotipo pertenecia el porcentaje de
presencia de RNAm E6/E7.

En nuestro estudio, se seleccionaron aquellas muestras que presentaron genotipos
VPH 16 y 18 por ser los genotipos de alto riesgo oncogénico mas prevalentes
encontrados en la literatura, VPH 6 y 11 genotipos de bajo riesgo oncogénico mas
prevalentes encontrados en la literatura y VPH 52 y 56 por ser los que con mayor
frecuencia se encontraron en los pacientes estudiados. Se observo expresion de
RNAm para E6/E7 en VPH 18, VPH 6y VPH 11y para E2 en VPH 6 y VPH 11. No
es posible descartar expresion de RNA de E2 y E6/E7 para los otros genotipos

estudiados ya que las curvas de amplificacion obtenidas no fueron concluyentes.
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El uso de muestras parafinadas para obtener RNAmM siempre es menos sensible
que obtener RNA directamente de la muestra fresca, sin embargo, por el pequefio
tamafio de la lesion y la necesidad de contar con una muestra adecuada para el
estudio histopatoldgico, no fue posible obtener el RNA directamente de la muestra
fresca. Ademas, una falencia de este estudio fue la carencia de la cuantificacion del
RNA obtenido debido a la interferencia del método de extraccion en la cuantificacion
espectrofotométricamente del &acido nucleico. Asi todas las reacciones de
transcripcion inversa se hicieron con un volumen de 10ul del producto extraido, lo
cual, implica que las reacciones de amplificacion podrian tener una baja cantidad

de DNACc y no ser detectable el RNAm por cantidad mas que por su ausencia.

A pesar de ello, en todas las muestras se obtuvo sefial positiva para el RNAmM de
B2M, gen celular, es decir se obtuvo RNA. Sin embargo, hubo muestras cuya
amplificacion fue muy tardia, sugiriendo que la cantidad de RNA debié ser muy baja
y esto debié indudablemente interferir en la deteccion de los RNAmM en dichas
muestras. Asi, muestras que eran positivas para los genotipos 56 y 16 presentaron
una curva muy baja de B2M, lo cual implicaria una baja recuperacién de RNA y

podria ser la una de las causas de la no deteccién.

Por otro lado, las muestras con los genotipos VPH 6 y VPH 11 presentaron curvas
de amplificacion con Ct muy altas sugiriendo que estos genotipos tendrian una
mayor actividad transcripcional en esas muestras. Asi en nuestro estudio, la mayor

actividad fue en los genotipos de bajo riesgo.

Es interesante destacar que la muestra 046-2013presentaba los genotipos 52 y 11,
sin embargo, sélo se logré detectar los RNAmM de E2 y E6/E7 de VPH11 y no de
VPH52, lo cual puede deberse a una actividad transcripcional disminuida de VPH52

0 una interferencia viral entre ambos genotipos.
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Esta interferencia también puede haberse producido en la muestra 070-2014, donde
s6lo se detect6 RNAmM de VPH18 y no VPH16. En el caso de la deteccion de E6/E7
de VPH18 y la no deteccion de E2, puede estar asociada a la baja transcripcion de
E2 o tal vez a una etapa inicial de transformacion, con integracién del genoma viral,
donde habitualmente se produce una ruptura del gen E2 y la pérdida de su

expresion.

Otro factor importante relacionado con la muestra obtenida de tacos de parafina, y
gue puede influir en la deteccion de la actividad transcripcional es que la extraccion
de ese RNA esté sujeto a la seccion del corte del taco. Los cortes proveidos pueden
no haber contenido un sector del tejido con mayor expresién de los RNAmM, no es
un barrido de todas las secciones. Poder realizar el estudio en todo el tejido puede
mejorar la deteccion del RNAm. En el caso de los genotipos, la muestra fue de
cepillado de la lesién y abarcé toda la zona siendo factible detectar los genotipos.
En la deteccion del RNA por la técnica utilizada, solo es una proporcién del tejido y

se puede perder informacion.

GENOTIPOS DE VPH DE ALTO RIESGO ONCOGENICO Y FACTORES DE
RIESGO: La introduccion masiva de la Terapia antiretroviral (TARV) en los
pacientes VIH/SIDA ha producido un aumento en las lesiones papilomatosas
asociadas a VPH., sin embargo, a pesar del establecimiento de TARV como un
factor importante que influye en el desarrollo de lesiones orales asociadas a VPH,
a la fecha, no existe evidencia cientifica suficiente para concluir que este tipo de
terapia podria ser un factor de riesgo para el desarrollo y progresion de estas

lesiones (Anaya-Saavedra G et al, 2013).

