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RESUMEN

Frecuencia del virus de papiloma humano en el epitelio de surcos y
bolsas periodontales en diferentes estadios de la enfermedad
periodontal. Estudio piloto

Objetivo: Establecer la frecuencia de deteccién del virus del papiloma
humano (VPH) en tejido periodontal en una muestra de pacientes con
diferentes condiciones periodontales. Materiales y Métodos: Este
estudio piloto incluyo 45 sujetos, mayores de 18 afios y menores de 65
afios asignados de acuerdo con la edad y el estado periodontal; menores
de 40 afios (n=19); salud gingival y/o gingivitis (n=8), periodontitis estadio
| o Il (n=5) y estadio Ill o IV (n=6) y mayores de 40 afios (n=26); salud
gingival y/o gingivitis (n=8); periodontitis estadio | o Il (n=5); estadio Ill 0
IV (n=13). Todos los sujetos firmaron el consentimiento informado
aprobado por el comité de ética de la Universidad El Bosque. Se tomaron
muestras del surco gingival o de las bolsas periodontales usando puntas
de papel estériles, en el cuadrante de las bolsas mas profundas
realizando friccion sobre el epitelio sulcular. EI ADN total se extrajo
usando el kit QlAamp® DNA FFPE Tissue y se realiz6 una PCR con
PCO3/PCO4, que amplifican un fragmento de 110 pb del gen de la
Rglobina, visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con SYBR Safe para identificar la banda amplificada de 110pb. Una gRT-
PCR se realizé para la deteccion de VPH en muestras usando cebadores
de consenso GP5+/GP6+ con el kit de mezcla maestra Kappa SYBR
Green (KapaBiosystems®) y CFX96 Ciclador térmico en tiempo real Bio-
Rad (Biorad, Hercules, CA). La frecuencia se establecid por la presencia
o ausencia de VPH y VPH 16/18.Resultados: El total de las 45 muestras
tomadas, 4 muestras fueron positivas para VPH, un paciente en el grupo
de salud periodontal de 45 afios de edad hombre, un paciente en el
grupo de estadio | de 35 afios de edad mujer, un paciente en el grupo de
estadio Ill de 35 afos de edad hombre y uno en el grupo de estadio IV
de 47 afios de edad mujer. Conclusién: Se observé una frecuencia de
VPH del 8.8% de las muestras de células epiteliales de tejido
periodontal. La presencia de VPH no se asocio con el estadio periodontal
o la edad. El tejido periodontal puede ser un reservorio de VPH. Los
resultados de la curva no demostraron la presencia de VPH 16 o 18.
Futuros analisis deberan llevarse a cabo para establecer los genotipos
virales presentes en las muestras.

Palabras clave: VPH, tejido periodontal, surco gingival, bolsa
periodontal, gingivitis, periodontitis



ABSTRACT

Frequency of the human papillomavirus on periodontal folds and
pockets during different stages of periodontal disease. Pilot study

Objective: To establish the frequency of detection of the human
papillomavirus (HPV) on periodontal tissue within a sample of patients
with differing periodontal conditions. Materials and methods: This pilot
study included 45 subjects under 65 years of age and over 18 years of
age, assigned depending on the age and periodontal stage: under 40
years (n=19); gingival health or gingivitis (n=8), periodontitis stage | or Il
(n=5), stage Ill or IV (n=6) and over 40 years (n=26); gingival health or
gingivitis (n=8); periodontitis stage | or Il (n=5), stage Ill or IV (n=13). All
subjects signed the informed consent approved by the ethics committee
of Universidad El Bosque. Crevicular sulcus or periodontal pocket
samples were taken from the deepest quadrant using sterile paper tips
with friction. Total DNA was extracted using the QlAamp® DNA FFPE
Tissue kit and a PCR was carried out with PCO3/PCO4 which amplifiy a
segment of 110 pb Rglobina gene visualised by electrophoresis in
agarose gel at 1%, dyed with SYBR Safe in order to identify the amplified
band. A gqRT-PCR was carried out in oder to detec the HPV from samples
using GP5+/GP6+ primers, the Kappa SYBR Green master mix
(KapaBiosystems®) and CFX96 thermal cycler in real-time Bio-Rad
(Biorad, Hercules, CA). Frequency was established by the presence or
absence of HPV and HPV 16/18. Results: Four samples from the 45
taken resulted positive: one male patient 45 years of age in the
periodontal group, one female patient 35 years of age and stage |, one
male patient aged 35 years and stage Ill and one female aged 47 stage
IV. Conclusion: A HPV frequency of 8.8% was observed on the
epithelial cell samples from periodontal tissue. Presence of HPV was not
associated with periodontal condition or age. Periodontal tissue may be a
reservoir for HPV. Curve results did not show presence of HPV 16 or 18.
Future analysis should be carried out in order to establish the viral
genotypes present in the samples.

Key words: HPV, periodontal tissue, crevicular sulcus, periodontal
pocket, gingivitis, periodontitis.



1. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal se caracteriza por la presencia de inflamacion gingival,
pérdida de insercion tisular, formacion de bolsa periodontal y pérdida de hueso
alveolar alrededor del diente afectado. Se acepta ampliamente que el inicio y la
progresion de la periodontitis depende de la presencia de microorganismos Gram-
negativos y Gram-positivos capaces de causar enfermedades. Sin embargo, las
teorias tradicionales que explican la fisiopatologia de la periodontitis no pueden
explicar varios aspectos de la enfermedad, incluido el fracaso de la progresion de
todos los casos de gingivitis a periodontitis, la especificidad del sitio, su naturaleza
episodica, entre otras. Por lo tanto, la investigacion se ha ramificado en diferentes

direcciones, una de las cuales incluye virus. (Shipilova et al., 2018)

Los virus son capaces de colonizar las células huésped, de evadir los mecanismos
de defensa inmunolégicos y de inducir la produccion de sustancias que pueden
iniciar directamente la destruccion del tejido. Debido a esto, es importante
investigar el papel de los virus en la patogenia de la enfermedad periodontal,
especificamente del virus del papiloma humano (VPH), ya que en diversos
estudios se ha encontrado presente en cavidad oral, en el periodonto marginal, en
el surco gingival y en bolsas periodontales, ademas est4 asociado con tumores
malignos de cabeza y cuello. Los carcinomas de cabeza y cuello asociados al
VPH son cada vez mas importantes y constituyen una entidad Unica. (Shipilova et
al., 2018)

Los virus del papiloma humano son pequefios virus de ADN, de los cuales se han
identificado mas de 100 tipos y mas de 30 estan presentes en la mucosa oral. Se
ha demostrado que el VPH tiene una asociacion positiva con la periodontitis, sin
necesidad que existan signos clinicos evidentes de infeccion viral, por lo tanto se
sugiere que el periodonto puede actuar como reservorio para este virus. (Hormia
et al, 2005; Shipilova et al, 2018)



Algunos autores afirman que puede haber una sinergia entre la periodontitis
cronica, la infeccion oral por VPH y el carcinoma de cabeza y cuello. Hay varios
puntos de evidencia para esto; el periodonto puede actuar como un reservorio
para el VPH, la periodontitis crénica puede tener un papel en la historia natural del
VPH en pacientes con carcinomas de la base de la lengua, al facilitar la infeccion
inicial y la persistencia de la infeccion por VPH en la bolsa periodontal. En
segundo lugar, se sabe que el VPH es el agente causante de las neoplasias
malignas epiteliales del cuello uterino. Los tipos de VPH de alto riesgo (con mayor
frecuencia VPH 16 y ocasionalmente VPH 18) identificados en el carcinoma de
células escamosas amigdalina positivo para VPH son similares a los que se
encuentran en los canceres de cuello uterino. En tercer lugar, existen similitudes
entre el epitelio cervical uterino y el epitelio de union del periodonto. Ambos tienen
una capa basal de division rapida a la que el VPH tiene una gran afinidad. Esto
indica que la periodontitis cronica (que facilita el ciclo de vida del VPH) puede
tener un papel en el aumento del riesgo de carcinoma de cabeza vy
cuello.(Shipilova et al., 2018)

Se sabe que estos virus infectan las células basales y suprabasales. Dado que la
bolsa periodontal es el Unico sitio en la mucosa oral donde las células basales,
gue se sabe que son dianas del VPH en otros sitios de la mucosa, normalmente
estan expuestas al medio ambiente, se plantea la hipétesis de que este podria ser
el sitio del VPH latente. El epitelio de union del periodonto es un epitelio de
diferenciacion rapida cuyas células se exfolian en todo el surco gingival antes de
que puedan diferenciarse. Durante la enfermedad periodontal, se produce la
formacion de bolsas que se asocia tipicamente con una rapida proliferacion y
migracion de las células basales y supra-basales del epitelio de union. Por lo
tanto, el epitelio de la bolsa ofrece un sitio favorable para la replicaciéon de VPH
(Shipilova et al., 2018)



2. MARCO TEORICO

2.1 Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano (VPH) es la infeccion de transmision sexual
(ITS) mas prevalente en todo el mundo (Albrecht 2008). Se ha establecido
claramente como una causa necesaria, pero no unicamente suficiente, del
cancer invasivo del tracto anogenital, particularmente en el cancer de cuello
uterino (Walboomers 1999), Este virus de ADN bicatenario no envuelto tiene
un tropismo por las células epiteliales y puede inducir hiperplasia,
papilomatosis y lesiones verrucosas en el epitelio escamoso estratificado de
la piel y la mucosa (Monk 2007). El virus se replica en el epitelio escamoso y
su ciclo de vida se completa en las células superficiales maduras del epitelio.
La dependencia del crecimiento viral en la maduracion escamosa es tipica del
VPH y produce un cambio citologico distinto en las células maduras (atipia
koilocitica (atipia nuclear y vacuolizacionparanuclear), que se considera un
efecto citopético viral y un marcador empirico para la infeccion por VPH
(Crum 2004).

