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RESUMEN

Problema. El cancer oral es uno de los tumores mas frecuentes de cabeza y
cuello, ocupando el quinto lugar entre todos los tipos de cancer en el mundo. Entre
los factores de riesgo se encuentran el consumo de tabaco, alcohol y las
infecciones virales como el virus del papiloma humano (VPH), éste ultimo
principalmente para el carcinoma de células escamosas, donde se considera
como el principal factor de riesgo. Segun datos epidemiol6gicos existen
frecuencias de prevalencias que varian desde un 20% hasta en un 80%
dependiendo de la region geografica. En nuestro pais, la incidencia y la
prevalencia de la infeccidén es cada vez mas alta, de alli la necesidad de resaltar la
importancia de realizar un diagndstico precoz de lesiones benignas en boca, lo
cual permitiria un tratamiento preventivo adecuado de la lesién, evitando su
transformacion y progresion a las lesiones pre malignas y/o malignas. Sin
embargo, en Colombia, es necesario contar con estudios que validen los criterios
utilizados para el diagnostico de lesiones orales por VPH y de alto riesgo para

carcinogénesis en lesiones malignas en cavidad oral.

Objetivo. Determinar la prevalencia de los genotipos de VPH en lesiones
potencialmente malignas y cancer oral de pacientes en la ciudad de Cartagena y
establecer su asociacion con el diagnostico histopatologico y la severidad de la

lesion.

Metodologia. Se implementé un estudio descriptivo transversal multicéntrico,
utilizando una muestra de los centros de estudios asociados de 17 sujetos que
asistieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad de Cartagena y al

Hospital Universitario del Caribe (HUC) de la ciudad de Cartagena, donde se

12



evaluaron lesiones potencialmente malignas y de cancer oral por medio de
examenes clinicos, de muestras de biopsia y citologia exfoliativa, las cuales fueron
centrifugadas a 2.000 rpm a -4°C y posteriormente, se determiné la presencia de
la infeccién por VPH en la cavidad oral de la poblacion estudiada con prueba de
reaccion en cadena de polimerasa. A las muestras se les realizd extraccion de

ADN; con el ADN se realiz6 genotipificacion de VPH.

Resultados. De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio, la
penetracion de VPH en la muestra de los sujetos estudiados fue del 23,5%. .De
los 17 sujetos estudiados, en el diagndstico microscopico 4 sujetos resultaron
positivos para VPH, de los cuales todas eran mujeres (100%). El tipo viral mas
frecuente fue el VPH-11 (2 casos, 50%), VPH 16 (1 caso), VPH 53 (1 caso) y VPH
33 (1 caso). No se encontré una significancia estadistica con la presencia de VPH

positivo en el diagndstico histologico de las lesiones.

Conclusion.La prevalencia de la infeccion por VPH en este estudio fue alta. El
porcentaje de sujetos con lesiones VPH+ fue significativamente superior entre el
sexo femenino. La relacion entre la forma histologica y los genotipos de VPH mas

abundante ha sido displasia leve con mayoria de casos VPH-11.

PALABRAS CLAVE: Virus del papiloma humano, céncer oral, prevalencia,

genotipo, reaccion en cadena de la polimerasa (fuente: DeCS, BIREME).
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ABSTRACT

To determine the prevalence of HPV genotypes in potentially malignant lesions
and oral cancer of patients from Cartagena and to establish their association with
histopathological diagnosis and severity of lesions to explore the detection of HPV
in samples of oral mucosal cytology. Materials and methods. A cross-sectional
descriptive study was carried out, consisting of a sample of 17 subjects, who
attended a dental consultation at the dentistry faculty of the University of
Cartagena and the University Hospital of the Caribbean (HUC) of the city of
Cartagena. Samples of exfoliative cytology and biopsies and later, the presence of
HPV infection in the oral cavity of the population studied was determined by the
polymerase chain reaction test. Results. According to the results obtained in the
study, the penetration of HPV in the sample of the subjects studied was 23.5%. Of
the 17 subjects studied, in the microscopic diagnosis 4 subjects were positive for
HPV, of which all were women (100%). The most frequent viral type was HPV-11
(2 cases, 50%), HPV 16 (1 case), HPV 53 (1 case) and HPV 33 (1 case). No
statistical significance was found in the presence of positive HPV in the histological
diagnosis of the lesions. Conclusion. The prevalence of HPV infection in this
study was high. The percentage of subjects with HPV + lesions was significantly
higher among females. The relationship between the histological form and the
most abundant HPV genotypes has been mild dysplasia with most cases of HPV-
11.

KEY WORDS: Human papillomavirus, oral cancer, prevalence, genotype,

polymerase chain reaction (source: DeCS, BIREME).

14



INTRODUCCION

El cancer oral se caracteriza por ser una neoplasia maligna de comportamiento
agresivo, con una alta tasa de mortalidad y baja tasa de supervivencia; este se
presenta con mayor frecuencia como el carcinoma de células escamosas. Los
carcinomas de células escamosas representan mas del 90% de los tumores
malignos de la orofaringe!, y durante los Ultimos 20 afios en paises
subdesarrollados se ha incrementado su frecuencia. Es una patologia de etiologia
multifactorial donde inciden factores como la edad, sexo, raza, predisposicion
genética, el estado nutricional, el consumo de tabaco y alcohol. En los dltimos
afos, diversos autores pusieron en evidencia la implicacion del virus del papiloma
humano (VPH) en el desarrollo de lesiones precancerosas y potencialmente
malignas de la cavidad oral. Se considera que el VPH de alto riesgo es importante
en el desarrollo de la enfermedad, ya que segun reportes epidemiologicos existen
frecuencias de prevalencia que varian desde el 20% hasta el 80%, dependiendo
de la region geogréafica®. Una posible explicacion de la preferencia viral por esta
region anatomica se debe a que el epitelio de la cavidad oral presenta grandes

similitudes histolégicas con la mucosa del cuello uterino.

La creciente incidencia del cancer oral en las Ultimas décadas requiere la
necesidad de comprender mejor el papel del VPH en el desarrollo de este tipo de
cancer. En Colombia solo existe un estudio asociado a VPH, realizado por
Quintero y colaboradores en el 2013, donde se reportdé en cabeza y cuello una
prevalencia de 18.9%, y en la cavidad oral una prevalencia de 13.3%. Ademas

existen pocos datos epidemioldgicos acerca de la incidencia de este tipo de

ISYRJANEN, S, SYRJANEN, K. The history of papillomavirus research. En: Central European Journal of
Public Health. Vol. 16, 2008; S7-13.

2 RAHKOLA P, et al. Association between high risk papillomavirus DNA and nitric oxide release in the human
uterine cervix. En: GynecolOncol. 2009 Aug. Vol.114, no.2, p.323-6.
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cancer; algunos reportes han sido emitidos por el Instituto Nacional de
Cancerologia (INC, 2011), donde se evidencia que aproximadamente se

presentan 95 casos anuales en el pais®.

Algunas evidencias indican que ciertos genotipos especificos de estos virus son
necesarios pero no totalmente suficientes para ocasionar la transformacion
maligna, debido a que requieren algunas acciones sinérgicas de otros eventos
iniciadores*. La evidencia cientifica muestra que entre el 15y 30% de los canceres
orales estan relacionadas con VPH, especificamente el genotipo 16 considerado
de alto riesgo oncogénico®. Agregando que los individuos con presencia de VPH
tienen mayor riesgo de desarrollar un cancer oral en comparacion con aquel

individuo que no esta expuesto al virus.

Analizando lo anterior, se realiz6 un estudio descriptivo transversal donde se
determind la prevalencia de los genotipos de VPH en desdrdenes potencialmente
malignos y de cancer oral en la ciudad de Cartagena. Se evaluaron todas las
lesiones de los sujetos remitidos a las entidades involucradas en la investigacion
durante el periodo de estudio entre 2014 y 2016, se tomaron como criterios para
este enfoque la anamnesis, examen clinico extraoral e intraoral, protocolo de
citologia exfoliativa, biopsias y registro fotografico de los casos clinicos. Por ultimo,
todos los datos obtenidos fueron enviados a Bogota a la Universidad ElI Bosque
para el analisis de estos y la obtencién de los resultados, utilizando técnicas

moleculares de alta sensibilidad como Luminex® y gRT-PCR.

SPALACIO, D. Rada C.; MURILLO, R. Instituto Nacional de Cancerologia Anuario Estadistico Afio
2008. Bogota, DC: sn, 2009, p. 28-42.

“DELIGEOROGLOU, Efthimios, et al. HPV infection: immunological aspects and their utility in future
therapy. Infectious diseases in obstetrics and gynecology, 2013, vol. 2013,n0.40., p.1-9.

5 MAROCCHIO LS, et al. Oral squamous cell carcinoma: an analysis of 1,564 cases showing advances in
early detection. EN: J Oral Sci. Voll.52, no.2, p.267-73.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion por VPH en piel y mucosas es una de las alteraciones mas
frecuentes; la transmision del virus a los tejidos orales es factible por
autoinoculacién, sexo oral y comunicacion vertical. A la fecha han sido
identificados mas de 240 tipos de VPH y 25 han sido asociados con lesiones
orales benignas como la hiperplasia epitelial focal, lesiones premalignas y
malignas, también, se han identificado en mucosa sana®. La presencia de VPH en
mucosa nhormal sugiere que el epitelio oral puede actuar como un reservorio para
el virus. Los tipos de VPH varian de acuerdo al tropismo del tejido en el que se
encuentran, su asociacion con diferentes lesiones y su potencial oncogénico’.
Ademas, los tipos de VPH que pueden ser encontrados en una region particular
cambian con el paso de los dias y es probable que un sistema inmunolégico
deprimido sea el factor mas importante en la infeccién por VPH en otras areas del

cuerpo.

La mucosa bucal tiene una prevalencia muy alta de los VPH 6, 11, 16 y 18, que
suelen asociarse con lesiones precancerosas o con potencialmente maligno. Es
factible que lesiones que han sido diagnosticadas como papilomas, hayan sido
desde su origen carcinomas en cuya etiologia esta involucrado el VPH. Aunque, la
integracion del ADN viral con el ADN celular del huésped, juega un papel
importante en la evolucion de las lesiones a malignidad, particularmente en el caso

de los VPH 16 y 188, se ha observado, que en biopsias de carcinoma bucal el

6 BRAGA RIBEIRO KARINA, et al. Low human papillomavirus prevalence in head and neck cancer: results
from two large case—control studies in high-incidence regions. EN: International Journal of Epidemiology. 2011,
Vol.40, p.489-502.

"MAROCCHIO LS, et al. Oral squamous cell carcinoma: an analysis of 1,564 cases showing advances in early
detection. EN: J Oral Sci. Vol.52, no.2, p.267-73.

8 JO S, et al. Human papillomavirus infection as a prognostic factor in oropharyngeal squamous cell
carcinomas treated in a prospective phase Il clinical trial. Anticancer Res. 2009 May. Vol, 29, no.5, p.1467-74.
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ADN viral se presenta predominantemente en su forma episomal, por lo que se
esperaria que su comportamiento fuera benigno®. El diagnéstico de las lesiones
malignas, la identificacion del VPH involucrado, asi como la determinacion de su

integracion al ADN del huésped son necesarios.

En Colombia, la incidencia del cancer oral no esta tan bien establecida y menos
aun la relacion existente entre el VPH y neoplasias malignas en cavidad oral,
debido a que la informacion epidemioldgica con relacion a este tipo de patologia
es escasa y los métodos para establecer su presencia estdn aiun en caminos
investigativos. En un estudio transversal retrospectivo de 9 afios (1999 a 2008)
realizado en cuatro laboratorios de patologia de Medellin, Colombia, fueron
analizados 175 casos de carcinoma escamocelular de cabeza y cuello de los
cuales 67 pertenecian a cavidad oral. Segun el Instituto Nacional de Cancerologia
en 2009 se reportaron casos nuevos de incidencia de canceres ubicados en su
mayoria en lengua, hombres entre 60 a 70 afios de edad con 14 casos, y mujeres
entre 80 y 88 afios de edad con 14 casos. La incidencia, en el departamento de
Bolivar entre 2002 y 2006, de cancer en cavidad oral y faringe en hombres fue de
34 casos anuales y en mujeres de 43 casos anuales. Aunque histéricamente el
cancer de cabeza y cuello no se ha considerado como un problema de salud en
nuestro medio, pero teniendo en cuenta la base cientifica de que su etiologia
recae sobre factores como el alcoholismo, tabaquismo, y asociacion con la
infeccion por virus del papiloma humano, el incremento de estos factores hacen
prever que en el futuro el nimero de casos se aumentaral®. Por lo anterior se hace
necesario conocer: ¢, Cudl es la prevalencia de los genotipos del virus del papiloma
humano en las alteraciones potencialmente malignas y el cancer oral en muestras

provenientes de pacientes de la ciudad de Cartagena?

9 KHAN Z, et al. Detection of survivin and p53 in human oral cancer: correlation with clinicopathologic findings.
Head Neck. 2009 August. Vol,31, no.8, p.1039-48.