En nuestro estudio, la totalidad de los pacientes se encuentran bajo TARV, lo que
l6gicamente, aumenta sus expectativas de vida. En relaciébn a este hecho, el
promedio de tiempo de evolucién de VIH de los pacientes enrolados fue de 4,8 afios

y el tiempo promedio de uso de TARYV fue de 3,7 afios (Tabla 9).
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Si bien el uso de este tipo de terapia prolonga la expectativa de vida de estos
pacientes (Anaya-Saavedra G et al, 2013), la inmunosupresion ya instalada por VIH
no alcanza a ser revertida por el uso de TARV, y es por esta razon que el beneficio
de este tipo de terapia es limitado sobre las lesiones producidas por VPH (Anaya-
Saavedra G et al, 2013). Cabe sefialar que los pacientes masculinos con mayor
edad fueron los que presentaron un tiempo mas prolongado de TARV en conjunto
con mayor cantidad de genotipos detectados en la lesion papilomatosa. A pesar de
este hallazgo, no hay correlacion con su estado inmunoldgico pues fueron los que

presentaron a su vez un mayor recuento de LT CDA4.

En nuestro estudio, aunque encontramos una asociacion de infecciones multiples
por VPH con mayor tiempo de uso de TARV, no se asocia a un estado mas
inmunodeprimido. Obviamente por el reducido nimero de individuos, esto debe
analizarse en mas casos. Resultaria interesante realizar un estudio de cohorte en
la poblacién de estudio evaluando una posible reaparicion de las lesiones orales por
VPH y la capacidad de eliminar el virus de acuerdo al estado inmunoldgico del

paciente.

Con respecto a otros factores asociados independientes del estado inmunolégico
del paciente VIH/SIDA, existe una mayor prevalencia de VPH oral en pacientes con
habito tabaquico activo, lo que se debe principalmente a la persistencia de la
infeccion mas que a la posibilidad de infectarse denovo o de una reactivacion de
VPH (Beachler D et al, 2014). En relacion al consumo de alcohol, no existen
resultados concluyentes en la literatura. En los pacientes del estudio, solamente dos
tenian un consumo importante de cigarros y uno de alcohol, por lo que no es posible

contrastar los datos con los de la literatura (Tabla 11).
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Con respecto a los habitos sexuales, se postula que el VPH oral podria transmitirse
a través de relaciones oro-genitales y orales-orales (Dahlstrom et al, 2014). Existen
reportes que indican que existe una mayor prevalencia de VPH oral en hombres
Heterosexuales/Bisexuales en comparacion con hombres Homosexuales,
sugiriendo que la via genital vaginal-oral seria un mecanismo de infeccidon
importante (Muller K et al, 2015).

En nuestro estudio, de todos los pacientes que presentan al menos un genotipo de
VPH de alto riesgo oncogénico, un 50% corresponden a hombres homosexuales,
mientras que un 33,35% son hombres heterosexuales y el resto corresponde a una
mujer heterosexual (Tabla 12)

Desde el momento de notificacion de VIH, un 66,6% de los pacientes ha optado por
la abstinencia sexual, mientras que el resto de los pacientes mantiene relaciones
sexuales genitales/anales en un 100% con proteccion a traves de preservativo, y un
50% (1 caso) refiere practicar relaciones sexuales orales sin proteccion alguna
(Tabla 12). No se infiere ninguna asociacién de la practica sexual con el tipo y

namero de genotipos VPH de alto riesgo.

En el estudio de Beachler (Beachler et al, 2014) se observé un importante nimero
de nuevas infecciones por VPH en la cavidad oral en personas que declararon no
tener ninguna forma de actividad sexual en el periodo de la investigacion. En esos
pacientes abstinentes sexualmente, existia una fuerte asociacién entre VPH oral e
inmunosupresion. En nuestro estudio, en la totalidad de los pacientes
homosexuales, el 75% de ellos tiene actividad sexual, mientras que el 67% del total
de pacientes tienen abstinencia de cualquier practica sexual desde el momento de
notificacion de VIH (Tabla 12). No es posible realizar una correlacion de las nuevas

infecciones debido a la carencia de un seguimiento de los pacientes.
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Resulta dificil comparar los resultados obtenidos con los de la literatura, en primer
lugar, por lo reducido de la muestra y en segundo lugar por las diferencias en los
métodos de estudio y genotipificacion de VPH. Realizar un estudio multicéntrico
permitiria aumentar el nimero de casos y asi poder realizar analisis estadisticos
para no solamente describir factores de riesgo asociados, sino que poder asociarlos
a las variables mas importantes del estudio como el recuento de Linfocitos CD4 vy la
expresion de E2, E6/E7.