El virus del papiloma humano esta fuertemente asociado a lesiones en
cavidad oral, esta es la sexta neoplasia maligna mas comun y una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad por cancer en todo el mundo
(Nagpal y Das Bibhu 2003). Inicialmente se plante6 que algunos serotipos de
VPH pueden infectar y causar lesiones benignas en el tracto aero-digestivo
superior humano como carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello
(CECC) u oro-faringeo (COCE) ademas, se sabe que causan carcinomas
genitales. Los principales factores de riesgo para la CECC VPH-positivo no
son el tabaco o el alcohol como ocurre con los VPH-negativo, sino que se
relacionan principalmente con la historia sexual (Kreimer et al, 2004; Gillison
et al, 2008), el riesgo aumenta con un numero creciente de parejas sexuales
orales y vaginales, antecedentes de verrugas genitales y una edad temprana

en la primera relacion sexual (Schwartz et al, 1998; Kreimer et al, 2004).



En los dltimos 25 afos, ha habido un interés creciente en los virus del
papiloma humano (VPH) debido a su papel potencial en la patogénesis de
varias neoplasias malignas humanas. Hasta la fecha, se han identificado mas
de 100 tipos de VPH, de los cuales mas de 30 (1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16,
18, 20, 28, 31, 32, 33, 35, 38, 40, 45, 52, 54, 55, 57, 58, 59, 68, 69, 72, 73,
77, 85) han sido detectados en la mucosa oral. La primera evidencia que
sugiere que el VPH podria estar presente, se da en 1983, donde se publico
un metandlisis reciente de la literatura mundial hasta 1997, que confirmaba el
VPH como un factor de riesgo independiente para el SCC oral. Ademas, una
amplia variedad de lesiones benignas de células escamosas en la mucosa
oral se han relacionado causalmente con el VPH, incluidos el papiloma de
células escamosas, el condiloma acuminado, la verruga vulgar y la

hiperplasia epitelial focal (FEH). (Hormia 2005)

Los papilomavirus infectan muchas especies de vertebrados, pero son muy
especificos de cada especie. Todos los papilomavirus son bastante similares
en la estructura fisiolégica y la organizacion del genoma. El virion esta
compuesto por un genoma de ADN de doble cadena, de 8000 pares de
bases, encerrado en una cépsideicosaédrica desnuda de aproximadamente
55 nm de didmetro. Los virus del papiloma humano (VPH) se pueden agrupar
ampliamente en tipos cutaneos y mucosotropicos.Los VPH mucosotrépicos
se encuentran tipicamente en la mucosa anogenital y la mucosa oral. La
infeccion genital por VPH se puede transmitir a la mucosa oral mediante
autoinoculacién, sexo oral o contacto oral (besos). El tipo mucosotrépico se
clasifica ademas en tipos de alto y bajo riesgo, en referencia a su asociaciéon

con el cancer cervical. . (Scheurer 2005)

El genoma viral se organiza en tres segmentos: la region temprana (E) que
comprende E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y representa el 50% del genoma, la
region tardia (L) que consta de L1 y L2 que representa 40% del genoma y
una region reguladora genomica que representa el 10% del genoma. Las

oncoproteinas E6 y E7 virales son necesarias para la conversiéon maligna. El



genoma del VPH estd compuesto de tres regiones principales: la region de
control largo, los genes E1-E8 tempranos y los genes L1-L2 tardios. Las
capacidades de las proteinas E6 y E7 del VPH de alto riesgo para asociarse
con los supresores de tumores p53 y pRB, respectivamente, se han sugerido
como un mecanismo por el cual estas proteinas virales inducen la formacién
de tumores. (Shipilova 2018)

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus de ADN que puede causar
infeccion crénica de la piel o del epitelio de la mucosa. Algunas partes del
genoma viral se integran ocasionalmente en el ADN de las células huésped,
algunos de los genes tienen un potencial maligno (Nair 2005). Estos se han
identificado en cavidad oral, en particular en el periodonto marginal, también
se encuentran presentes en la bolsa periodontal y en el surco gingival. Se ha
demostrado que el VPH tiene una asociacion positiva con la periodontitis. Se
han realizado varios estudios, identificando la presencia de VPH en el
periodonto: la deteccién de VPH 6, 11, 16 ADN o ADN relacionados en los
tejidos periodontales sin signos clinicos evidentes de infeccion viral sugiere
gue el epitelio gingival puede actuar como reservorio. Los VPH de alto riesgo
también estan asociados con un subconjunto de carcinomas de cabeza y
cuello. Los carcinomas de cabeza y cuello asociados al VPH son cada vez
mas importantes. Diferentes autores sugieren que el periodonto podria ser un

reservorio para el VPH. (Shipilova 2018)
2.2 VPH en tejido periodontal sano

La asociacion del virus del papiloma humano con diversas lesiones orales
debe considerarse en relacion con la mucosa oral normal para establecer la
historia natural del virus del papiloma humano en la cavidad oral. Se ha
enfatizado la importancia de distinguir las infecciones clinicas, subclinicas y
latentes del virus cuando se investigan las infecciones de la mucosa oral en el

virus del papiloma humano. (Hashimoto 1999)



En la mucosa oral normal, se ha detectado una gran variacion en las tasas de
VPH, del 22% al 60% (Smith et al 1998); desde el 0% hasta el 81.1% en
estudios que utilizan diferentes métodos y con un numero limitado de
individuos, y esto parece depender de la poblacién estudiada y de la eleccion
del método (Terai et al 1999, 2001) Se ha sugerido que la prevalencia de
VPH en la mucosa normal incluye infecciones subclinicas y/o latentes, y que
la infeccidn con un namero bajo de copias de virus es comun en la cavidad
oral (Oliveira et al 2003).