10QUINTERO, Katherine, et al. Human papillomavirus types in cases of squamous cell carcinoma of head and
neck in Colombia. Brazilianjournal of otorhinolaryngology, 2013, vol. 79, no 3, p. 375-381.
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades del aparato estomatognético relacionadas con el VPH son
frecuentes, la mayoria de ellas son neoformaciones benignas'!, no obstante se ha
reportado la presencia de VPH en lesiones premalignas, malignas y en mucosa
sana'?, lo que sugiere que el epitelio oral puede actuar como un reservorio para
VPH.

Se ha postulado que el VPH juega un papel importante en el desarrollo del cancer
oral, particularmente cuando se asocia a tabaquismo y alcoholismo!® vy, se
considera que la exposicién en edades tempranas predispone a los individuos al
desarrollo de neoplasias malignas, ya que la infeccién persistente por virus de alto
riesgo provoca inestabilidad gendmica en las células, haciéndolas susceptibles a
alteraciones genéticas que pueden conducir a transformaciones celulares y

carcinomas!.

El vinculo entre el VPH y las lesiones orales epiteliales ha sido sugerido, aunque
el papel preciso del virus en su etiopatogénesis es desconocido. Los criterios
histopatologicos utilizados para el diagnostico de estas enfermedades, son
generalmente los mismos que se aplican en el diagnéstico de lesiones cervico-

uterinas, aun cuando las caracteristicas histologicas y morfolégicas del epitelio

UESTRADA PEREIRA GA, et al. Infeccion por virus del papiloma humano en la cavidad bucal. Medisan.
2015;19(3):300-6.

12CHAIREZ ATIENZO, Perla, et al. Presencia del virus papiloma humano en la cavidad oral: revision y
actualizacion de la literatura. International journal of odontostomatology, 2015, vol. 9, no 2, p. 233-238.
BKUMAR, Rupesh, et al. Alcohol and tobacco increases risk of high risk HPV infection in head and neck
cancer patients: study from north-east region of India. PloS one, 2015, vol. 10, no 10, p. e0140700.
“BROUWER, Andrew F.; EISENBERG, Marisa C.; MEZA, Rafael. Age effects and temporal trends in HPV-
related and HPV-unrelated oral cancer in the United States: a multistage carcinogenesis modeling
analysis. PloS one, 2016, vol. 11, no 3, p. e0151098.
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tanto en cérvix como en boca son diferentes'®. Por otra parte, no se han realizado
estudios para validar la utilidad de estos criterios para el diagnostico de las
lesiones causadas por VPH en boca. Ademas, en el analisis de biopsias de cancer
oral se ha notado que la integracion del ADN viral con el ADN celular es un evento
relativamente raro®. Por lo que el protocolo para el diagnéstico de las lesiones del

cérvix es inaplicable en el diagndstico de los tumores orales.

Desafortunadamente, la mayoria de los pacientes no cuentan con los recursos
suficientes para costear un estudio que permita identificar el tipo viral una vez que
ha sido confirmada una infeccién por VPH. Por lo que es necesario contar con
estudios que validen los criterios utilizados para el diagndéstico de lesiones orales
por VPH y de alto riesgo para carcinogénesis en lesiones malignas en cavidad
oral, o en su caso, definir criterios que permitan establecer un diagndstico
definitivo o identificar lesiones sospechosas que requieran de estudios
especializados y que permitan evaluar los genotipos de VPH que mas prevalecen

en éstas.

15SARDUY NAPOLES, Miguel. Correlacion citohistoldgica en las neoplasias intraepiteliales cervicales y en la
identificacion del VPH en esas lesiones. Revista Cubana de Obstetricia y Ginecologia, 2009, vol. 35, no 1, p.
1-11.

18RIVERA, René, et al. Mecanismo de infeccién y transformacién neoplasica producido por virus papiloma
humano en el epitelio cervical. Revista chilena de obstetricia y ginecologia, 2006, vol. 71, no 2, p. 135-140.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la prevalencia de los genotipos de VPH en lesiones potencialmente

malignas y cancer oral de sujetos en la ciudad de Cartagena.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la prevalencia total de genotipos de VPH de alto riesgo para
carcinogénesis (VPH 16, 18, 31 y 45) en muestras de lesiones
potencialmente malignas y cancer oral.

e Establecer la frecuencia de otros genotipos de riesgo intermedio y bajo
riesgo para carcinogénesis en las muestras estudiadas.

e Estipular la frecuencia de los genotipos segun grupos de edad y género.

e Establecer asociaciones entre la presencia de los genotipos virales de alto

riesgo para carcinogénesis y el diagndstico histopatoldgico de las lesiones.
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4. MARCO TEORICO

4.1. GENERALIDADES

Los papilomavirus fueron agrupados originalmente con los poliomavirus en una
sola familia, la Papovaviridae, méas tarde se reconoci6 que los virus
correspondientes a ambos grupos tenian diferencias en cuanto al tamafio y la
organizaciéon de sus genomas, por lo que hoy en dia se reconocen como dos
familias separadas, Papillomaviridae y Polyomaviridae. La familia Papillomaviridae
se clasifica en 16 géneros, cada uno se divide en especies que contienen diversos
tipos de virus de papiloma. Solo cinco de los géneros presentan tipos que pueden
afectar al ser humano, generando lesiones cutaneas, entre ellos, el mas
importante es el género de los alfa-papilomavirus. A este género pertenecen la
mayoria de los tipos que afectan al hombre como especie, incluyendo los virus de
alto riesgo; este grupo de virus, también puede producir lesiones en mucosas. Por
su capacidad de afectar al ser humano se les denomina virus del papiloma
humano (VPH).%’

4.2. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y SU GENOMA

Los VPH son virus epiteliotrépicos y mucosotropicos con ADN de ubicacion
nuclear con diferencias en sus pares de bases y en los antigenos de su capside,
gue comparten la propiedad de interaccionar con los elementos celulares para
transformar las células normales en células neoplasicas.'®Los VPH son virus de
pequefio tamafio, miden entre 45 y 55nm, estan constituidos por una doble cadena

de ADN de forma circular que contiene de 7,200 a 8,000 pares de bases

17 NAIR S and PILLAI MR. Human papillomavirus and disease mechanisms: relevance to oral and cervical
cancers. Oral Dis. 2005 November, Vol.11, no.6, p. 350-9.

1BPALEFSKY J. Human papillomavirus-related disease in people with HIV.EN: CurrOpin HIV AIDS. 2009
Janaury, Vol.4, no.1, p. 52-6
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revestidas por una cpside de proteinas de forma icosaédrica compuesta por 72

capsémeros!® 1°,

El genoma del virus, se divide en marcos abiertos de lectura denominados ORFs
(Open Reading Frames), se clasifican en tempranos representados con la letra E
(early) y tardios representados con la letra L (late) y una zona denominada URR
(UpstreamRegulatoryRegion) o LCR (Long Control Region)?°. Los marcos de
lectura tempranos codifican proteinas reguladoras no estructurales (E1, E2, E4,
E5, E6 y E7), mientras que los tardios codifican proteinas para la capside (L1 y
L2), la zona URR o LCR se encuentra localizada entre la zona temprana y tardia
del genoma, no codifica proteinas, pero controla el origen de la replicacion, los

genes promotores E6 y E7, los potenciadores y silenciadores?!.

El marco de lectura E1 esta implicado en la replicacion y el mantenimiento del
ADN viral; el marco de lectura E2 regula la transcripcion viral y facilita la
segregacion del ADN viral durante la division celular, provocando la distribucién
del mismo dentro de las células hijas y ademas, tiene la capacidad de reprimir la
actividad de los promotores E6 y E7%2. El marco de lectura E4 codifica una
proteina que destruye la queratina citoplasmatica, produciendo la imagen de halo
de la coilocitosis, considerado el signo patognomoénico del VPH, se piensa que
modula la amplificacion del ADN viral e interacciona con el citoesqueleto para

promover el ensamblaje viral'’.

El marco de lectura E5 interacciona con receptores de factores de crecimiento,
participa en la amplificacion del ADN viral y tiene la capacidad de promover la
evasion del sistema inmunoldgico. Los marcos de lectura E6 y E7 juegan un papel

importante en el incremento de la proliferacion celular y en la extension de la vida

I9KRUSE, Astrid LD; GRATZ, Klaus W. Oral carcinoma after hematopoietic stem cell transplantation—a new
classification based on a literature review over 30 years. Head & neck oncology, 2009, vol. 1, no 1, p. 29.

20 PARKINS GE, ARMAH GA and TETTEY Y. Orofacialtumours and tumour-like lesions in Ghana: a 6-year
prospective study. EN: Br J Oral Maxillofac Surg. 2009 October, Vol.47, no7, p. 550-4.

21 GALVAO CASTRO THEREZITA AND IVO BUSSOLOTI FILHO. Prevalence of human papillomavirus (HPV)
in oral cavity and oropharynx.EN: RevBrasOtorrinolaringol. 2006; Vol.72, no.2, p.272-82.

22 SARKOLA M, et al. Human papillomavirus DNA detected in breast milk. EN: PediatrinfectDis J. 2008 June,
Vol.27, no.6, p. 557-8.

23



celular en infecciones por VPH asociadas a malignidad, debido a factores
reguladores que alteran el ciclo celular. El marco de lectura L1 codifica la proteina
para la capside mayor y el marco de lectura L2 la proteina para la capside menor.
La proteina L1 se expresa después de L2 en la replicacion del ciclo viral y regula
el empaquetamiento de las particulas virales en el virion ensamblado. La proteina
L2 por otra parte, interactia con la proteina E2, facilita el transporte de la proteina

L1 al ntcleo y participa en el encapsulamiento del ADN viral?3.

4.3. INFECCION Y CLASIFICACION DEL VPH

La adquisicion del VPH se puede producir con el inicio de las relaciones sexuales
en la adolescencia. Se ha reportado que las mujeres jovenes tienen mayor riesgo ,
debido a que esta posibilidad se incrementa por el nimero de compafieros
sexuales y por la promiscuidad de la pareja. Aquellos individuos que inician su
actividad sexual mas precozmente, adquieren la infeccion por VPH con mayor
frecuencia?®. La edad y la actividad sexual son factores determinantes para sufrir
una infecciéon por VPH?5, Las adolescentes adquieren mas facilmente la infeccién
debido también, a que el VPH tiene especial avidez por las células cilindricas y los
cambios que acontecen de forma natural en el cérvix de las adolescentes,
constituyen un terreno fértil. La incidencia de infeccién por VPH disminuye con la
edad, debido a la modificacién en la respuesta inmunitaria, para tener un nuevo

repunte en los afios peri y posmenopausicos?®.

Los VPH habitualmente infectan el epitelio escamoso, aunque en la mayoria de los
casos la infeccion es eliminada eficazmente en un plazo de uno o dos afios por el
organismo, ocasionando anomalias citolégicas o histolégicas cervicales menores y

transitorias, habitualmente subclinicas?’, pueden también producir lesiones

23 SAHEBJAMEE M, et al. Human papillomavirus in saliva of patients with oral squamous cell carcinoma.EN:
Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2009 October, Vol.14, no.10, p. 525-8.

240p cit., MICHIELS K, et al. p. 362-8.

25 SCARDINA GA, PISANO T and MESSINA P. [Oral and cervical lesions associated with human
papillomavirus]. EN: Recenti Prog Med. 2009 May, Vol.100, vol.5, p.261-6.

260RTHOLAN C, et al. Oral cavity squamous cell carcinoma in 260 patients aged 80years or more. EN:
Radiother Oncol. 2009 December, vol.93, no.3, p. 516-23.

2’RANKIN KV, et al. Oral health in cancer therapy. EN: Tex Dent J. 2009 May, Vol.126, no.5, p. 389-97, 406-
19, 22-37.
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benignas como la neoplasia intraepitelial cervical y la persistencia de cualquiera de
los aproximadamente 13 a 18 genotipos de VPH carcinogénicos, puede causar
una lesion precancerosa cuyo diagnéstico no se establece hasta varios afios
después de la infeccion causante?®. El tiempo de incubacion es variable, entre seis
semanas y dos afos, mientras que el intervalo entre la infeccion por VPH vy la
progresion hacia malignidad, dura de 10 a 20 afios, por lo que el cancer de cérvix
es poco habitual en mujeres por debajo de los 25 afios y su incidencia aumenta
progresivamente hasta alcanzar un pico entre los 40 y los 50 afios de edad?®. El
ciclo viral estd coordinado con la divisién y la diferenciacion de los queratinocitos,
de manera que la infeccién se inicia en las células escamosas del estrato basal,
cuando el virus hace contacto con ellas a través de una erosion en la piel o

mucosas.