Si bien, el nimero de la muestra es reducido, la cantidad de pacientes que
presentaron genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico justifica la necesidad de
seguir investigando para poder establecer la necesidad de instalar la
genotipificacion de VPH en poblaciones vulnerables como parte del protocolo de

estudio y tratamiento de lesiones papilomatosas de la cavidad oral.

Es necesario aumentar el nidmero de casos ya sea realizando un estudio
multicéntrico o reclutando nuevos pacientes del hospital. Esto permitiria aumentar
la muestra y asi poder realizar analisis estadisticos para no solamente describir
factores de riesgo asociados, sino que poder asociarlos a las variables mas
importantes del estudio como el recuento de Linfocitos T CD4 y la expresion de E2,
E6/E7. Ademas, estudios de seguimiento permitirian realizar asociaciones de

persistencia de la infeccién de VPH con los distintos factores analizados.

En relacién a la toma de muestra para genotipificacion y deteccion de RNAm de
proteinas oncogénicas como E6/E7, deberia hacerse en base a muestra fresca para
asegurar una carga viral de VPH que permita hacer la deteccion del genoma y su
genotipificacion, asi como también, la deteccion de RNAm sin los elementos que

dificultan el andlisis que presentan los tacos parafinados.

Con respecto a la genotipificacidn, seria interesante incluir aquellos genotipos de

VPH que estdn mas frecuentemente reportados en la literatura como VPH 32.
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CONCLUSIONES

Las lesiones papilomatosas detectadas en los pacientes con VIH/SIDA del
hospital San Juan de Dios fueron de tipo papiloma escamoso y existié una
mayor frecuencia de infeccion maltiple por VPH incluyendo, por lo menos un
genotipo de VPH de alto riesgo oncogénico.

El genotipo de VPH de alto riesgo oncogénico mas frecuente fue VPH 52
seguido de VPH 16 y VPH 56. VPH 52 se presenté como infeccion Unica, sin
otros VPH de alto riesgo oncogénico.

El recuento promedio de linfocitos T CD4 de aquellos pacientes que
presentaron al menos un genotipo de alto riesgo oncogénico indica una
inmunosupresion moderada.

En lesiones con los genotipos VPH6 y VPH11 habia actividad transcripcional
dada por la deteccion de RNAmM de E2 y E6/E7. Esto sugiere una activa
replicacion de estos virus en esas lesiones y serian responsables del efecto
clinico observado.

No se detectd actividad transcripcional de genotipos de alto riesgo, excepto
en VPH18, posiblemente por estar en un estado latente, sin replicacion activa
0 existir una baja concentracion de RNAm virales en dichas muestras.

Se requiere futuros estudios con un numero mayor de pacientes y
seguimiento para establecer asociaciones con otros factores no virales y la
posibilidad de la persistencia de la infeccibn por VPH de alto riesgo

oncogeénico.
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

FECHA: 05 de Marzo 2015. 85 hak 205,

PROYECTO: "EXPRESION GENICA DE EG/E7 DEL VIRUS PAPILOMA
HUMANO DE TIPO ONCOGENICO EN LESIONES
PAPILOMATOSAS ORALES DE PACIENTES VIH/SIDA".

INVESTIGADOR RESPONSABLE: SRTA. FRANCISCA DONOSO HOFER.

INSTITUCION: PROYECTO DE TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE
MAGISTER EN CIENCIAS BIOMEDICAS CON MENCION
EN FISIOLOGIA. TUTOR: PROF. SANDRA AMPUERO,
DEPARTAMENTO DE CIRUGIA  MAXILOFACIAL,
FACULTAD DE ODONTOLOGIA, UNIVERSIDAD DE
CHILE.

Con fecha 05 de Marzo de 2015, el proyecto ha sido analizado a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de la Guia Internacional de Etica para
la Investigacién Biomédica que involucra sujetos humanos CIOMS 1992, y de
las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de la informacion proporcionada en el texto del proyecto el
Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, estima que el estudio propuesto esta bien
justificado y que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos,
psiquicos o sociales mayores que minimos.