La presencia del VPH en diferentes enfermedades de la mucosa oral y en la
mucosa hormal ha planteado dos preguntas importantes: ¢ Cémo se adquiere
la infeccion por VPH en la mucosa oral y cuéles son los sitios en los epitelios
orales donde reside el VPH latente? En otras partes del cuerpo, como el
tracto genital, el VPH infecta exclusivamente las células basales del epitelio,
donde el virus puede permanecer latente. El VPH entra en las células basales
a través de micro-lesiones, o por exposicion normal de células parabasales
en la zona de transformacion del cuello uterino, la Unica ubicacion en la
mucosa oral donde las células basales estan expuestas al ambiente es la

bolsa periodontal. (Hormia 2005)

El bajo nimero de copias del virus del papiloma humano detectado en la
mucosa oral normal sugiere que la infeccién persistente o transitoria del VPH
en la mucosa de la cavidad oral ocurre con frecuencia. Se debe considerar la
posibilidad de transmisién del virus del papiloma humano desde otra parte del
cuerpo u otra persona. En general, el virus se transmite por contacto sexual o
por una ruta no sexual como la auto-inoculacion de una regién a otra en la
misma persona o0 la transmisién vertical durante el periodo perinatal. La
infeccion subclinica o latente del virus del papiloma humano en la mucosa
oral normal es comun y el VPH-18 es el genotipo predominante. Esto sugiere
que la cavidad oral es un reservorio del virus del papiloma humano, y la

infeccion en combinacion con otros factores se asocia con el desarrollo



posterior de lesiones escamosas orales, incluida la displasia y el cancer oral.
(Hashimoto 1999)

Aungue la prevalencia informada varia considerablemente, los VPH son
comunes en muestras orales, como biopsias o muestras de mucosa, de
hecho, Furrery colaboradores en el 2006 encontraron muestras positivas
para el virus de bocas sanas, en este estudio analizaron citologias orales y
muestras de biopsias de 59 individuos divididos en dos grupos; el grupo caso
incluyé 33 sujetos (21 hombres y 12 mujeres) con una edad media de 58,7
afios con lesiones malignas o potencialmente malignas y el grupo control
consistié en 23 sujetos (6 hombres y 17 mujeres) con una edad media de
38,1 afios con mucosa clinicamente normal. El método de toma de muestra
elegida para este estudio fue con una espatula metélica estéril, que permitio
una seleccién mas precisa de los sitios de la muestra que la técnica con cyto-
brush. Los frotis se realizaron en la mucosa afectada y en la mucosa oral no
queratinizadanormal contralateral. Cada sitio se rasp6 cinco veces y se tuvo
cuidado para evitar la contaminacién cruzada entre los sitios de la muestra.
La punta de la espatula se sumergié en 2,5 ml de solucién salina tamponada
con fosfato, pH 7,5, y posteriormente se congelé a 80°C. Los resultados

obtenidos fueron analizados mediante PCR, southern-blot e histopatologia.

La prevalencia de VPH en las muestras de los controles sanos fue de 4.3%
positivos para VPH 18 y 4.3% presentaron genotipos de VPH diferentes a 6,
11,16y 18, y el 91.3% fueron VPH negativos.

El virus en mucosa oral sana fue encontrado también por Lawton y
colaboradores en su estudio en 1992 donde compararon métodos de
recoleccion de muestras (citologia oral, biopsias y enjuagues bucales) en la
deteccion del virus en mucosa oral normal, en una poblacion adulta de raza
blanca, EI ADN del VPH se detecto en la boca del 60% de 60 sujetos. El VPH
16 fue el genotipo mas prevalente y las muestras positivas se encontraron

con mayor frecuencia en hombres mayores de 50 afios. Un enjuague bucal



con sacarosa al 3% produjo resultados mas positivos (51%) que el frotis de la
mucosa de tres sitios separados (45%) o biopsias de mucosa bucal (12 %).

Hashimoto y colaboradores en 1999, tomaron muestras orales de 30
voluntarios sin lesiones verrugosas en piel y en cavidad oral y de 7
pacientes con verrugas en la piel. Los voluntarios comprendieron 19 hombres
y 11 mujeres (edad promedio, 32 afios; rango, 22 a 48 afios) y los pacientes
con verrugas en la piel comprendieron 3 hombres y 4 mujeres (edad
promedio, 41 afios; rango, 22 a 62). Se realiz6 frotis de la mucosa yugal de
ambas mejillas utilizando un hisopo de algodon, el hisopo se sumergié en un
tubo que contenia 1 ml de solucion salina tamponada con fosfato. Luego, el
tubo se centrifugé y el sedimento celular se congel6 a 80 ° C hasta su uso.