La infeccion por VPH ha sido clasificada en tres manifestaciones diferentes: forma
clinica, subclinica y latente. La infeccion clinica es facilmente detectable a simple
vista y aparece en forma de verruga. La forma subclinica ocurre mas
frecuentemente en el cérvix y es diagnosticada por colposcopia después de aplicar
acido acético, con una sensibilidad del 87% al 99% y una especificidad mas baja,
gue varia desde un 23% hasta un 87% a nivel mundial. Sin embargo, la infeccion
latente solo puede ser diagnosticada mediante técnicas de biologia molecular
como la hibridacion in situ y la reaccion en cadena de la polimerasa3!. Los tipos de
VPH varian de acuerdo al tropismo del tejido en el que se encuentran, su
asociacion con diferentes lesiones y su potencial oncogénico. Estos tipos pueden

ser clasificados como:

280p cit., MICHIELS K, et al. p. 362-8.

29 PITIYAGE G, et al. Molecular markers in oral epithelial dysplasia: review. J Oral Pathol Med. 2009
November, Vol.38, no.10, p. 737-52.

SOMASTHAN, K. M. K., et al. Advanced diagnostic aids in oral cancer. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention, 2012, vol. 13, no 8, p. 3573-3576.

3170 http://www.medicinenet.com/pcr_polymerase_chain_reaction/article.htm
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1. Grupo no oncogénico de bajo riesgo (6, 11, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62 y 66), se
relacionan con lesiones de bajo grado (condiloma plano y condiloma exofitico en

lesiones de cuello uterino)2.

2. Grupo oncogeénico de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68 y 70), presentes en casi todos los carcinomas infiltrantes de cuello uterino y
de cavidad oral. De estos ultimos, los mas frecuentemente involucrados en el
desarrollo de las verrugas genitales y del carcinoma escamoso celular son los
tipos 16 y 18%,

4.4. COMPORTAMIENTO MOLECULAR DEL VPH EN INFECCIONES DE BAJO
RIESGO

Una vez en las células del estrato basal, denominadas “células blanco del virus”, el
ADN viral es liberado de la capside y transportado al nucleo celular. En los VPHs
de bajo riesgo, se expresan inicialmente las proteinas E1 y E2 que se encargan de
mantener el ADN viral de forma episomal, tanto en la infeccion inicial por VPH
como en la infeccion latente. La expresion de E2, reprime la accién de E6 y E7
inhibiendo asi la replicacion del ADN viral de célula a célula, al bloquear los
factores de transcripcion celular y controlando el nimero de 14 copias del ADN
viral en las células basales. Finalmente las nuevas copias del ADN viral son
empacadas en sus capsides, integradas gracias a la accién de las proteinas L1y
L2, posteriormente los viriones son liberados para reiniciar un nuevo ciclo viral.
Los VPH de bajo riesgo se expresan en las células suprabasales, su actividad es
menos agresiva y aunque tienen la capacidad de generar alteraciones
morfoldgicas en las células epiteliales, estas son menos marcadas que en los virus

de alto riesgo3.

32HWANG LY, et al. Factors that influence the rate of epithelial maturation in the cervix in healthy young
women. EN: J Adolesc Health. 2009 Feb. Vol.44.no0.2, p.103-10.

33 |SLAMI F, et al. Oesophageal cancer in Golestan Province, a high-incidence area in northern Iran - a review.
EN: Eur J Cancer. 2009 December. Vol,;45 no.18, p.3156-65.

340p cit. JO S, et al, p.1467-74.
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4.5. COMPORTAMIENTO MOLECULAR DEL VPH EN INFECCIONES DE ALTO
RIESGO

En los casos de infeccion por VPH de alto riesgo, la pérdida de expresion de E2
provoca que los ORFs codifiquen las proteinas E6 y E7, que se expresan en las
células infectadas del estrato basal, una vez que el ADN viral se ha unido al ADN
de la célula huésped mediante un enlace covalente®, proceso que se denomina
“‘integracion”. La integraciéon del VPH al genoma del huésped, es un paso
caracteristico en la carcinogénesis cervical, ya que asegura el nivel de expresion
de E6 y E7 requerido, para mantener el estado transformado de la célula. Existe
evidencia de que la integraciéon no ocurre al azar, sino mayormente en regiones
denominadas “hotspots”. Se trata de regiones transcripcionalmente activas, el 66%
dentro o junto a zonas fragiles del ADN del huésped y cerca de micro ARNs
(miARNS). Estos ultimos se asocian con la regulacion de procesos importantes,
como el desarrollo, la proliferaciéon, la diferenciacion y la apoptosis celular y se

encuentran regularmente alterados en células cancerosas®®.

Se ha identificado que en algunos tumores, las transcripciones que resultan de la
fusién viral-celular son idénticas con respecto al donante viral y a los sitios
celulares receptores. La regidon entre los genes virales E5 y L2 (posicién 4100 a
4240 del genoma viral) presenta comunmente homologias con las secuencias
celulares y se piensa que esta y otras regiones homélogas podrian estar
involucradas en el proceso de integracion®’. Después de la integracion, el epitelio
puede entrar en una fase proliferativa caracterizada por un incremento en el
namero de células infectadas por el virus, que culminard en un neoplasma
intraepitelial o invasivo. Cuando inicia la replicacion viral, se observa proliferacion
de queratinocitos en el estrato intermedio y superficial del epitelio, apareciendo
alteraciones estructurales y celulares. En condiciones normales, la proteina p53

conocida como el “guardidan del genoma” detecta el ADN dafiado y puede

35 KUMARASWAMY KL and VIDHYA M. Human papilloma virus and oral infections: an update. EN: J Cancer
Res Ther. Apr-Jun, Vol.7, no.2, p. 120-7.

36LUO CW, ROAN CH, and LIU CJ.Human papillomaviruses in oral squamous cell carcinoma and pre-
cancerous lesions detected by PCR-based gene-chip array.EN: Int J Oral Maxillofac Surg. 2007 February,
Vol.36, no.2, p.153-8.

$70p cit, MAROCCHIO LS, et al. p.267-73
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repararlo o inducir la apoptosis, pero una vez que el virus codifica la proteina EB,
ésta se une a p53 inhibiendola, lo que impide la apoptosis celular, se reactiva la
telomerasa, que mantiene la longitud del telomero, provocando un proceso de
inmortalidad celular e incrementando la actividad mit6tica al interactuar con
quinasas. En respuesta a esta inhibicion se ha sugerido un incremento de
expresion de la proteina inhibidora de las quinasas dependientes de ciclinas p1632.
En tanto que la proteina retinoblastoma (pRb) se encarga de mantener el ciclo
celular acumulando y liberando al factor E2F, cuando el virus codifica la proteina
E7 ésta se une a la pRb, provocando la liberacion del factor, lo que favorece el
incremento de la proliferacion celular. Estos procesos generan alteraciones
morfologicas en las células epiteliales como coilocitosis, acantosis, hiperqueratosis
y paraqueratosis, que de persistir pueden conducir lesiones clinicas
potencialmente malignas. Sin embargo, se ha demostrado que las lesiones por

VPHs tanto de alto como de bajo riesgo pueden mostrar una resolucion clinica®.

4.6. TRANSMISION DEL VPH GENITAL A LOS TEJIDOS ORALES

Castro et al., han estudiado el VPH oral y genital con el propésito de descubrir
como la infeccion genital por este virus puede provocar la infeccién de otras areas
anatomicas incluyendo la boca®°. La posibilidad de transmisién del VPH genital a
los tejidos orales es factible por autoinoculacion, sexo oral, en nifios menores de
un afio, la transmisién puede deberse a comunicacién vertical durante el parto y se

ha postulado que en nifios mayores existe la posibilidad de abuso sexual*!.

4.7. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN MUCOSA ORAL

Hasta marzo del 2013, se habian identificado mas de 240 tipos de VPH. De estos,
25 tipos (VPH 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 40, 45, 52, 55, 57,
58, 59, 69, 72 y 73) han sido asociados con lesiones benignas como la hiperplasia

epitelial multifocal (HEM) , la verruga vulgar (VV) y el condiloma acuminado (CA),

380p cit., MICHIELS K, et al. p. 362-8.

390p cit. KUMARASWAMY KL and VIDHYA M. p. 120-7

40 CASTRO PE, et al. [Involvement of human papillomavirus in upper aero-digestive tracts cancers]. Bull
Cancer. 2009 October, Vol.96, no.10, p.941-50.

4INOVAKOVA V and LACO J. [Role of human papillomavirus in carcinogenesis of head and neck
cancer].KlinOnkol. 2008, vol. 21, no.4, p. 141-8
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que son las mas frecuentes, lesiones premalignas y malignas, pero también se
han identificado en mucosa sana*?’. La presencia de VPH en mucosa normal
sugiere que el epitelio oral puede actuar como un reservorio para VPH asi como
para otros virus latentes. La HEM, la VV y el CA tienen una frecuencia variable
dependiendo de la poblaciéon estudiada*®. Pero se describen como lesiones

elevadas con caracteristicas clinicas e histopatolégicas similares**.

4.8. VPH Y CANCER ORAL

El VPH es el factor etiologico mas comun de las enfermedades de transmision
sexual y se considera que en la mayoria de los casos de cancer cervical el virus
esta involucrado. Aunque no ha sido probada una asociacién causal entre el VPH
y el cancer oral, existe evidencia de que la infeccién por VPH puede jugar un papel
importante, ya que los mismos tipos virales encontrados en el carcinoma cervical,
son encontrados en el 20 a 25% de los casos de cancer de cabeza y cuello, lo que
sugiere la transmision sexual del VPH*®, EI ADN del VPH fue detectado por
primera vez en cavidad bucal en 1985 en un carcinoma escamoso?.
Generalmente los tipos de VPH identificados en las lesiones orales son similares a
los que se encuentran en la piel que abarca los genitales y la mucosa laringea,
con solo dos excepciones, los VPHs 13 y 32 que son encontrados exclusivamente
en cavidad bucal. De hecho, la mucosa bucal tiene la prevalencia mas alta de los
VPHSs 6, 11, 16 y 18 comparada con otros sitios y de ellos, los tipos de alto riesgo
16 y 18 han sido reportados como los mas frecuentes. Sin embargo, se ha
demostrado una mayor prevalencia de los VPHs de bajo riesgo al compararla con

la prevalencia de los de alto riesgo*’.

42 RICHTER KL, et al. Human papilloma virus types in the oral and cervical mucosa of HIV-positive South
African women prior to antiretroviral therapy. EN: J Oral Pathol Med. 2008 October, Vol.37, no.9, p. 555-9.
“PATHAK KA, et al. Cancer of the buccal mucosa: a tale of two continents. EN: Int J Oral MaxillofacSurg.
2009 February, Vol.38, no.2, p. 146-50

44 PEREZ-SAYANS M, et al. Genetic and molecular alterations associated with oral squamous cell cancer
(Review). EN: Oncol Rep. 2009 December, Vol.22, no.6, p. 1277-82.

45GALVAO CASTRO THEREZITA AND IVO BUSSOLOTI FILHO.Prevalence of human papillomavirus (HPV)
in oral cavity and oropharynx.EN: RevBrasOtorrinolaringol. 2006; Vol.72, no.2, p.272-82.

“6RIVERO ER AND NUNES FD.HPV in oral squamous cell carcinomas of a Brazilian population: amplification
by PCR. EN: Braz Oral Res. 2006 Jan-Mar, Vol.20, no.1, p.21-4.

47T PIAQ Y, et al..Evaluation of 18F FDG PET/CT for diagnosing cervical nodal metastases in patients with oral
cavity or oropharynx carcinoma.EN: Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2009 December,
Vol.108, no.6, p. 933-8.
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Un dato interesante, es que aunque la integracion del ADN viral con el ADN del
huésped juega un papel importante en la evolucion de las lesiones a malignidad,
como en el caso de los VPHs 16 y 18, al analizar biopsias de carcinoma oral, se
encuentra que esta integracion es un evento relativamente raro, en los tejidos
orales el ADN viral se presenta predominantemente en su forma episomal y rara
vez integrado al ADN hospedero*®. Se ha postulado que la saliva funciona como
una barrera protectora contra la infeccion por VPH debido a la presencia de
agentes antimicrobianos tales como lisozimas, lactoferrinas, IgA y citoquinas*®. En
contraste, la saliva suele acumularse en el piso de boca donde agentes
cancerosos como el alcohol y el tabaco se disuelven, promoviendo de esa forma la
actividad viral. Es probable que un sistema inmunoldgico deprimido sea el factor
mas importante en la infecciébn por VPH. La alta queratinizacion del tejido que
caracteriza a la cavidad bucal puede proveer también una barrera contra la
infeccion por VPH, haciendo menos probable que el virus invada y alcance las

células del estrato basal como lo hace en la mucosa cervical®°.

4.9. CITOLOGIA POR CEPILLADO

La citologia se viene aplicando al diagnoéstico de las enfermedades orales desde
que Papanicolaou y Traut demostraran su validez para el diagnéstico de las
neoplasias del cervix uterino®.La citologia por cepillado en cavidad oral es un
auxiliar en el diagndstico de algunas lesiones principalmente malignas, sin llegar a
ser sustituto de la biopsia, sin embargo es util en el diagnéstico temprano de

lesiones malignas de la cavidad oral.5?