Este comité también analizé y aprob6 el correspondiente documento de
Consentimiento Informado en su version modificada con fecha 04 de Marzo de
2015.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética

para la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo.

Teléfono: 9789536 - Email! comitacaish@med.uchile.cl
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Dr. Hugo Amigo Miembro Si
Dra. Lucia Cifuentes Miembro Si
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Dra. Maria Eugenia Pinto Miembro Si
Sra. Claudia Marshall Miembro No
Dra. Gricel Orellana Miembro Si
Prof. M. Julieta Gonzélez Miembro Si

Santiago, 05 de Marzo de 2015.

Prof. Gina Raineri B.
Secretaria Ejecutiva CEISH

GRE/mfp.
Proy. N@ 174-2014

Teléfono: 9789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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ANEXO 1

Fecha Edicidon: ___/___/____

95l 208

TITULO DEL PROYECTO: EXPRESION GENICA DE E6/E7 DEL VIRUS
PAPILOMA HUMANO DE TIPO ONCOGENICO EN LESIONES
PAPILOMATOSAS ORALES DE PACIENTES VIH/SIDA

Investigador principal: ~ Francisca Donoso Hofer

Sede del estudio: Servicio de Cirugia Maxilofacial, Hospital San Juan de Dios.
Direccion: Av. Portales 3239, Santiago.
Patrocinador: ICBM, Facultad de Medicina, Univeridad de Chile

Facultad de Odontologia, Universidad de chile,
Hospital san juan de dios

INVITACION A PARTICIPAR: Lo estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacién EXPRESION GENICA DE E6/E7 DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO
DE TIPO ONCOGENICO EN LESIONES PAPILOMATOSAS ORALES DE
PACIENTES VIH/SIDA debido a que para nosotros es muy importante el estudio de las
lesiones papilomatosas y su probable rol en el cédncer oral. Antes de participar, es necesario
que se le informe acerca de este estudio y resuelva todas las dudas que usted tenga al
respecto. Ese proceso se conoce como CONSENTIMIENTO INFORMADQO. Una vez que
haya comprendido la Investigacion y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme
este formulario.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION: Esta investigaciéon tiene como objetivo
determinar cuéales son los tipos de virus papiloma presentes en las lesiones papilomatosas
intraorales de pacientes VIH/SIDA y ademas, conocer si en estas lesiones existen unos genes
que podrian hacer que las lesiones fueran malignas.
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5

BENEFICIO DE LA INVESTIGACION: Acepte o no acepte ser parte del estudio, usted &5
tendra el beneficio de poder someterse al examen para saber qué tipo de Virus papiloma tiene g
y si hay presencia de los genes que podrian malignizar la lesién. De esta manera usted podra
conocer las maniobras preventivas y los exdmenes a los que debe someterse para disminuir
el riesgo de malignizacion de las lesiones o la aparicion de una nueva lesion. Si usted acepta,
los datos recabados de su examen podran ser utilizados para aumentar el conocimiento
existente sobre su enfermedad, contribuyendo con el tratamiento de otros pacientes.

05 faR. 2665

RIESGOS: Usted no presentara ningin riesgo al someterse a este estudio, ni fisico ni
emocional.

TIPO DE PROCEDIMIENTO: Usted no sera sometido a ningin procedimiento extra, ya
que todo es parte de la atencién que el Servicio de Cirugia Maxilofacial debe otorgarle por
ser paciente de nuestro servicio de salud, y consiste en cepillar la lesién de manera suave y
luego enviar el cepillo para ser analizado. Ademés, es necesario efectuar una biopsia de la
lesion porque siempre es importante saber cudl es el diagnéstico definitivo. En el caso de
tener virus papiloma presente en la lesion, la muestra serd analizada para determinar si existen
genes que podrian malignizar su lesién. Ese andlisis serd realizado en la Facultad de medicina
de la Universidad de Chile.

COMPLICACIONES: Usted podria presentar complicaciones derivadas del proceso
quirtirgico (Biopsia), pero por esa razon sera citado a un control 7 dias después del
pracedimiento para retirar los puntos y evaluar la herida y 30 dias después para darle el
resultado de la biopsia y volver a controlar la herida. Si es necesario mas controles, estos se
realizardn de acuerdo de la evolucion del proceso de reparacion de la herida quirtrgica.