La presencia de ADN del virus del papiloma humano se examind mediante la
PCR utilizando cebadores consenso L1 (L1C1/L1C2y L1C2m; L1-PCR), una
técnica que se puede usar para amplificar mas de 30 papilomavirus humanos
en la mucosa. El conjunto de cebadores HVP2 / B5, que amplifica la mayoria
de los papilomavirus humanos conocidos de los tipos de piel y mucosa, y los
cebadores especificos del tipo para VPH-16 y VPH-18 también se emplearon.
Todos estos métodos de PCR amplifican la regién L1 del genoma del virus
del papiloma humano, y su sensibilidad se determiné utilizando ADN de VPH-
16, -18, -58 y -61. Aproximadamente 100 ng de cada ADN extraido se
sometié a amplificacion por PCR utilizando ADN polimerasa Taq o el sistema
de amplificacién de alta fidelidad que contiene ADN polimerasa Taq y Pwo.
Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
al 2%, se tifleron con bromuro de etidio y se visualizaron en un
transiluminador ultravioleta. La extraccion de ADN, la preparacién de
reactivos y la adicion de ADN de muestra se llevaron a cabo utilizando puntas
de pipeta filtradas en gabinetes separados y cada prueba incluyé una mezcla

de amplificacion de control negativo sin muestra de ADN.

Las muestras orales recolectadas de los 30 voluntarios y 7 pacientes con

verrugas en la piel también se examinaron mediante analisis



semicuantitativode L1-PCR. El cebador directo L1C1 se marc6é con [g32P]
ATP utilizando polinucledtido quinasa T4. Las condiciones de PCR
empleadas en este experimento fueron 40 ciclos de desnaturalizacion (94°C,
1,5 min), recocido (50°C, 1,5 min) y extension (72°C, 2 min) (16) y 100 ng de

cada muestra.

A manera de resultados en cuanto a la deteccion del virus en la mucosa oral
normal, ellos reportan lo siguiente: La L1-PCR que utiliza el sistema de
amplificacion de alta fidelidad mostré que 30/37 (81.1%) muestras orales
normales de voluntarios sin verrugas en la piel y las 7 muestras orales de
pacientes con verrugas en la piel albergaban el virus del papiloma humano.
Sin embargo, la tasa de deteccion varié dependiendo de los métodos de PCR
empleados. Las sensibilidades del método de PCR de tipo especifico para
VPH-16 y -18 y el método de PCR general con cebadores VPH2 / B5 fueron
de 10%1 a 1022 numeros de copias por célula y ninguna muestra clinica
resulté positiva para el ADN del virus del papiloma humano. La sensibilidad
de la L1-PCR utilizando la polimerasa Taq fue equivalente a 1022 nimeros de
copias y detectd el ADN del virus del papiloma humano en solo 2/37 (5,4%)

de las muestras.

Se examinaron 30 muestras orales mediante el analisis de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y analisis de secuenciacion
basado en PCR. VPH-18 y -61 se demostré mediante RFLP solo en 9 (de las
30 muestras) y en 2 (de las 7 muestras). En general, se encontraron varias
combinaciones de 6 genotipos del virus del papiloma humano en las muestras
orales viralmente positivas. Se encontraron genotipos Unicos y mdltiples en
13/30 (43.3%) y 17/30 (57%) de las muestras, respectivamente. Se encontré
gue veintiséis de estas 30 muestras (87%) contenian el genotipo VPH-18.
Dieciocho (60%), 7 (23%) y 2 (7%) contenian los genotipos VPH-61, -59 y -
16, respectivamente. El VPH-6 y un genotipo desconocido (VPH-X71) se

encontraron en un espécimen. La secuencia amplificada de VPH-X71 mostro



un 80% de homologia de secuencia de nucleétidos con la del prototipo de
VPH-71.

En cuanto a los virus del papiloma humano en pacientes con verrugas en la
piel, el examen histolégico de las 7 verrugas en la piel reveld 4 verrugas
vulgares, 2 condilomas acuminados y una queratosis seborreica. El LIPCR
reveldé que 2 de 7 verrugas en la piel, condiloma acuminado, albergaban el
ADN del virus del papiloma humano, y tanto el analisis de RFLP como el de
secuenciacion revelaron VPH-6. No se detecto virus del papiloma humano en
el espécimen de verruga vulgar o en la queratosis seborreica. Los diferentes
tipos de virus del papiloma humano entre las verrugas cutdneas y la mucosa
oral normal se mostraron en pacientes con verrugas cutaneas. Ademas, los
tipos de virus del papiloma humano detectados en la mucosa oral fueron

similares en individuos normales y en pacientes con verrugas en la piel.