48SCULLY C and BAGAN JV.Recent advances in oral oncology 2008; squamous cell carcinoma imaging,
treatment, prognostication and treatment outcomes. EN: Oral Oncol. 2009 June, Vol.45, no.6, p. 25-30.
“SPANIZZA B. Prognostic factors and the treatment of the negative neck in oral carcinoma. EN: ANZ J Surg.
2009 Jan-Feb, Vol.79, no.1-2, p. 7-8.

500p cit, GALVAO CASTRO THEREZITA AND IVO BUSSOLOTI FILHO, p.272-82.

SIPAPANICOLAOU, George N.; TRAUT, Herbert F.The diagnostic value of vaginal smears in carcinoma of the
uterus. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 1941, vol. 42, no 2, p. 193-206.

S2UNITED STATES.VETERANS ADMINISTRATION. Oral exfoliative cytology: Veterans Administration
Cooperative Study, 1962. US GovernmentPrinting Office, 1963, no. 1, p. 126-145.
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Las células orales que se van a analizar tras su extendido, pueden obtenerse
mediante diferentes sistemas fisicos de raspado de la superficie mucosa, o
mediante enjuague de la cavidad oral o bien mediante una toma de muestra de
saliva de los pacientes. No obstante, la técnica con la que se obtiene un mejor
material es la de raspado, que se realiza a expensas de la separacion mecanica
del epitelio mucoso con diferentes instrumentos. Por ello, consideramos que es
mas correcto hablar de “citologia por raspado” que de “citologia exfoliativa” como

se hace en el cervix®3.

Un cepillado citolégico es una técnica endoscépica para la toma de muestras de
células superficiales de lesiones patolégicas o, en enfermedades difusas, de la

mucosa afectada.

La fiabilidad de distintos instrumentos empleados en citologia oral por raspado ha
sido analizada en diversos estudios. El instrumento empleado para realizar la toma
citolégica debe ser facil de usar en cualquier localizacion, provocar pocas
molestias y proporcionar un nimero adecuado de células epiteliales®. En estos
trabajos se demuestra que el cepillo es un elemento adecuado, debido a la

facilidad en la tomay a la calidad de la muestra citolégica bucal.

Se ha reportado en la literatura como la citologia por cepillado es el mejor método
para obtencion de material para la deteccion de VPH con 100% de correlacion con
el diagnoéstico morfolégico de VPH®®. Estudios compararon la eficacia de la
citologia de muestras de cepillado con muestras obtenidas mediante espatula y
claramente se ha demostrado que una significancia en las muestras realizadas de
frotis para diagnostico con cepillado es superior®® . Esto porque el cepillado

incorpora un barrido extenso que permite recoger suficiente cantidad de células

S3ACHA, Amelia, et al. Aplicaciones de la citologia oral por raspado (exfoliativa) en el cancer y precancer

oral. Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal (Ed. impresa), 2005, vol. 10, no 2, p. 95-102.

54JONES, Anne Cale, et al. The Cytobrush Plus cell collector in oral cytology. Oral surgery, oral medicine, oral
pathology, 1994, vol. 77, no 1, p. 101-104.

SSMELO, Angélica, et al. Estudio comparativo de deteccion del virus papiloma humano (VPH) en muestras
citolégicas y biopsias de cuello uterino. Revista médica de Chile, 2005, vol. 133, no 6, p. 639-644.
S6SREDONDO, Horcajo AM, et al. Prevention of cervix cancer. Comparison of the sample quality obtained using
cotton swab or cervical brush. Atencion primaria, 2000, vol. 26, no 1, p. 38-41.
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para analisis. Ademas una muestra de cepillado presenta las siguientes ventajas:
se procesa en fresco y no es necesario congelarla ni someterla a fijacion. El
meétodo de extraccion del ADN es mas rapido y con menos manipulacion, evitando
la contaminacion, que el aplicado al tejido congelado y al tejido fijado, donde la
técnica es mas laboriosa, aumentando el riesgo de contaminacién®’. Desde el
punto de vista clinico: puede ser facilmente obtenido y de menor costo. En cuanto
a la conservacion, algunos estudios sefialan que se puede conservar la muestra
hasta 30 dias a temperatura ambiente. Otros establecen la adecuada
conservacion de la muestra a temperatura ambiente hasta una semana, a 4 °C

hasta un mes y -20 °C indefinidamente®8.

4.10. DIAGNOSTICO Y DETECCION DE LA INFECCION Y LESIONES DE VPH
EN BOCA

La deteccidn de ADN del virus no es suficientemente especifica para determinar el
papel causal del virus en el cancer. La deteccién de ADN viral en un cancer en el
cual el virus no es causa necesaria sino que existen otros factores de riesgo,

puede tener dos significados:

a) Tratarse de una infeccidn transitoria: infeccion en fase replicativa en la que la
infeccion viral no cuenta con un papel carcinogénico relevante.

b) Tratarse de una infeccion con papel oncogénico: la infeccion viral promueve
alteraciones a nivel de la célula huésped que inducen los cambios fenotipicos

correspondientes al proceso tumoral.

Es necesario establecer estrategias y algoritmos diagndsticos suficientemente
sensibles, especificos, reproducibles y de facil manejo a nivel clinico, con la
finalidad de detectar infecciones por VPH clinicamente relevantes. Este hecho

adquiere gran relevancia ya que la deteccion de VPH con actividad oncogénica en

STWHITE, Thomas J., et al. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. PCR protocols: a guide to methods and applications, 1990, vol. 18, no 1, p. 315-322.

S8MELO, Angélica, et al. Estudio comparativo de deteccion del virus papiloma humano (VPH) en muestras
citolégicas y biopsias de cuello uterino. Revista médica de Chile, 2005, vol. 133, no 6, p. 639-644
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carcinomas en boca podria ser utilizada en un futuro como herramienta de

clasificacion diagndstica, pronostica y de decision terapéutica.

Si bien existe un consenso creciente en cuanto a la necesidad de llevar a cabo
una determinacion rutinaria de la infeccién por VPH para todos los pacientes con

cancer oral, no existe tal consenso en la técnica de analisis a emplear.

Las estrategias de deteccion varian no sélo en cuanto a la técnica a utilizar, sino
también en relacion al objeto a determinar. Entre las dianas a detectar se
encuentran el ADN o ARN viral, oncoproteinas virales, proteinas celulares o
anticuerpos séricos especificos. Los métodos de deteccion pueden variar
ampliamente en funcién de los laboratorios, reflejando los sesgos y preferencias
de los investigadores, asi como la relacion coste-eficacia de cada una de las
técnicas empleadas®.La siguiente figura esquematiza el proceso carcinogénico
promovido por el VPH: la infeccién inicial, integracion en el genoma huésped,
transcripcion de mARN EG6/E7 viral, translacibn en oncoproteinas virales, y
alteracion de la expresion de proteinas celulares incluyendo la sobreexpresion de
pl6. Cada uno de estos procesos puede ser evaluado mediante diferentes
técnicas de laboratorio que se emplean en la deteccién de la infeccion VPH en los

pacientes con carcinomas o lesiones malignas en boca.
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FIGURA 1.Esquema del proceso carcinogénico promovido por el VPH y técnicas delaboratorio que
se emplean para la deteccién de estos procesos (tomado de Westra).

590p cit., MICHIELS K, et al. p. 362-8.
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4.10.1. Histologia y evaluacion microscopica rutinaria: el diagnostico de
lesiones por VPH se establece mediante el analisis de las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas, tiene la limitante de no proveer informacion sobre el genotipo del
virus infectante. Los carcinomas de cabeza y cuello promovidos por la accion del
VPH muestran una apariencia microscépica distintiva®. A nivel citolégico, se
observan cambios especificos en el tejido celular (disqueratosis), patrones de
crecimiento celular (hiperplasia y acantosis), un citoplasma sincitial sin puentes
intercelulares, una ausencia de queratinizacién y cambios en la apariencia del
nacleo (coilocitosis), las células tumorales muestran una relacién ndcleo-
citoplasma elevada, como elemento importante para establecer un diagndstico
especifico o sugestivo de infeccion por VPH®!.Estas caracteristicas, en ocasiones,
proporcionan al tumor un aspecto basaloide o de tumor mal diferenciado. Estas
morfologia se conserva de forma notable cuando el tumor metastatiza a nivel

ganglionar o a distancia.

FIGURA 2. Vision microscopica de una muestra de carcinoma VPH+ de paladar blando*.

600P cit, RIVERO ER AND NUNES FD., p.21-4.

61 HANSSON BG, et al. Strong association between infection with human papillomavirus and oral and
oropharyngeal squamous cell carcinoma: a population-based case-control study in southern Sweden. Acta
Otolaryngol.2005, Vol.125, p. 1337-1344.
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4.10.2. Deteccién del ADN viral con reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR):la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés,
polymerasechainreaction), consiste en amplificar pequefias cantidades de ADN
viral no detectable por HIS o la amplificacion de una regién blanco, mediante la
sintesis repetida y empleando secuencias de iniciadores o “primers” que delimitan

la regidn a amplificarse.

La amplificacion del ADN viral mediante PCR es capaz de amplificar trazas de
secuencias del ADN viral en muestras bioldgicas con un contenido heterogéneo de
tipos celulares. Aquellos que abogan por su utilizacion como método de deteccion
sefalan su elevada sensibilidad. Esta técnica cuenta con la capacidad de detectar
cantidades minimas de carga viral. Ha demostrado ser sensible, detectando la
presencia del ADN viral en enfermedades subclinicas, lo que reduce la
probabilidad de falsos negativos®2. El valor de detectar VPH a unos niveles muy
reducidos queda sin embargo contrarrestado por la incapacidad de esta técnica en
determinar la relevancia clinica y bioldgica de la presencia del VPH. Ademas, las

muestras clinicas cuentan con el riesgo de contaminarse de otros especimenes.

Este tipo de determinacion no permite distinguir entre un VPH que esta actuando
como impulsor de la transformacion maligna, o un virus silente que no juega un
papel en el proceso carcinogénico. Este problema queda puesto de manifiesto por
aguellos estudios que han mostrado discordancias entre la deteccién de ADN viral
y la presencia real de E6/7 mARN, elemento que define las infecciones VPH

clinicamente relevantes.

El estudio de la carga viral podria ayudar a diferenciar las infecciones VPH que
son clinicamente relevantes. Estudios que han utilizado este método cuantitativo

han demostrado una correlacion elevada entre la existencia de una carga viral

62PATRICK K , et al. Real-Time Quantitative PCR Demonstrates Low Prevalence of Human Papillomavirus
Type 16 in Premalignant and Malignant Lesions of the Oral Cavity. EN: Clinical Cancer Research. May 2002.
Vol. 8, p. 1203-1209.
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elevada y la expresion de E6/7 mARN®3, Uno de los retos en la actualidad es el
conseguir una estandarizacion de las determinaciones cuantitativas basadas en
PCR, definiendo de una forma objetiva los umbrales de carga viral relacionados

con la actividad carcinogénica del VPH.

La PCR tiene dos ventajas principales al detectar el ADN del VPH en boca. La
primera es que puede evaluar cantidades muy pequefas de tejido y la segunda es
que la especificidad del ADN amplificado es tal, que es dificil que otros
componentes habituales de la boca afecten el resultado®*.

4.10.3. Deteccion de mARN con PCR: el fin de cualquier estrategia en la
deteccion del VPH reside en su habilidad para reconocer la presencia del VPH y
de discernir su potencial como elemento promotor de la carcinogénesis. En
ausencia de sondas inmunohistoquimicas especificas para las oncoproteinas
virales E6 y E7, la deteccion de mARN EG6/E7 aparece como la prueba de
referencia actual en la evaluacion de la infeccion VPH clinicamente relevante®®.
Una de las limitaciones de esta técnica es que requiere de material fresco o
congelado para su realizacion. La posibilidad de utilizar este tipo de
determinaciones en material parafinado posibilitara sin duda en una futura su

generalizacion como técnica de deteccion viral.

4.10.4. Otras técnicas moleculares para la deteccién de VPH:las pruebas para
la deteccion molecular por la infeccién por el virus del papiloma humano suele
dividirse en 2 grandes grupos: pruebas con amplificacion de la sefial
(SouthernBlot, sistema de captura de hibrido, hibridacién in situ) y prueba de

amplificacion de secuencias (reaccién en cadena de la polimerasa)®®.

630p cit, LINGEN MW, et al., p.1-8.

640p cit, PATRICK K. HA, et al. p.1203-1209.

650p cit, SCAPOLI LUCA, et al., p. 366-372

66MYRIAM, Lucrecia Medina; MARCELO, M.; LUIS, A. M. Valoracion diagnéstica de técnicas moleculares para
deteccion de infeccion bucal por virus del papiloma humano. EnfinfMicrobiol, 2012, vol. 32, no 1, p. 25-30.
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4.10.5.1.SouthernBlot (SB):mediante este método de hibridizacién las muestras
con alta carga viral pueden ser analizadas en forma confiable, mientras los que
tienen baja carga viral pueden ser analizados Unicamente por técnicas muy

sensibles.