USO DE MUESTRAS: El material genético del virus extraido de las muestras asi como
también el material genético del paciente no seran utilizados en ningin otro estudio de otras
caracteristicas, como por ejemplo, no seré utilizado para clonarlo a usted o a las lesiones ni
tampoco para otros propositos que los expresados en el objetivo del estudio.

COSTOS ECONOMICOS: Los procedimientos que se realizaran en este estudio son los
mismos que se realizan como parte del protocolo de atencion de TODOS los pacientes del
Hospital, y el costo estd asociado a la prevision de salud que cada paciente tenga. Participar

en este estudio NO SIGINIFICA UN COSTO ECONOMICO EXTRA PARA USTED.,

REMUNERACION: No recibird pago alguno por participar en este estudio.

CONFIDENCIALIDAD: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio,
serd mancjada con estricta confidencialidad. Solamente el investigador responsable
(Francisca Donoso Hofer) tendrd acceso a la ficha de ingreso. Cualquier publicacion o
comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion no revelara su nombre o su RUT
ya que se trabajard con un codigo asignado, ejemplo: Paciente 033-2013.
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FOTOGRAFIAS: Puede que usted presente alguna lesion en su boca que sea interesante B derd )
para el estudio de registrar ya sea por su poca frecuencia o por las caracteristicas que presente. X
Usted es libre de decidir si quiere que esta lesion sea fotografiada o no. Recuerde que solo
ser4 una fotografia de la lesién y en ningtin caso de su rostro u otra zona que pueda revelar

su identidad.

PERMANENCIA EN EL ESTUDIO: Su participacion en el estudio es VOLUNTARIA, y
usted podra retirarse de él, cuando usted lo estime conveniente, sin tener que dar ninguna
explicacion. Si usted quiere retirarse del estudio, puede seguir atendiéndose en el servicio
de Cirugia Méxilofacial o en el Servicio de Infectologia del centro de salud donde usted se

atiende regularmente.

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Usted recibird una copia integra v escrita de este
documento firmado. En caso de cualquier duda puede acudir personalmente al Servicio de

Cirugia Maxilofacial del Hospital San Juan de Dios de Lunes a Viernes de 8.30 — 12.00 hrs
o comunicarse el teléfono (2) 5741935 o al mail frandonoso(@u.uchile.cl para gestionar una
reunién con Francisca Donoso Hofer.

OTROS DERECHOS DEL PARTICIPANTE: En caso de duda sobre sus derechos debe
comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos”,
Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya
oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

CONCLUSION: Después de haber recibido y comprendido la informacion de este
documento y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para
participar en el proyecto EXPRESION GENICA DE E6/E7 DEL VIRUS PAPILOMA
HUMANO DE TIPO ONCOGENICO EN LESIONES PAPILOMATOSAS ORALES
DE PACIENTES VIH/SIDA

NOMBRE DEL PACIENTE:

RUT: - FECHA: / 1201

FIRMA:

NOMBRE REPRESENTANTE:

RUT: . FECHA: / j201__

FIRMA:
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RELACION CON EL PACIENTE: 5 %
Autorizo la toma de fotografias de las lesiones que resulten relevantes para esta investigaciong,
para ser utilizadas con fines de la investigacion misma o con fines académicos, siempre y w4
cuando no se revele mi identidad.

AUTORIZO ___ NO AUTORIZO 95 NAR. 2015

NOMBRE DEL PACIENTE (Tutor o representante legal) :

RUT: - FECHA: ! /201
FIRMA:

NOMBRE REPRESENTANTE:

RUT: - FECHA: / f201__
FIRMA:

RELACION CON EL PACIENTE:

Seccién a llenar por el profesional que imparte ¢l Consentimiento informado.
He explicado al Sr(a) la naturaleza de la

investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién.

He contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente proporcionada por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a

ella.