La tasa de deteccién del virus del papiloma humano en la mucosa oral
depende del método utilizado y de su sensibilidad. Los métodos de PCR que
utilizan cebadores especificos de tipo para VPH-16 y -18 y VPH2 / B5 tenian
sensibilidades de 1021 a 102 numeros de copias por célula y no detectaron
virus del papiloma humano en ninguna muestra. La L1-PCR que utiliza Taq
polimerasa con una sensibilidad de 1022 numeros de copias identificé el ADN
del virus del papiloma humano en 2/37 muestras, mientras que L1-PCR que
utiliza un sistema de amplificacion de alta fidelidad con una sensibilidad de
1024 copias detectd el ADN del virus del papiloma humano en 30/37. Tanto el
RFLP como el andlisis de secuenciacion identificaron 6 genotipos, VPH-6, -
16, -18, -59, -61 y un tipo desconocido (VPH-X71). El VPH-18 fue el mas
prevalente (86,7%) en la mucosa oral normal. Se detectaron genotipos Unicos
y multiples en 13 (43.3%) y 17 (56.7%) de los 30 especimenes,

respectivamente.

Estos autores concluyen lo siguiente, si bien VPH-16 y -18 generalmente se
consideraron tipos de alto riesgo debido a que estos tipos se detectaron en

lesiones displasicas orales y canceres orales, también se detectaron en
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prevalencia alta (51.3%) en mucosa oral normal. EI VPH-18 afecta la
transformacion de los queratinocitos orales humanos normales y muestra
efectos carcinogénicos in vitro. Ademas el bajo numero de copias del virus del
papiloma humano detectado en la mucosa oral normal sugiere que la
infeccion persistente o transitoria del virus del papiloma humano en la mucosa
de la cavidad oral ocurre con frecuencia. La infeccion por virus del papiloma
humano de la mucosa oral de bajo nivel sugiere que la cavidad oral es un
reservorio del virus del papiloma humano, y la infeccion en combinacion con
otros factores se asocia con el desarrollo posterior de lesiones escamosas

orales, incluida la displasia y el cancer oral

Otros estudios previos sobre la prevalencia del virus del papiloma humano en
la mucosa normal, realizados por Mund K et al, Sugerman PB et al, se han
utilizado diversas muestras clinicas como frotis de la mucosa, enjuagues
bucales, biopsia de tejidos y PCR con cebadores especificos del tipo para
detectar el ADN del virus del papiloma humano, donde se ha reportado que
las tasas positivas del virus del papiloma humano variaron de 12% a 60% con
un namero bajo de copias de aproximadamente 1023 y se identificaron VPH-
6, -11, -16, -18, -31, -33 y -57.

2.3 El tejido periodontal como reservorio del VPH

El VPH infecta exclusivamente las células basales del epitelio, donde el virus
puede permanecer latente. El VPH entra en las células basales a través de
micro-lesiones, o por exposicion normal de células parabasales, la Unica
ubicacion en la mucosa oral donde las células basales estan expuestas al
ambiente en la bolsa periodontal. Varios estudios han demostrado que los
virus del herpes pueden tener un papel en la patogénesis de la enfermedad
periodontal. También hay algunas pruebas de que los VPH pueden infectar
los tejidos gingivales. La inflamacion cronica y la proliferacion epitelial

continlan en el epitelio sulcular y en el epitelio de unién. En periodontitis

11



podria favorecer la replicacion del VPH y podria ser el importante reservorio
de VPH en la mucosa oral (Hormia 2005)

El VPH causa efectos citopaticos caracteristicos (coilocitosis) y la
proliferacion de células epiteliales. Dado que la proliferacion y migracion del
epitelio de union es un sello distintivo importante de la degradacion
periodontal, estos efectos bioldgicos conocidos del VPH podrian proporcionar
un vinculo entre la infeccion viral y la enfermedad periodontal. En teoria, el
epitelio de unidn unido a la superficie del diente parece servir completamente
a las funciones celulares requeridas por el VPH. Tiene un fenotipo de células
basales y no se diferencia. Las células basales se exfolian a través del surco
gingival antes de que se produzca la diferenciacion. (Jacob 2014)

Se ha sugerido que los virus del herpes podrian afectar la defensa local del
huésped al interrumpirla barrera epitelial protectora al lisar las células
epiteliales, o al alterar la expresion de las moléculas receptoras de la
superficie celular. Los virus del papiloma humano, por otro lado, se sabe que
causan, ademas de los efectos citopaticos caracteristicos, una proliferacion
de células epiteliales. Dado que la proliferacién y la migracion del epitelio de
unién son una caracteristica importante de la degradacion periodontal, estos
efectos bioldgicos conocidos del VPH podrian proporcionar un vinculo entre la
infeccion viral y la enfermedad periodontal. La infeccion producida por VPH
esta estrechamente vinculada al programa de diferenciacion del queratinocito
huésped. Tras la entrada en las células epiteliales basales, los genomas de
VPH se establecen como elementos extracromosomicos de replicacion
autbnoma y se produce un bajo nivel de expresion de VPH. Tras la
diferenciacion de las células infectadas, se induce la replicaciéon productiva y
la expresion de los genes de codificacion capside (L1 y L2), lo que da como
resultado la produccién y el ensamblaje de particulas virales maduras. El
epitelio de union unido a la superficie del diente parece servir completamente

a las funciones celulares requeridas por el VPH. Tiene un fenotipo de células
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basales y no se diferencia. Las células basales se exfolian a través de la
grieta gingival antes de que se produzca la diferenciacion.