4.10.5.2. Sistema de Captura de Hibridos (SCH):este sistema proporciona una
sensibilidad cercana a la PCR y detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo (1
6,18,31,33,35,39,45,52,56,58,59,68) y 5 de bajo riesgo oncogénico (6,11,
42,43,44). Esta estandarizado y es sumamente reproducible. No hay posibilidad
de error durante el procesamiento porque el software invalida la corrida cuando los
controles positivos y negativos reportan lecturas inesperadas®’. Este método no

discrimina los diferentes tipos de VPH hallados en una infeccién multiple®.

4.10.5.3. Hibridacion in situ sobre muestras bioldgicas (HIS):esta técnica
anicamente detecta VPH en células, asimismo permite demostrar el ADN de VPH

directamente en la pieza histologica.

67GONZALEZ-LOSA, Maria del Refugio, et al. Low prevalence of high risk human papillomavirus in normal oral
mucosa by hybrid capture 2. Brazilian Journal of Microbiology, 2008, vol. 39, no 1, p. 32-34.

68QU, Weimin, et al. PCR detection of human papillomavirus: comparison between MY09/MY11 and
GP5+/GP6+ primer systems. Journal of clinical microbiology, 1997, vol. 35, no 6, p. 1304-1310.
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5. METODOLOGIA

5.1. TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio de tipo descriptivo transversal, el cual se constituyé en una
herramienta para la exploracion de la presencia del virus del papiloma humano en
desordenes potencialmente malignos y de cancer oral en pacientes remitidos
desde las entidades involucradas en esta investigacion.

5.2. POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA

La poblacion estudiada en este trabajo estuvo conformada poruna muestra de 17
sujetos con participacion totalmente voluntaria, quienes asistieron a consulta
odontoldgica a la Facultad de Odontologia de la Universidad de Cartagena y al
Hospital Universitario del Caribe (HUC) de la ciudad de Cartagena,
Colombiadurante el periodo de estudio comprendido entre el afio 2014 al 2016.

5.2.1. Criterios de inclusion
e Sujetos de cualquier género y mayores de 18 afios de edad.
e Sujetos que presentaron lesion en cavidad oral clasificada como
potencialmente maligna segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

5.2.2. Criterios de exclusion
e Sujetos que se encontraron en embarazo o lactancia.
e Sujetos portadores de VIH-SIDA.
e Sujetos con enfermedad autoinmune.
e Sujetos que recibieron tratamiento para la neoplasia (quimioterapia o
radioterapia).

5.3. Cuadro 1.VARIABLES Y OPERALIZACION

VARIABLES DIMENSION cODIGOS
Edad N/A
Sexo 0: Mascul_ino
1. Femenino
Lugar de nacimiento N/A

Caracteristicas

. e Residencia N/A
Sociodemograficas —
Ocupacion actual N/A
1: Soltero
2: Casado
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Cuadro 1. Continuacion (Segunda parte)

Estado civil

: Separado
: Divorciado
: Unién libre
: Viudo

: Otro

N o OB~ Ww

Pareja estable

Si
No

Nivel de educacion

: Primaria completa

: Primaria incompleta

: Secundaria completa

: Secundaria incompleta
: Técnica completa

: Técnica incompleta

: Profesional completa

: Profesional incompleta

Nivel de ingresos familiares

: Menos de 3 salarios minimos
: Entre 3 y 8 salarios minimos
: Mas de 8 salarios minimos

Antecedentes
Médicos

Enfermedad diagnosticada

No
Si

P olwNnkrloNo AN RP|IEO

Nombre de la enfermedad

N/A

Familiar con cancer

1: Padre

2: Madre

3: Hermanos
4: Abuelos

Cancer diagnosticado

N/A

Formulacién de medicamentos

0: No
1: Si

Nombre del medicamento
Motivo de formulacion
Tiempo de administracion

N/A

Habitos y Vicios

Fumador

1: Si

2: No

3: Ocasional

4: Lo dejo hace menos de 6
meses

Tiempo de fumar

: De 6 meses a 1 afio
: De 2 a 10 afios
: Mas de 10 afios

Consumo de cigarrillo

: Menos de 10 al dia
: Entre 10 y 20 al dia
: Mas de 20 al dia

Tiempo de dejar de fumar

: De 6 meses a 5 afos
:De 5 a 10 afos
: Mas de 10 afios

WNBRFRPIWNRPIWDNPRE
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Cuadro 1. Continuacion (Tercera parte)

Exposicién a humo de cigarrillo

- No
Si

Consumo de bebidas alcoholicas

: Todos los dias

: Al menos 1 vez por semana
: Ocasional

- Nunca

Bebidas alcohdlicas

: Cerveza

- Vino

: Bebidas fuertes: ron,
aguardiente, whisky, vodka

WwNP[rMwNR[RoO

Tiempo de consumo

: Antes de los 20 afios
: Después de los 20 afios
: Nunca

Frecuencia de consumo

: Menos de 5 tragos al dia

: Mas de 5 tragos al dia

: En menor proporcion que lo
anterior

WNRFRPIWN P

Consumo de sustancias

: Marihuana

: Bazuco

: Pegante

: Cocaina

: Extasis

: Anfetaminas
: Otras

Frecuencia de consumo

: Consumo diario

: Consumo semanal

: Ocasional (M&ximo 1 vez por
semana)

4: Esporéadico (Alguna vez en la
vida)

: Nunca

WNRFRPINOO O WDN PP

VPH y Diagnéstico
Clinico

Vacuna contra el VPH

Si
No
: No sabe

Edad de vacunacion

: Antes de los 20 afios

Pareja diagnosticada con VPH

: Después de los 20 afios
Si

No

: No sabe

Signos y sintomas

: Sangrado de encias

: Absceso o pus en encias
: Movilidad dentaria

: Pérdida de dientes por
aflojamiento

Caracteristicas clinicas

1: Una Ulcera

2: Mancha blanca
3: Mancha roja

4: Una masa
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Cuadro 1. Continuacion (Cuarta parte)

5: Dolor que no se asocie a

ningun diente

: Cambio de voz

: Dificultad para hablar

: Dificultad para tragar

: Ninguna de las anteriores
: Negativo

: Positivo

: VPH 16

: VPH 18

: VPH 45

: Otro

: Hiperqueratosis

: Displasia leve

: Displasia moderada

: Displasia severa

: Carcinoma in situ

: Carcinoma escamocelular

Deteccion de VPH

Genotipo de VPH identificado

Diagnostico de
Biopsiay Citologia

Diagnéstico histologico

OUuAWNR[E®WNR[POolooNo

5.4. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS
La metodologia usada en este proyecto comprendié 5 criterios a calibrar:

1. Anamnesis - Factores de riesgo

2. Examen clinico extraoral eintraoral

3. Identificacién de lesiones potencialmente malignas y cancer oral
4. Protocolo de citologia exfoliativa

5. Protocolo de biopsia

5.4.1. Anamnesis y factores de riesgo. Se aplicaron entrevistasdisefiadas para
evaluar e identificar los factores sociodemograficos y de riesgo, antecedentes
meédicos, habitos y vicios, y conocimiento sobre el virus del papiloma humano
(VPH), bajo previa socializacion del consentimiento informado a los
participantes.Todos los sujetos recibieron la informacion acerca del estudio y
firmaron el documento de consentimiento informado aprobado y revisado
previamente por el Comité de Etica de la Universidad de Cartagena, cuya tarea
fue asegurarse de que se protege de dafios a los participantes en el
estudio.Regido por la actual Resolucion 008430 de 1993 emanada por el

Ministerio de Salud de la Republica de Colombia, y soportada por la Declaracién
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de Helsinki de Junio de 1964 (Finlandia). En todo el proceso del trabajo se han
guardado las normas establecidas de confidencialidad vigentes en la legislacion

actual.

5.4.2. Examen clinico extraoral e intraoral. Se realiz6 examen clinico completo
que incluy6é valoracion extraoral identificando principalmente la presencia de
ganglios inflamados o reactivos y una valoracion detallada de toda la cavidad oral
(piso de boca, encias, mucosa yugal y vestibular, carrillos, paladar duro, parte
posterior, lateral, dorsal, ventral de la lengua) y partes de la orofaringe (base de la

lengua, paladar blando, triangulo retromolar y papilas tonsilares).

Este procedimiento fue realizado por los estudiantes de odontologia involucrados
en el estudio y por un odontélogo especialista en medicina oral, en una unidad
odontoldgica perteneciente a la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Cartagena, en la cual se utilizaron los elementos propios de un examen oral como
son guantes de latex, tapabocas, gorro y gasas. Basados en la evaluacion clinica,
los hallazgos fueron registrados en una hoja de recoleccién de datos y en un
diagrama especifico de la cavidad oral; y se tomo registro fotografico con camara

fotografica.

5.4.3. Identificacién de lesiones potencialmente malignas y cancer oral. Se
realiz6 la identificacion de lesiones potencialmente malignas y cancer oral
determinados segun el “Manual de semiologia para el diagndstico temprano de
cancer oral” desarrollado en la Universidad El Bosque, como guia de referencia
para el proceso clinico,teniendo en cuenta caracterizacion de la lesion, cambio de
coloracién de la mucosa, sintomatologia, tamafio, forma, consistencia, superficie,
textura, contorno, borde, estado del epitelio, pérdida de sustancia y el uso de
protesis.Se efectudé un taller de calibracion con casos clinicos con diferentes
patologias con potencial de malignidad y patologia benigna que generan cuadros
de hiperplasia epitelial.
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5.4.4. Protocolo de citologia exfoliativa. Los sujetos debieron acudir en ayunas
y sin cepillarse los dientes ni haberse realizado enjuague bucal. Se procedio a la
toma de la muestra para la citologia de diferentes partes de la cavidad oral; se
pidi6 al sujeto que con el uso de un cepillo citologico especialmente disefiado para
este fin, lo desplazara sobre la cara interna y externa de los labios superiores e
inferiores, la region gingival, y cara anterior y posterior de la lengua. Una vez
hecho el raspado de la cavidad oral, el cito-cepillo se deposito en forma vertical en
un tubo Falcon rotulado con el cédigo del caso, que contenia 12 mL de solucion
salina estéril (NaCl 0,9%) para su posterior almacenamiento y conservaciéon a -
4°C.

Las muestras de citologia fueron centrifugadas a 2.000 rpm, a -4°C durante 10
minutos. Posteriormente, se retird totalmente el sobrenadante por decantacion
dejando libre de liquidos la muestra, y el pellet obtenido fue almacenado en el

refrigerador a -20°C hasta su procesamiento.

5.4.5. Protocolo de biopsia. Para la realizacion del presente estudio se requeria
una muestra histologica de la lesion previa a la realizacibn de algun tipo de
tratamiento.Se determind la disponibilidad de la obtencién de dicha muestra
tumoral consultando con los sujetos antes de su realizacion. Se obtuvo un bloque
histoldgico de la lesion en el total de los casos. Para lo cual en una segunda visita
se tomaron las muestras de biopsia para emitir un diagnéstico definitivo, con
punch de 3 mm de didmetro en las lesiones presentes en cavidad oral, y los
especimenes fueron conservados en formaldehido al 10% en un envase de
polipropileno para muestras histologicas. Todo esto realizado bajo la supervision

del especialista encargado.

5.5. EXTRACCION DEL ADN Y ARN VIRAL
Las muestras fueron enviadas a Bogota y procesadas en el laboratorio de
histopatologia de la Universidad El Bosque.El tejido tumoral fue dividido en dos

fragmentos, uno para estudio histopatolégico y el otro se utilizé para la extracciéon
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de ADN y subsiguiente deteccion vy tipificacion del HPV. Una vez quese corroboré
el diagnadstico histopatolégico, se realizé extraccion de ADN y ARN total. EI ADN
se extrajo bajo condiciones de no-contaminacién siguiendo los protocolos

establecidos, y procesado mediante el método de digestién con proteinasa-K.

Para la extraccion de ADN y ARN, a cada fragmento, se adicionaron 180 pL de
buffer ATL (buffer de lisis tisular), posteriormente se procede a macerar el tejido
por accién mecénica con pistilo estéril, luego se afladen 15 pL de proteinasa K (20
mg/ml) los cuales se mezclan por vortex para homogenizar la muestra, y se
incubaron a 65°C por 4 horas en bafio de agua para lisar completamente el tejido,
durante 4 horas realizando vortex cada 30 minutos. Pasado este tiempo, se
inactivo la proteinasa K por calentamiento 10 min a 70°C y se adicionaron 200 pL
de buffer AL a la muestra, se mezclan por vortex por 15 segundos y luego se
afiaden 200 pL de etanol absoluto 100%, se mezclaron nuevamente por vortex 15
segundos y se centrifug6é a 14.000 rpm por 1 min. La mezcla del paso anterior se
transfirio a la columna QlAamp DNA mini kit y se centrifuga a 8.000 rpm por 1 min.
La columna se remueve y se coloca en otro tubo recolector. Se adicionaron 500 pl
de buffer AW1 (buffer de lavado 1) a la columna y se centrifugaron por 1 min a
8.000 rpm, una vez mas la columna se transfirid a un tubo nuevo. El procedimiento
del lavado se repite con 500 pL buffer AW2 (buffer de lavado 2), seguido de
centrifugacion por 3 minutos a 13.000 rpm para secar la membrana de la columna
de residuos de etanol. Se adicionaron 20 pL de buffer AE, por 5 min y luego se
centrifuga por 1 min a 8.000 rpm. En un tubo nuevo, el ADN extraido de la
columna, se distribuye en alicuotas y las muestras se almacenan a -20°C. La
concentracion y pureza del DNA fue evaluada por espectrofotometria de luz

ultravioleta a 260 y 280 nm en un NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific).