Fecha: / f201__

FIRMA PROFESIONAL QUE IMPARTE CI

NOMBRE:

RUT: -
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ANEXO 2

EXPRESION GENICA DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO DE TIPO
ONCOGENICO EN LESIONES PAPILOMATOSAS ORALES DE
PACIENTES VIH/SIDA

CODIGO IDENTIFICADOR: FECHA INGRESO: Edad: anos

GENERO: _ M _ F RECUENTO CD4+ FECHA RECUENTO:

DESCRIPCION CLINICA LESION PAPILOMATOSA:

LOCALIZACION LESIONES

FECHA GENOTIPIFICACION: /[ /201 GENOTIPO:

FECHA BIOPSIA: / /201 RESULTADO HISTOPATOLOGICO:

COMENTARIOS:
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ANEXO 3

MINISTERIO DE SALUD
SERVICIO DE SALUD M. OCCIDENTE
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS

UNIDAD DE iNVESTIGACION Y DESARROLLO
(DR. JMN/SR. EPV)

T |

EXENTANe; 2187

Santiago, 2 7 ABR. 2015

VISTO: 1.- La solicitud de fécha 20 de marzo de 2015, presentada por la Dra.
FRANCISCA SOFiA DONOSO HOFER, Cirujano Dentista, de la
Universidad de Chile, RUT: 14.145.036-0, profesional que se desempefia en
el Servicio de Cirugia Maxilofacial en el Hospital San Juan de Dios, dirigida
al Director del Hospital San Juan de Dios, a fin que se le autorice en su
calidad de Directora Responsable, la ejecucion de la investigacion cientifica
en el establecimiento, denominada “EXPRESIONES GENICAS DE E6/E7
DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO DE TIPO ONCOGENICO EN
LESIONES PAPILOMATOSAS ORALES DE PACIENTES VIH/SIDA.”
La que se enmarca en el contexto de su tesis del Magister en Ciencias
Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, cuya
hipotesis plantea que “los pacientes VIH/SIDA presentan multiples genotipos
de VPH en una lesion, con tipos predominantes de alto riesgo oncogénico y
mayor cantidad de RNAM E6/E7”; 2.- Los antecedentes mencionados por la
Directora Responsable de la investigacion cientifica biomédica en Seres
Humanos, en el “FORMULARIO “B” PRESENTACION DE ESTUDIOS
CLINICOS EN EL HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS POR INTERESADOS
QUE NO SON INDUSTRIA FARMACEUTICA”, presentados con fecha 20
de marzo de 2015; 3.- La declaracion formulada por la investigadora en su
carta a la Direccion del Hospital de fecha 20.03.2015, en cuanto “Me
comprometo a cumplir las normas administrativas del Hospital y las
disposiciones de la Ley N°20.120 y su reglamente, asimismo, a lo establecido
en Resolucion Exenta N° 5962 de 13.11.2014 de la Direccion del Hospital San
Juan de Dios que establece los requisitos y condiciones para la presentacion de
proyectos de investigacion cientificas. Junto a lo anterior me comprometo a
respetar las pautas éticas de acuerdo a lo estipulado por el Comité de Bioética
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, entidad que aprobo la
investigacion”; 4.- Copia del documento de Consentimiento Informado,
version oficial unica 2015, insertas en el proyecto de tesis del Magister en
Fisiopatologia de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile; 5.- Copia de la comunicacién remitida de 05 de Marzo
de 2015, del Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, a la investigadora Francisca
Sofia Donoso Hofer en que se comunica que el proyecto “Expresiones
Génicas de e6/e7 del Virus Papiloma Humano de Tipo Oncogénico en
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Lesiones Papilomatosas Orales de pacientes VIH/SIDA.”, fue aprobado el
05 de Marzo de 2015 con vigencia de un afo; 6.- Carta de fecha 20 de Marzo
de 2015 de la Dra. Mirtha Landaeta Mendoza, Jefa de Servicio de Cirugia
Maxilofacial del Hospital San Juan de Dios, manifestando conocer ¢l proyecto
de investigacién y que no tiene reparos en la utilizacion de la toma de
muestras, ya que no interfiere con la labor asistencial debido a que forma parte
del proceso de diagndstico de los pacientes del Servicio de Cirugia
Maxilofacial; 7.- Copia de los datos curriculares de los co-investigadores:
Sandra Patricia Ampuero Llanos, Alejandro Enrique Ramirez Acharan; 8.-
Copia del Curriculo Vitae de la Investigadora Responsable Francisca Sofia
Donoso Hofer; 9.- Lo previsto en las letras e) y f) del articulo 25 del D.L. N°
2763 y lo sefialado en los articulos 22 y letra w) del articulo 23 del
REGLAMENTO ORGANICO DE LOS ESTABLECIMIENTOS DE SALUD
DE MENOR COMPLEJIDAD Y DE LOS ESTABLECIMIENTOS DE
AUTOGESTION EN RED, dictado conforme al Decreto Supremo N° 38 de
2005 del Ministerio de Salud; 10.- Lo previsto en la ley N° 19.628, Sobre
Proteccion de la Vida Privada, de 28.08.1999, especificamente sobre acceso a
bases de datos sensibles; 11.- Lo dispuesto en la ley N° 20.120 y en el Decreto
Supremo N° 114 de 19.11.2011, que Aprueba Reglamento de la ley N° 20.120,
Sobre Investigacion Cientifica en el Ser Humano, su Genoma, y prohibe la
Clonacion Humana, especialmente en lo relacionado al consentimiento
informado de los sujetos de una investigacion cientifica; 12.- La Resolucion
Afecta N2 0203 de 26 de marzo de 2015 de la Direccién del Servicio de
Salud M. Occidente, mediante la cual se me designa Director Titular del
Hospital San Juan de Dios; 13.- La Resolucion N° 1.600 de 30.10.2008, de la
Contraloria General de la Republica que Iija Normas Sobre Exencion del
Tramite de Toma de Razon, dicto la siguiente:

RESOLUCION:

1.- AUTORIZASE a la Dra. FRANCISCA SOFiA DONOSO HOFER,
Especialista en Cirugia y Traumatologia Bucal y Maxilofacial, RUT:
14.145.036-0, profesional que se desempefia en el Servicio de Cirugia
Maxilofacial en el Hospital San Juan de Dios, en su calidad de Directora
Responsable, para ejecutar en el establecimiento, la investigacion cientifica
biomédica denominada “Expresiones Génicas de e6/e7 del Virus Papiloma
Humano de Tipo Oncogénico en Lesiones Papilomatosas Orales de
pacientes VIH/SIDA.” , estudio correspondiente a la tesis de Magister en
Fisiopatologia en Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile que esta realiza, autorizacion conjunta para los co-
investigadores Sandra Patricia Ampuero Llanos y Alejandro Enrique Ramirez
Acharan, individualizados en los datos curriculares contenidos en el proyecto;
en los términos y condiciones que se indican en la presente resolucion y en la
normativa legal aplicable.

2.- Debera  darse estricto cumplimiento por parte de la Directora
Responsable como por los co-investigadores ya individualizados, a las normas
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de la ley N° 19.628 sobre proteccion de la vida privada, especialmente en lo
concerniente al acceso de datos sensibles de los sujetos de la investigacion y
al consentimiento informado de los mismos, a las normas de la ley N° 20.120
y la reglamentacion correspondiente, en especial sobre el consentimiento
informado de los sujetos de la investigacion. La Directora Responsable y los
co-investigadores deberan observar diligentemente, en la ejecucion del
estudio clinico, las recomendaciones internacionales de caracter cientifico y
ético aplicables a investigaciones clinicas con personas humanas, es el caso de
las normas CIOMS; las normas contenidas en la Declaracién de Helsinki y
demas normas contenidas en los tratados y convenios suscritos por Chile
sobre Derechos Humanos.

3.- La Directora Responsable y los co-investigadores, deberan informar a la
Unidad de Investigacion y Dg?sarrollo del Hospital San Juan de Dios, cualquier
evento potencialmente riesgoso para los participantes en el estudio y de
cualquier efecto adverso con la debida anticipacién o en forma inmediata de
advertirlo o de producirse.

4.- Todos los gastos que implique el desarrollo, aplicacién y efectos de
cualquier naturaleza del estudio, seran de cargo de la Directora Responsable y
de los co-investigadores y en ningtn caso del Hospital San Juan de Dios y/o
del Servicio de Salud Metropolitano Occidente o del Estade de Chile.

5.- El uso de cualquier servicio, insumo o prestacion con bienes o personal del
Hospital San Juan de Dios, con ocasion o como consecuencia de la
investigacion, debera ser pagado a éste segin los precios y aranceles
determinados o que deberd determinar la Subdireccion Administrativa del
establecimiento, sin perjuicio de las excepciones que en razoén del interes
publico pudiera hacer la Direccion del establecimiento, lo que debera constar
expresamente.

6.- La Directora Responsable debera dar curso al proceso de consentimiento
informado, utilizando al efecto el formato autorizado en el Proyecto y por el
Comité de Etico Cientifico, debiendo contar con la aceptacién y la firma
estampada en el protocolo de las personas que participen como sujetos de la
investigacion, o de sus representantes legales segtin el caso, antes de efectuar
cualquier acto de ejecucion del estudio. De acuerdo con las prescripciones
de la ley N° 20.120, el Consentimiento Informado debera estar autorizado por
el o la Ministro de Fe designado (a) por la Direccién del Hospital. Sera
responsabilidad de la Directora Responsable de la investigacion, informar
cada vez al Ministro de Fe para que concurra a participar en el proceso de
consentimiento informado.