Los tipos de VPH de alto riesgo estan presentes en el epitelio del surco en
tejidos periodontales se revelaron las sefales de ADN del VPH mas intensas
en las células que se encuentran frente a la superficie del diente y se sabe
que expresan la integrina a6p4. También se han detectado proteoglicanos de
sulfato de hepardn en la union dento-epitelial, se encontr6 en el tejido
conjuntivo frente a las células del epitelio de union, pero no en el diente frente
a las células.Las células epiteliales periodontales marginales expresan los
receptores de VPH implicados que necesita el virus para su entrada en las
células huésped, brindando un fuerte apoyo adicional al concepto del

reservorio de VPH en la mucosa oral. (Hormia 2005)

En un estudio de corte transversal publicado en 2014, Jacob y colaboradores
buscaban determinar la proporcion de pacientes con virus del papiloma
humano (VPH-16) en el periodonto marginal mediante el analisis del ADN de
la muestra de tejido gingival y para comprender su asociacion con la
periodontitis, incluyo 102 sujetos sistémicamente sanos entre el grupo de
edad de 15y - 70 afios, el grupo de periodontitis consistié en pacientes con
una profundidad de bolsa periodontal = 5 mm que requirieron cirugia con
colgajo. El grupo sano se consideraron pacientes que requirieron un
alargamiento de la corona con fines de restaurativos. Se extrajeron un total de
102 muestras de tejido gingival mediante incisién con bisel interno durante la
cirugia de colgajo y el alargamiento de la corona (67 muestras del grupo de
periodontitis y 35 muestras del grupo sano).La presencia de ADN del VPH-16
se determin6 mediante una PCR estandar.

Los resultados del estudio arrojaron que todas las 102 muestras de ADN
fueron de buena calidad porque cuando se amplificaron con el cebador B-
globina, todas las muestras mostraron bandas brillantes en la misma
ubicacion que muestra el control positivo. Pero no se obtuvieron tales bandas

brillantes cuando se amplific6 con un cebador especifico para VPH-16. Por lo
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tanto, ninguna de las muestras de tejido contenia ADN del VPH-16. Por lo
tanto, de acuerdo con este estudio, el periodonto marginal no actué como
reservorio para el VPH-16. Sin embargo, otros tipos de VPH también deben
someterse a investigaciones similares. Solo cuando todos los tipos de HPV
que se encuentran comunmente en la cavidad oral se prueban en una
poblacion de estudio mas grande, se puede descartar por completo la

asociacion de HPV y periodontitis.

En este estudio se seleccion6 el periodonto marginal de acuerdo con el
estudio de Hormia et al., se esperaba que el tejido periodontal marginal es
cual estd en estrecha asociacion con los dientes tuviera los receptores
méaximos para el VPH. Esto se obtuvo mediante incisién en bisel interno. El
primer paso en la infeccién viral es la unidn del virus a un receptor especifico
en la superficie de una célula huésped susceptible. La integrina a6p4, un
receptor de la superficie celular para lamininas, se sugirié preliminarmente
como el receptor para la entrada del VPH. Se ha demostrado que la infeccién
por VPH requiere heparan sulfato de la superficie celular, y especialmente
sindecan-1 se ha implicado como el receptor candidato del VPH. También se
han detectado proteoglicanos de sulfato de heparan en la unién dento-
epitelial. Por lo tanto, las células epiteliales periodontales marginales
expresan los receptores de HPV implicados que necesita el virus para su
entrada en las células huésped, lo que brinda un fuerte apoyo adicional al

concepto de un reservorio de VPH en la mucosa oral.

Sin embargo el resultado negativo para VPH-16 obtenido en el estudio de
Jacob y colaboradores, lo atribuyen a un tamafo de muestra pequeio, mejor
situacién educativa y la practica de higiene por parte de la poblacién general
también podria ser una razon. En este estudio solo se prob6 un solo tipo de
VPH, (VPH 16). Otros tipos de VPH pueden estar presentes en el tejido
periodontal marginal.
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2.4 Prevalencia del virus en asociacion con la destruccion periodontal

Horewicz y colaboradores presentan en recopilacion de referencias de
autores y la prevalencia encontrada de diferentes virus, entre estos el VPH,
incluyen el estudio de Madinier et al., 1992 un estudio de corte transversal
con muestras de tejido de paciente con diagndéstico de periodontitis severa,
periodontitis agresiva, gingivitis y gingivitis asociada a paciente con VIH, la
prevalencia encontrada del virus fue de; 16%, 50%, 100% y 20%,
respectivamente. El estudio de Parra y Slots mediante muestras de fluido
gingival en pacientes con gingivitis y periodontitis, este estudio de casos y
controles, arrojo una prevalencia de 17% del virus en pacientes con
periodontitis. Saglam et al., en 1996 encontraron una prevalencia del virus del
100%, en muestra de tejido, un reporte de caso de un paciente con
agrandamiento gingival, Bustos et al., en el 2001, encontraron una
prevalencia del virus del 100% en mucosa sana normal y en pacientes con
agrandamiento gingival una prevalencia de 92.31% en su estudio de casos y
controles, y Hormia en el 2005, en su estudio de corte transversal, sobre
muestras de tejido en pacientes con periodontitis encontré una prevalencia
del virus del 26.31% del VPH.