Las células presentes en el pellet de la muestra de citologia, se tomaron 500uL y
fueron incubadas a 55°C por 1 hora, se agregaron 10 pyL de proteinasa K, la cual
se mezclé por voértex y se incubo por 20 minutos. Se agregaron 250uL de solucién

de union y se mezcld por vortex, posteriormente se agregaron 750uL de etanol al
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96-100% y se mezcld por vértex para obtener el lisado. Se aplicaron 760 pL del
lisado a las columnas y se centrifugaron a 8000 rpm durante 1 minuto; se descarto
el liquido residual y se reensamblaron las columnas. Se aplicaron 500uL de
solucién de lavado | y se centrifugé a 8000 rpm durante 1 minuto, se descarto el
liguido sobrenadante y se reemsambld la columna. Se aplicaron 500uL de
solucion de lavado 1l y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto, se descarta
nuevamente el sobrenadante y se vuelve a centrifugar por 2 minutos para secar el
lisado. Se descartaron los tubos de recoleccién y se ubican las columnas en los
tubos de elusion de 1,7uL. Se agregaron 200uL de elusion tampdn a la columna 'y
se incubaron por 1 minuto. Se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto y se

almaceno a -20°C.

5.6. DETECCION DEL VPH MEDIANTE REACCION EN CADENA POLIMERASA
(PCR)
La determinacion de VPH genérico se realiz6 usando PCR. En las muestras VPH

positivas se procedio al genotipado mediante Luminex.

La amplificacion de ADN se realiz6 en un volumen final de 50 ml de mezcla de
PCR que contuvo: 0,8 mM de cada cebador, 10 mM de cada
desoxinucleétidotrifosfato (dATP, dGTP, dTTP, y dCTP), tris-HCI 10 mM, KCI 50
mM, 0,1% de Triton X-100,1.5 ml Mg CI2, 1 unidad de Taq ADN polimerasa y 10
ml de plantilla de ADN.

Las condiciones para la amplificacién incluyeron un paso de desnaturalizacién a
94°C por 5 min., 35 ciclos con desnaturalizacién a 94°C por 1 min., anillaje a 40°C
por 2 min., y extensién a 72°C por 1 min 30 seg. Finalmente un paso6 de extension

a 72°C por 4 min.

Con el objetivo de monitorizar la contaminacion potencial de los especimenes
obtenidos en su lugar de origen, durante el estudio se incluyeron especimenes

control (tejidos no relacionados con el VPH). Para los pacientes VPH+, se llevé a
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cabo una determinacion de la expresion de E6*ImMRNA, para verificar la existencia
de la activacion de las vias carcinogénicas relacionadas con la infeccion viral.
Todos los productos: ADN y amplicones obtenidos fueron visualizados utilizando

electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

5.7. GENOTIPICACION DEL VPH

El ADN extraido se amplifico por PCR utilizando el kit Luminex, que contenia 9
cebadores sentido y 3 antisentidobiotilinados, también un par de cebadores para el
gen R-globina para verificar la calidad del ADN.Los genotipos del VPH detectados
por esta prueba fueron: VPH16, 11, 33, 53.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISIS DESCRIPTIVO
Para facilitar la lectura, se presentan conjuntamente las caracteristicas de la

poblacién con las posibles asociaciones entre las diferentes variables estudiadas.

6.1.1. Distribucién cronoldgica. El total de la poblacion incluida en este estudio
fue de 17 sujetos entre noviembre de 2014 y diciembre de 2016, quienes
asistieron a la facultad de odontologia de la Universidad de Cartagena y al
Hospital Universitario del Caribe (HUC) de la ciudad de Cartagena, Colombia. En
cuanto a la distribucién de los participantes segun el afo, el 53% de los casos se
presentaron en el 2015, seguido del 2016 con un 41%, y por ultimo el 2014 con un
6%.

TABLA 1. NUMERO DE CASOS SEGUN EL ANO

ANO FRECUENCIA PORCENTAJE

2014 1 6%

2015 9 53%

2016 7 41%
TOTAL 17 100%

6.1.2. Variables socio demogréficas. Del total de los casos, se observa que 3
eran de género masculino y 14 de género femenino. El nimero de casos fue
sensiblemente superior entre las mujeres (82,3% vs 17,7%), con una razén de
sexo 14/3=4,6. Las demas caracteristicas socio demograficas se pueden observar
en la Tabla 2.

La edad promedio de los sujetos de estudio fue de 62,29. Los pacientes tenian
edades comprendidas entre los 36 y 85 afios. Analizando la edad, la mayoria de

las lesiones pertenecieron a pacientes mayores de 60 afos.
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TABLA 2. VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS EN LOS SUJETOS DE ESTUDIO

FRECUENCIA

VARIABLE N=17 PORCENTAJE
SEXO
Masculino 3 17,7
Femenino 14 82,3
EDAD (afios)
35-44 1 5,9
45-54 3 17,6
55-64 7 41,2
65-74 3 17,6
75-84 1 59
85-94 2 11,8
LUGAR DE NACIMIENTO
Cartagena, Bolivar 6 35,3
Arjona, Bolivar 2 11,8
San Onofre, Sucre 1 5,9
Paso Nuevo, Cérdoba 2 11,8
Pefiol, Antioquia 1 5,9
Rocha, Bolivar 1 5,9
San Antonio, Sucre 1 5,9
Calamar, Bolivar 1 59
Santa Rosa, Bolivar 1 59
Santa Cruz, Atlantico 1 5,9
RESIDENCIA
Cartagena, Bolivar 15 88,2
Calamar, Bolivar 1 5,9
Santa Rosa, Bolivar 1 59
OCUPACION ACTUAL
Ama de casa 14 82,3
Docente 1 5,9
Cuidador de autos 1 59
Desempleado 1 59
ESTADO CIVIL
Soltero 2 11,8
Casado 3 17,6
Separado 1 59
Divorciado 2 11,8
Unién libre 5 35,7
Viudo 4 23,5
PAREJA ESTABLE
Si 9 52,9
No 8 47,1
NIVEL DE EDUCACION
Primaria completa 2 11,8
Primaria incompleta 12 70,6
Secundaria completa 1 59
Secundaria incompleta 1 59
Técnica completa 0 0,0
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Técnica incompleta 0 0,0
Profesional completa 1 59
Profesional incompleta 0 0,0
NIVEL DE INGRESOS

FAMILIARES

Menos de 3 salarios minimos 17 100,0
Entre 3 y 8 salarios minimos 0 0,0
Mas de 8 salarios minimos 0 0,0

Se ha establecido la relacion entre la edad media agrupada en <60 afios y
>60afios con el sexo y se ha percatado de que no hay diferencias
estadisticamente significativas. De un total de 6 sujetos menores de 60 afios, 2
eran varones (33,33%) y 4 mujeres (66,66%). Los mayores de 60 afios eran 11
gue correspondian a 1 varon (9,0%) y 10 mujeres (91,0%).

6.1.3. Antecedentes médicos

TABLA 3. ANTECEDENTES MEDICOS EN LOS SUJETOS DE ESTUDIO

VARIABLE FREEL:J;NCIA PORCENTAJE
ENFERMEDAD
DIAGNOSTICADA
Si 8 47,1
No 9 52,9
FAMILIAR CON CANCER
Padre 1 59
Madre 1 5,9
Hermanos 2 11,8
Abuelos 0 0,0
No aplica 13 76,5
CANCER DIAGNOSTICADO
Leucemia 1 5,9
Céancer de cuello uterino 1 59
Céancer bucal 1 59
Tumor inguinal 1 5,9
No aplica 13 76,5
ADMINISTRACION DE
MEDICAMENTOS
No 9 52,9
Si 8 47,1

6.1.4. Habitos y vicios. En cuanto a los factores de riesgo como el consumo de
alcohol y tabaco, se encontré6 que el 64,7% de los sujetos fuman, el 47,1%

consumian alcohol ocasionalmente y el 55% fuman y toman de manerasimultanea.
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TABLA 4. HABITOS Y VICIOSEN LOS SUJETOS DE ESTUDIO

FRECUENCIA

VARIABLE N=17 PORCENTAJE
FUMADOR
Si 8 47,1
No 2 11,8
Ocasional 3 17,6
Lo dejo hace menos 6 meses 4 23,5
TIEMPO DE ESTAR FUMANDO
Mas de 10 afios 15 88,2
No aplica 2 11,8
FRECUENCIA DE CONSUMO
DE CIGARRILLOS
Menos de 10 al dia 9 52,9
Entre 10 y 20 al dia 2 11,8
Mas de 20 al dia 0 0,0
No aplica 6 35,3
TIEMPO DE HABER DEJADO
DE FUMAR
De 6 meses a 5 afios 0 0,0
De 5 a 10 afios 0 0,0
Mas de 10 afios 0 0,0
No aplica 17 100,0
EXPOSICION A HUMO DE
CIGARRILLO (NO
FUMADORES)
Si 1 5,9
No 5 35,7
No aplica 11 64,7
CONSUMO DE BEBIDAS
ALCOHOLICAS
Todos los dias 0 0,0
Al menos 1 vez por semana 0 0,0
Ocasional 8 47,1
Nunca 9 52,9
TIPO DE BEBIDAS
ALCOHOLICAS
Cerveza 6 35,3
Vino 1 5,9
Bebidas fuertes: ron, 1 59
aguardiente, whisky, vodka '
No aplica 9 47,1
EDAD DE CONSUMO (12
VECES AL ANO)
Antes de los 20 afos 6 35,3
Después de los 20 afios 2 11,8
No aplica 9 47,1
FRECUENCIA DE CONSUMO
Menos de 5 tragos al dia 1 5,9
Mas de 5 tragos al dia 1 59
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En proporcién menor que lo

anterior 6 353
No aplica 9 47,1
CONSUMO DE SUSTANCIAS

Marihuana 0 0,0
Bazuco 0 0,0
Pegante 0 0,0
Cocaina 0 0,0
Extasis 0 0,0
Anfetaminas 0 0,0
No aplica 17 100,0
FRECUENCIA DE CONSUMO

Consumo diario 0 0,0
Consumo semanal (Maximo 1 0 0.0
vez por semana) '
Ocasional (Maximo 2 veces al

mes) ( 0 0,0
Esporadico (alguna vez en la

vidZ) 0 0 0.0
Nunca 17 100,0

6.1.5. VPH y caracteristicas clinicas

TABLA 5. VPH Y CARACTERISTICAS CLINICASEN LOS SUJETOS DE ESTUDIO

VARIABLE FRECUENCIA PORCENTAJE
N=17

VACUNA CONTRA EL VPH
Si 2 11,8
No 15 88,2
No sabe 0 0,0
EDAD DE VACUNACION
Antes de los 20 afios 0 0,0
Después de los 20 afios 2 11,8
No aplica 15 88,2
PAREJA DIAGNOSTICADA
CON VPH
Si 0 0,0
No 17 100,0
No sabe 0 0,0
SIGNOS CLINICOS
Sangrado de encias 6 35,3
Absceso o pus en encias 3 17,6
Movilidad dentaria 4 23,5
Pérdida de dientes por
aflojamiento P 2 118
No aplica 2 11,8
SITUACIONES CLINICAS
Ulcera 4 23,5
Mancha blanca 6 35,3
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Mancha roja 0 0,0
Masa 4 23,5
Dolor que no se asocie a ningln

dienteOI ° ! 5.9
Cambio de voz 0 0,0
Dificultad para hablar 1 59
Dificultad para tragar 1 59
Ninguna 0 0,0

6.1.6. Diagnostico histopatoldgico. Se observan con claridad dos hechos: una
concentracion en la forma histoldgica de displasia leve y una gran dispersion en el
resto de las presentaciones.

TABLA 6. DISTRIBUCION DE CASOS SEGUN TIPO HISTOLOGICO

DIAG NO’STICO N %
HISTOLOGICO

Displasia leve 6 35,3
Displasia severa 2 11,8

Hiperplasia epitelial 1 5,9

Fibroma 1 59

Papiloma escamoso 1 5,9
Acantosis- Hiperqueratosis 4 23,5
Carcinoma Escamo celular 2 11,8
TOTAL 17 100,0

Hemos simplificado la lectura agrupando en dos grupos los resultados, en el
primero se ha incluido la forma histolégica mas abundante (displasia leve), y en el
segundo grupo el resto de presentaciones a las que hemos denominado “otras
histologias”. El grupo correspondiente a displasia leve con 6 casos de un total de

17 que representa un 35,3%, frente a otras histologias con un 64,7%.