7.- Al efecto anterior se designa como Ministro de Fe para el proceso de
Consentimiento Informado a la Dra. Maria de los Angeles Fernindez Toro,
del Servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital San Juan de Dios, quien
debera entregar a la Unidad de Investigacion y Desarrollo del Hospital, el
texto de Consentimiento Informado de cada sujeto de la investigacion
inmediatamente después de haber actuado en cada caso, para su revision y
registro. Sin perjuicio de lo anterior, deberd informar oportunamente a la
mencionada Unidad de todo evento en que no se respete el proceso de
consentimiento informado en relacion a la mencionada investigacion.
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8.- Todo daiio que se produzca, a cualquiera de las personas participantes en
el estudio clinico que por este acto se autoriza, sera de responsabilidad de la
Directora Responsable de la investigacion y de los co-investigadores, cuando
se refiera a su ambito de responsabilidad.

9. La Directora Responsable de la investigacion, asi como los co-
investigadores, deberan informar a la Unidad de Investigacion y Desarrollo
Estratégico del Hospital San Juan de Dios, cualquier circunstancia que tenga
significacion biomédica que haya ocurrido, esté ocurriendo o potencialmente
pueda preverse que ocurra con el uso o utilizacién de sustancias o
procedimientos autorizados que se empleen en el estudio cientifico biomédico
o respecto de cualquier variabilidad o cambio del protocolo o de cualquiera de
las especificaciones que contienen los documentos acompafiados en este
tramite de autorizacion. Comunicacién que se deberd hacer simultaneamente a
todos los sujetos que participen en el estudio.

10.- La Directora Responsable, asi como los co-investigadores, se obligan a
informar a la Unidad de Tnvestigacion y Desarrollo el desarrollo y avances de
la Investigacién, tanto a requerimiento de dicha Unidad como de iniciativa
propia en forma periodica.

11.- La Directora Responsable, asi como cada co-investigador, deberan
arbitrar las medidas para que los sujetos que participen en la investigacion se
beneficien de los potenciales éxitos de la misma, del mismo modo, deberédn
retribuir al Hospital San Juan de Dios con la transferencia de conocimientos
que correspondan a los estandares éticos y cientificos aceptados por la
comunidad cientifica internacional a los médicos del establecimiento, en
forma oportuna , amplia y documentada a fin que nuestros profesionales
aprovechen el desarrollo cientifico y puedan aplicarlo a nuestra poblacion.

12.- La Direccién del Hospital San Juan de Dios queda expresamente
facultada por la Directora Responsable asi como por los co-investigadores,
para suspender y eventualmente, seglin el caso, poner término en forma
unilateral al desarrollo de la investigacion cientifica biomédica ya
individualizada, de producirse el incumplimiento grave de la normativa ético-
cientifico aplicable, a las normas administrativas o a lo dispuesto en la
presente resolucion, sin derecho a indemnizacién alguna para cualquiera de
los investigadores o para cualquier tercero.

13.- Notifiquese la presente Resolucién tanto a la Directora Responsable de la
investigacién como a los co-investigadores, ya individualizadas.

14.- El inicio de cualquier acto correspondiente a la investigacion, supondra
que tanto la Directora Responsable cuanto los co-investigadores, han aceptado
plena y totalmente lo dispuesto en la presente resolucion.

15.- Las jefaturas del Hospital San Juan de Dios que estén vinculadas a las
bases de datos que requiere la investigacion, deberan exigir el pleno
cumplimiento de la normativa legal que cautele los derechos de los pacientes a
su intimidad, en especial respecto de sus datos sensibles y el acceso a los
mismos.

ANOTESE Y COMUNIQUESE.
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Distribucion:

- Direccion HSJID.

- Dra. Francisca Donoso Hofer.

- Co-investigadores: Sandra Patricia Ampuero Llanos y Alejandro
Enrique Ramirez Acharan.

- Unidad de Investigacion y Desarrollo HSJD.

- Dra. Mirtha Landaeta Mendoza. Jefa Cirugia Maxilofacial HSJD.

- Dra. Maria de los Angeles Fernandez Toro. Servicio de Cirugia

Maxilofacial. Ministra de Fe.

- Of. de Partes.
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