6.1.7. Prevalencia de los genotipos VPH. Para determinar el ndmero de
muestras de pacientes con VPH del total de muestras, se realiz6 un analisis
molecular que permiti6 identificar la presencia del virus, debido a que las muestras

no tenian la identificacién de presencia del VPH.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio, la penetracion de VPH en
la muestra de los sujetos estudiados fue del 23,5%. Un total de 4 sujetos contaron

con lesiones que demostraron la presencia de ADN del VPH. En tres de las
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ocasiones la infeccion por VPH fue por un Unico genotipo, y un individuo presento

infeccion por dos genotipos del virus.

PORCENTAJE TOTAL DE DETECCION DE VPH EN
CITOLOGIA DE MUCOSA ORAL

100.00%
VPH-, 76.47%

80.00%

60.00%

40.00%

VPH+, 23.53%
20.00%

0.00%

Figura 3. Distribucion correspondiente a los casos VPH+.

Frecuencia de genotipos de VPH

2.5

1.5

0.5

VPH 16 VPH 11 VPH 53 VPH 33

Figura 4. Frecuencia de los genotipos VPH+.
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Porcentaje prevalencia genotipos del
VPH

mVPH 16
mVPH 11
W VPH 53

20%
m VPH 33

Figura 5. Porcentaje de prevalencia de los genotipos VPH+.

La gran mayoria de los casos VPH+ (2/5, 40%) lo fueron por el genotipo VPH11.

6.1.8. Relacién entre los genotipos VPH y los grupos de edad. Se relacionaron
los grupos de edad con la infeccién por VPH, obteniendo un porcentaje mas
elevado en el grupo de edad de 70-75 afios (50%), seguido de 60-65 afios (25%) y
80-85 afios (25%). En cuanto al genotipo mas prevalente (VPH11) estuvo presente
en los grupos de edad correspondiente a 70-75 afos.

6.1.9. Asociacion entre la presencia de VPH y el sexo.

En cuanto al sexo el grupo afectado fue el femenino donde se hallaron 4 muestras
donde estuvo presenta la penetracion del virus del VPH correspondiendo a un
28,6% total de la muestra.

TABLA 7. RELACION VPH
ENTRE LA PRESENCIA Negativo PoSitivo
DE VPH Y SEXO (%) (%)
Sexo
Femenino 10 (71,4) 4 (28,6)
Masculino 3 (100,0) 0 (0,0)
TOTAL 13 (76,5) 4 (28,5)
p=0,54
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TABLA 8. RELACION ENTRE LA GENOTIPIFICACION DEL VPH Y EL SEXO

GENOTIPO VPH
Variables N=5
16 11 33 53
Sexo
n % n % n % n %
Femenino 1 (20,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 1 (20,0)
Total 1 (20,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 1 (20,0)

6.1.10. Asociacion entre los genotipos VPH y el género. En cuanto al sexo el
grupo mas afectado fue el femenino donde se hallaron la totalidad de pacientes
positivas para VPH (100%). El genotipo mas prevalente en género femenino fue el
VPH11 (40%), seguido de VPH16 (20%), VPH53 (20%), y por ultimo el VPH33
(20%).

Asociacion entre los genotipos de
VPH y el genero femenino.

45% 40%
40%
35%
30%
25% 20%
20%
15%
10%

5%

0%

20% 20%

VPH 16 VPH 11 VPH 53 VPH 33

Figura 6. Asociacién entre el género y los genotipos VPH.

6.1.11. Relacion entre los genotipos VPH y la localizacion de la lesion
Se analizé a continuacion el porcentaje de pacientes VPH+ en funcién de la
localizacion de la lesion en cavidad oral.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de pacientes VPH en
funcidén localizacion de las lesiones (p=0.87). Tal y como cabia esperar, los
pacientes con lesiones localizadas en encia inferior fueron los que contaron con
un mayor porcentaje de lesiones VPH+.
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TABLA 9. DISTRIBUCION DE LOS SUJETOS VPH
INCLUIDOS I;N EL ESTUDIQ EN FUNCION DE LA Negativo Positivo
LOCALIZACION EN RELACION CON EL ESTATUS
n (%) n (%)
VPH
Labio inferior 1(100,0) 0 (0,0)
Encia superior 2(66,7) 1(33,4)
Localizacion Encia inferior 1(33,4) 2 (66,7)
Carillo derecho 1(100,0) 0 (0,0)
Carrillo izquierdo 2(100,0) 0 (0,0)
Paladar duro 3(75,0) 1(25,0)
Paladar blando 2(100,0) 0(0,0)
Borde lateral de la lengua 1(100,0) 0 (0,0)
TOTAL 13 (76,5) 4 (23,5)
p= 0,87
Localizacion de las lesiones en
relacion con presencia de VPH
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00% _
H Seriesl
30.00%
20.00%
10.00% I I
0.00%
Encia supediarinfafadar duro
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Relacion entre genotipos VPH y
localizacion de la lesion

M Encia superior M Encia inferior Paladar duro

Figura 8. Relacién porcentual entre los genotipos VPH y la localizacion de la lesion.

6.1.12. Asociacion entre los genotipos VPH y el diagndstico histopatolégico
Al relacionar la presencia de VPH en tejidos orales y los diagndsticos
histopatoldgico, no se encontré una significancia estadistica con la presencia de
VPH positivo.

TABLA 10. RELACION ENTRE LA PRESENCIA DEL VPH Y LOS
DIAGNOSTICOS HISTOPATOLOGICOS

Variables N=17 PRESENCIA DE VPH
Negativo Positivo
Diagndéstico
. L N % n %
Histopatologico
Displasia leve 6 50,00 3 50,00
Displasia severa 2 100,00 0 0,00
Hiperplasia epitelial 1 100,00 0 0,00
Fibroma 1 100,00 0 0,00
Papiloma escamoso 1 100,00 0 0,00
Acantosis- Hiperqueratosis 4 75,00 1 0,00
Carcinoma escamo celular 2 100,00 0 0,00
p=0,82
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7. DISCUSION

El virus del papiloma humano (VPH) se ha descrito como un factor determinante
de lesiones benignas y malignas, entre éstas Ultimas se encuentran lesiones
ocasionadas en la mucosa oral y cervical. Los genotipos de alto riesgo viral son
frecuentemente encontrados en carcinomas de diferentes sitios en cérvix, y otras
estructuras anatdémicas como son el area de cabeza y cuello®. Su conocimiento
es importante para la determinacion, prevencién, diagnéstico, prondstico y

tratamiento de la patologia’®.

Dentro de los factores que se identifican asociados al cancer oral estan el tabaco y
el alcohol’t. Sin embargo en los Ultimos afios se ha evidenciado la implicacion del
VPH como un factor determinante en el desarrollo de lesiones potencialmente

malignas y cancer oral.

El presente estudio sugiere que el VPH puede ser un factor de riesgo en el
proceso de carcinogénesis, estos resultados presentaron una tasa de prevalencia
alta (23,53%), con respecto a lo reportado en otros paises del mundo como los
Estados Unidos (72%)(Steinau cols. ,2014),Canada (53%)(Nichols cols., 2013),
Alemania entre el 30% y 50%, lItalia 20% (Lucia Giovannelli, cols. , 2016)"?
Escandinavia 90% (Wittekind cols., 2012),sin embargo este porcentaje fue mas
alto que el reportado en un estudiode cabeza y cuello realizado en la ciudad de
Medellin (Colombia) donde se obtuvo una tasa de prevalencia de VPH del 13.3%,

690p cit. KUMARASWAMY KL and VIDHYA M. p. 120-7

0 PINHEIRO RDOS S, et al. Human papillomavirus in the oral cavity of children. EN: J Oral Pathol Med.
February, vol.40, no.2, p.121-6.

10p cit.
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en la region de orofaringe utilizando la técnica de Reverse Line Blot (Quintero cols.
, 2013).

Se estudiaron 17 sujetos en un periodo de 24 meses, de los cuales 14 eran de
sexo femenino y 3 correspondieron al sexo masculino, observandose una mayor
prevalencia del VPH en el sexo femenino con un porcentaje de 100%. Resultados
similares son presentados por Jiménez(2008) en donde la mayor prevalencia se
presentd en el sexo femenino (90%) con respecto al masculino (10%) pero difieren
de los resultados porMravak-Stipeticy cols. (2013) cuyo estudio se basé en 203
sujetos femeninos y 116 sujetos masculinos. Los hombres tuvieron
significativamente mas lesiones potencialmente malignas con penetracion de VPH
(27,1 vs 13,0%, p = 0,0096).7

Con respecto a la edad, en este estudio se evaluaron sujetos entre los 36 y 74
afos, siendo los del grupo de edad entre 70-75 afios donde mas prevalecié el
VPH (50%).Padoyochee (2004) sefiald que la prevalencia de la infeccion se
observa entre la primera y la segunda década de vida’®. Lama cols. Reportaron
que el riesgo de deteccion del VPH aumentaba en 3% por cada afio de los
participantes y que otros efectos sociodemograficos no fueron significativos?>.

En cuanto a la topografia es posible apreciar que la mayor prevalencia de VPH se
manifesto en las lesiones que se ubicaron a nivel de encia inferior (50%), seguida
por encia superior (27%) y paladar duro (20%) respectivamente. Jiménez

(2008)7%y Terai y cols. (2009)’’ reportaron la prevalencia de este virus en lesiones
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localizadas en labio inferior. Costa y cols. (2008) reportaron en su estudio la
localizacion mas frecuente para penetracion del VPH fue bordes laterales de la
lengua y carrillos”®. Sin duda, es cierto que algunos diagnésticos particulares estan
mas asociados con la frecuencia de VPH, sin embargo, estos datos muestran que
la topografia de la lesion se asocia significativamente a la frecuencia de VPH de
una lesion particular. Una de las posibles explicaciones de los datos observados
es que los lugares con mayor penetracion por VPH (borde bermelldén, paladar
duro, mucosa labial y comisuras labiales) son también los sitios mas expuestos a
microtraumas que es requisito previo para la transmision de la infeccién por el
VPH.

En éste estudio se ha explorado la presencia de dos genotipos de VPH de alto
riesgo (tipo 16 y tipo33), uno de mediano riesgo (tipo 53) y uno de bajo riesgo (tipo
11).Inesperadamente el genotipo de mayor prevalencia fue el 11 con una
frecuencia del 40%, seguido de los genotipos 16,33 y 53 con una frecuencia del 20
%. Se diagnostico un solo caso de infecciones mixtas de genotipo de VPH; Sin
embargo, debido a que el genotipado VPH se basa en la secuenciacion del ciclo,
por si solo tiene una capacidad limitada para el analisis mixto de la infeccién por
VPH™

Rivero y cols. (2015) encontraron en su estudio un 45% de sujetos con presencia
de VPH16 y un 15 % con VPH 18 en lesiones malignas en cavidad oral. Novakova
y cols. (2012) el 54,2% de la poblacion presentaba VPH16, seguido del 9% VPH31
en sujetos previamente diagnosticados con CA escamocelular. Ritcher ( 2013) ,
afirmé que el VPH16 es el tipo viral mas persistente a nivel mundial y es
considerado como un factor de riesgo para el desarrollo del cancer oral, aunque

no se ha determinado relacion causal, debido a que la deteccion de ADN del virus
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no es suficientemente especifica para determinar el papel causal del virus en el

cancer.

Lamentablementedebido a los altos costos de la prueba del PCR, en este estudio,
no se pudieron realizar a todas las muestras obtenidas la técnica de la biologia
molecular recomendada por la mayoria de los autores. Sin embargo, de las 17
muestras obtenidas se realizo PCR a todas permitiendo determinar el grado de
prevalencia, a través de la tipificacion de las lesiones potencialmente malignas y

cancer oral producida por el VPH.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los hallazgos moleculares obtenidos del estudio de las biopsias de
las lesiones potencialmente malignas y cancer oral, y la citologia exfoliativa de la

cavidad oral, se lleg6 a las siguientes conclusiones:

1. La prevalencia de la infeccion por VPHen este estudio fue alto. El 23,53% de
todos los sujetos con lesiones potencialmente malignas y de cancer oral
estudiados fueron lesionesVPH+. Este porcentaje fue significativamente superior

para los sujetos con lesiones localizadas en la region de encia inferior (50%).

2. El genotipo de mayor prevalencia fue el VPH11, que fue encontrado en un 40%
de los pacientes VPH+, seguido por los VPH16, VPH53 y VPH 33, contrastando
con lo encontrado en la mayoria de publicaciones, donde el VPH16 es el tipo viral
mas persistente a nivel mundial y es considerado como un factor de riesgo para el

desarrollo del cancer oral

3. El porcentaje de pacientes con lesiones VPH+ fue significativamente superior
entre las pacientes del sexo femenino y entre los grupos de edad de 70-75 afos.

4. La forma histolégica mas abundante ha sido displasia leve que representé el
35,3% total de las lesiones, y al asociar este diagnéstico con los genotipos VPH,
se encontré 40% de prevalencia del VPH11 en la displasia leve, el VPH16 se

manifesto en el diagndéstico de Hipergqueratosis con un 20%.
5. En la identificacion del VPH, la PCR convencional y la de tiempo real,

demostraron ser de gran ayuda porque excluyen en forma fiable muestras

contaminadas y aquellos con minimo contenido de ADN del VPH.
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Los resultados obtenidos muestran la importancia y la necesidad de identificar la
prevalencia no solo del virus, sino de conocer el comportamiento epidemioldgico
de este tipo de lesiones en nuestra region y evaluar su patrén etioldgico
cambiante, con el fin de establecer mejores alternativas en la informacion y
educacion de nuestra poblacion sobre los factores de riesgo del cancer oral,
variables que también son responsables de una deteccion tardia que impide un

mejor pronaostico y rapido tratamiento.
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9. RECOMENDACIONES

Con base a los resultados, se observa que el VPH tiene una ALTA prevalencia en
la poblacion estudiada en la ciudad de Cartagena, seria interesante y necesario
gue estudios mas amplios se llevaran a cabo en una poblacién mas representativa
y sobre mayor niumero de muestras de sujetos con el fin de corroborar y contribuir
a la epidemiologia de la infeccion del VPH en la region. Se recomienda brindar los
resultados y los diagndsticos obtenidos a cada uno de los sujetos participantes.
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ANEXOS

Anexo A. Entrevista para evaluar factores de riesgo.

€113 UNIVERSIDAD
aUS‘ EL BOSQUE

ENTREVISTA PARA EVALUAR FACTORES DE RIESGO PARA ESTUDIO
“PREVALENCIA Y CARACTERIZACION GENOTIPICA DELVIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO EN ALTERACIONES POTENCIALMENTE MALIGNAS Y CANCER ORAL EN 5
REGIONES DE COLOMBIA. ESTUDIO MULTICENTRO"

Institucion

Fecha Codigo

Usted encontrard una serie de preguntas las cuales deberd contestar lo mas sinceramente
posible. Por favor lea las preguntas contéstela y luego introduzca la encuesta en el lugar que le
ser4 indicado. Recuerde que sus respuestas son confidenciales y usted no debera idenlificarse
con su nombre.

1 Edad l ],, '7‘ R
| 2 | Sexo Femenino [ | Masculino |
3 Lugar de nacimienlo
4 Lu(i:}; dondo ha vivido los
ultimos 5 afios
5 A que se  dedica
actualmenlte
6 Estado civil | Soltero | [ Casado | Separado | Divorciad
| Union libre_| | Viudo | otro | T s
7 Ha tenido pareja estable durante el ultimo afio? Si || No T
8 Cual es su nivel de | Primaria Primaria Secundaria ‘Secundaria
educacion? completa incomplota complela incompleta
| Tecnica Tecnica Profesional Profesional
completa incompleta completa incompleta
9 Nivel de ingrecos familiares Menos  de 3 Entre 3 y 8 Mas de 8
salarios salarios minimos salarios minimos
minimos
10 Ha sido diagnésticado por un médico de alguna enfermedad en su organismo a lo largo de su
vida? Si l No
11 a.
Si su respuesta a la anterior pregunta fue St diga cual | b.
o cuales enfermedades le han sido diagnosticadas. c.
d.
a.
12 | Algun familiar suyo ha sufrido de cancer? [Padre | [Madre [ [Hermanos | | Abuclos |
13 | Si su respucsta a la
anterior fue SI diga cual
cancer lo fue
dingnosticado,
14| Ha rocibido algan tipo de madicamento bajo formulacion médica en los Gltimos 5 afos l Si I I No I
16 | 81 su respuesta anterlor fue SI por
favor llene ¢l siguiente cuadro de | Nombre del medicamento
fa manera mas completa posible,
Para que so lo formularon
Por cuanto liempo lo tomo




Lo esta tomando actualmente

16 Es usted | Si No Ocasional Lo dejo hace menos de 6
fumador? meses
17 | Por cuanto tiempo ha fumado De 6 meses De 2 a 10 Mas de
a1 afo anos 10 afnos
18 | Sifuma actualmente diga cuantos cigarrillos consume Menos de 10 Entre 10 y Mas de
al dia 20 al dia 20 al
dia
19 | Si usted es exfumador hace cuanto | De 6 mesesa5 De 5 a 10 afos Mas de 10 afos
tiempo dejo de fumar anos
20 | Si usted no fuma, por favor indique si en su hogar o trabajo esta expuesto constantemente
a humo de cigarrillo Si No
21 | Usted consume bebidas | Todos los Al menos 1 vez Ocasiona Nunc
alcohdlicas dias semana | a
22 | Si usted consume bebidas alcohdlicas Bebidas fuertes como
marque cual o cuales con una X al frente de ron, aguradiente,
las bebidas que se listan a continuacién Cerveza Vino whisky, Vodka
23 | Cuando comenzd a ingerir mas de doce | Anles de los Despues de
veces al afno bebidas alcohdlicas? 20 afos los 20 afios Nunca
24 | Si usted consume bebidas alcohdlicas | Menos de 5 Mas de 5 tragos En menor
indique a cual de estos grupos perlenece tragos al dia al dia proporcion que lo
anterior
25 | Consume o ha consumido alguna vez en la | Marihuana Bazuco Pegante Cocaina
vida alguna de estas sustancias que se
listan a continuacion?
Extasis Anfeta Otras Cual
minas
26 | Si la respuesta a su pregunta anterior fue | a. Consumo diario
positiva, con que frecuencia consume usted | b. Consumo semanal (maximo 1 vez por semana)
estas sustancias? c. Ocasional (maximo 2 veces al mes)
d. Esporadico (alguna vez en la vida)
e. Nunca
27 | Ha sido usted vacunado contra el virus de papiloma humano? Si No No
sabe
28 | Sila respuesta a la pregunta anterior fue positiva a que edad fue usted | Antes de los Despues de
vacunado? 20 afos los 20 anos
29 | Usted o su pareja ha sido diagnosticado con virus de papiloma humano? Si No No
sabe
30 | Ha tenido alguno | Sangrado Absceso 0 pus en Movilidad dentaria Perdida de dientes
de estos signos de encias encias por aflojamiento
31 | Ha identificado en alguna parte de su | Una ulcera Mancha Mancha roja Una
boca alguna de las siguientes balnca masa
situaciones?
Dolor que no se asocie Cambio de Dificultad Dificultad para Ninguna de
a ningun diente voz apra hablar tragar las anteriores

MUCHAS GRACIAS.




Anexo B. Formato de criterios de seleccién y exclusion

€1 |2 UNIVERSIDAD
44 ELBOSQUE
FORMATO PARA CRITERIOS DE SELECCION Y EXCLUSION
FECHA
Nombre
c.C
‘ Edad Género M

Diagndstico clinico

Paciente mayo de 18 afios de edad Si No
Presenta lesién en cavidad oral clasificada como potencialmente Si No

| maligna

! Se encuentra en embarazo o lactancia Si No
Paciente con VHI-SIDA Si No
Paciente tratado con quimioterapia o radioterapia Si No
Paciente con enfermedad autoinmune. Si No
ACEPTADO Si No

NOMBRE EXAMINADOR FIRMA

OBSERVACIONES
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Anexo C.

Caracteristicas

clinicas

FORMATO HISTORIA CLINICA Y RENHSION BIOPSIA PARA ESTUDIO
“PREVALENCIA Y CARACTERIZACION GENOTIPICA DELVIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN
ALTERACIONES POTENCIALMENTE MALIGNAS Y CANCER ORAL EN 5 REGIONES DE COLOMBIA.

ESTUDIO MULTICENTRO”
| DATOS GENERALES
|
| Institucion
{
[ Fecha I Codigo
L
| Tipo de biopsia | Incisional | Excisional [ T Punch | citologia |
Nombre del paciente
Direccion I Telefono
Edad | Sexo F [ T ™M T 1 Rarza [
Ocupacion
EXAMEN CLINICO
Antecedentes medicos
de importancia
Palpacion ganglionar
Numero total de dientes -
Uso de protesis Si No 5
Tipo de protesis Total Removible Rt SRR
' Si la respuesta es Estabien | Si Si | | Genera trauma | Si
afirmativa identifique si: | adaptada | No Es inestable | No directo No
CARACTERIZACION DE LA LESION
Caracterizacion de la Macula Placa Erosion Ulcera
lesion Vesicula Ampolla Papula Nodulo
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DESCRIPCION DE LA LESION

Menor a 1 mes Det1a3l De3ab DeGaneses}
Tiempo de evolucién meses meses
De9a12 Mayor a 1 ﬁ
meses ano No sabe
Sintomatologia Doloroso No doloroso R e s
; Forma Redonda Ovalada Irregular
" Color Roja Blanca Rojo y blanco
‘; _ Café Negra Igual a la mucosa
: Tamario Menora 1 cm Entre 1y2cm Mayor a 2 cm
Base Sesil Pediculada (R L Ot i
Consistencia blanda Dura Cauchosa | | crepitante
Superficie Continua Discontinua i
Textura Lisa Rugosa
Contorno Regular Irregular
Borde Plano Elevado
Numero Unica Multiple
LOCALIZACION INTRAORAL
Labio superior Labio inferior

Encia superiro

Encia inferior

Carrillo derecho

Carrillo Izquierdo

Paladar duro

Paladar blando

Orofaringe

Dorso de lengua

Borde lateral
lengua

Zona ventral
lengua

Descripcion de imagenes
radiograficas

Impresion diagndstica

Nombre del responsable

Firrma y cedula del responsable

CC No:

Telefono de contacto

Correo electronico del
responsable
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Anexo D. Consentimiento informado
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARTE It

Dirigido a hombres y mujeres mayores de 18 afios, atendidos en las clinicas odontol
Universidades El Bosque, Colegio Universitario Colombiano sede Cali y Universidzd Del |
invitados a participar en la investigacion “PREVALENCIA Y CARACTERIZACION GE:\OI!PICA
DELVIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN ALTERACIONES POTENCIALMENTE MALIGNAS Y
CANCER ORAL EN 5 REGIONES DE COLOMBIA. ESTUDIO MULTICENTRO”

Este consentimiento informado debera ser firmado si usted esté de acuerdo en pariicipar en este
estudio y usted recibiré una copia completa del documento.

Yo soy el Dr (a) y
coinvestigador en este proyecto de investigacion. Estamos haciendo unz investigzci
presencia del virus del papiloma humano VPH en mucosas de la cavidad oral, para
calsificacion del genotipo al cual corresponda y poder ver si hay algunz relacion con lesion
se consideran precancerosas o cancer en la boca. Lo voy a invitar 2 pz
investigacion y le daré toda la informacion que usted desee. No tiene que decidir ahorz y esi2 en
libertad de hablar con la persona que usted desee sobre la investigacion.

Si hay palabras que usted no entienda, puede decirmelo y nos tomamos el tiempo necesario
poder explicarle y que le quede claro, de igual manera si le surgen mas pregunias pu
preguntarme a mi, o a otro miembro del equipo.

Propoésito:

Usted debe entender que el objetivo de ésta investigacion es determinar si hay presenciza del virus
del papiloma humano VPH en alguna parte de la cavidad oral, y poder buscar una relzci tste
virus con la presencia de alguna lesion precancerosa o con cancer oral. Tambien buscg,—fs
clasificar a que genotipo corresponde el virus encontrado ya que no todos los tipos de VPH son
considerados como riesgo para desarrollar cancer oral.

Tipo de Intervencion de Investigacion

Esta investigacién incluird un examen clinico complero extraoral y de las mucosas orales, un
examen clinico con la lampara de autofluorescencia, toma de una muestra de citologia parz el
estudio de las celulas y una biopsia que confirme un diagnéstico clinico. Una biopsia es Ia toma
quirurgica de una parte de tejido para ser estudiado a un microscopio. Su riesgo es minimo y se
haréa bajo todos los parametros de bioseguridad.




12 UNIVERSIDAD

2/s ELBOSQUE

PARTE Il
Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion “PREVALENCIA Y CARACTERIZACION
GENOTIPICA DELVIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN ALTERACIONES POTENCIALMENTE
MALIGNAS Y CANCER ORAL EN 5 REGIONES DE COLOMBIA. ESTUDIO MULTICENTRO" He
de realizar una o tres visitas de seguimiento dependiendo del caso particular. He sido informado de
que los riesgos son minimos y pueden incluir los propios de hacer una biopsia. Se me ha
proporcionado el nombre de un investigador que puede ser faciimente contactado usando el
nombre y la direccion que se me ha dado de esa persona.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar
sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion como participante y entiendo que tengo el derecho
de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera mi
cuidado médico.

Nombre del Participante

Firma del Participante CC:

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento
informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.
Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo 1

Firma del testigo 1 CC:

Nombre del testigo 2

Firma del testigo 2 CC:

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Fecha [ODia/mes/afio

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento Informado.
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