Un estudio realizado en Brasil, publicado en el 2010, determino la
prevalencia del VPH-16 en tejido gingival de brasilefios con salud o
enfermedad periodontal, un total 104 pacientes sistémicamente sanos fueron
incluidos, de los cuales; 56 fueron muestras gingivales de sujetos con
periodontitis cronica (bolsas periodontales y perdida de insercion > 5 mm
(grupo caso), 26 muestras de sujetos con gingivitis (> 20% placa bacteriana)
y 22 muestras de sujetos con periodonto sano (< 20% de sangrado al sondaje
(grupo control), las muestras fueron obtenidas de tejido gingival de pacientes
sometidos a cirugia periodontal, incluidos procedimientos de gingivectomia y
colgajo en casos de periodontitis. Se obtuvieron muestras de periodonto sano
de casos diagnosticados con agrandamiento gingival, que se trataron

mediante procedimientos de alargamiento de la corona. Todas las muestras
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gingivales incluian el epitelio oral, el epitelio de union, epitelio de la bolsa y el
tejido conectivo subyacente.

Los resultados obtenidos de este estudio la prevalencia de VPH-16 fue del
0% en las 104 muestras gingivales analizadas. El VPH-16 no mostré
asociacion con la periodontitis crénica, ya que no se detectdé en ninguna

muestra de periodontitis, gingivitis o tejido sano.

2.5 Enfermedad periodontal y VPH

La enfermedad periodontal se caracteriza por la presencia de inflamacién
gingival, pérdida de insercion tisular, formacion de bolsa periodontal y pérdida
de hueso alveolar alrededor del diente afectado. Se acepta ampliamente que
el inicio y la progresién de la periodontitis dependen de la presencia de
microorganismos gramnegativos Yy grampositivos capaces de causar
enfermedades. Sin embargo, las teorias tradicionales que explican la
fisiopatologia de la periodontitis no pueden explicar varios aspectos de la
enfermedad, incluido el fracaso de la progresion de todos los casos de
gingivitis a periodontitis, la especificidad del sitio, su naturaleza episddica, etc.
Por lo tanto, la investigacién se ha ramificado en diferentes direcciones, una

de las cuales incluye virus.

Al menos, se han identificado tres caracteristicas de los microorganismos
periodontales que pueden contribuir a su capacidad para actuar como
patdgenos: la capacidad de colonizar, es decir, invadir y reproducirse en las
células huésped, la capacidad de evadir los mecanismos de defensa
antimicrobianos del huésped y la capacidad de producir sustancias que
pueden iniciar directamente la destruccion del tejido. Algunas de estas
propiedades se han encontrado en los virus, y en los Ultimos tiempos se esta
investigando el papel de los virus en la patogenia de la enfermedad
periodontal. Esto incluye el herpes virus y el virus del papiloma humano

(VPH). De estos virus, el VPH es de particular interés, ya que se ha
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encontrado en la cavidad oral y en particular en el periodonto marginal, y
también se sabe que estd asociado con tumores malignos de cabeza y
cuello.Los carcinomas de cabeza y cuello asociados al VPH son cada vez
mas importantes y constituyen una entidad Unica entre los carcinomas de

cabeza y cuello.

Algunos autores afirman que puede haber una sinergia entre la periodontitis
cronica, la infeccion oral por VPH y el carcinoma de cabeza y cuello. Hay
varios puntos de evidencia para esto; el periodonto puede actuar como un
reservorio para el VPH, la periodontitis cronica puede tener un papel en la
historia natural del VPH en pacientes con carcinomas de la base de la lengua,
al facilitar la infeccion inicial y la persistencia de la infeccion por VPH en la
bolsa periodontal.En segundo lugar, se sabe que el VPH es el agente
causante de las neoplasias malignas epiteliales del cuello uterino. Los tipos
de VPH de alto riesgo (con mayor frecuencia VPH 16 y ocasionalmente VPH
18) identificados en el carcinoma de células escamosas amigdalina positivo
para VPH son similares a los que se encuentran en los canceres de cuello
uterino. En tercer lugar, existen similitudes entre el epitelio cervical uterino y
el epitelio de unién del periodonto. Ambos tienen una capa basal de division
rapida a la que el VPH tiene una gran afinidad. Esto indica que la periodontitis
cronica (que facilita el ciclo de vida del VPH) puede tener un papel en el

aumento del riesgo de carcinoma de cabeza y cuello. (Shipilova 2018)

Multiples estudios han identificado en virus en paciente con enfermedad
periodontal; el objetivo del estudio realizado por Anna Shipilova y
colaboradores en el afio 2018, fue detectar lapresencia o ausencia de VPH
en el periodonto mediante la deteccion de ARNm de E6 / E7 mediante
hibridacién in situ y citometria de flujo. Participaron 60 individuos con
diagnéstico de periodontitis crénica localizada segun la clasificacion de
enfermedades periodontales de 1999 (Academia Americana de Periodoncia)

con pérdida de insercion clinica> 5 mm que involucra menos del 30% del total
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de sitios, que se manifiesta clinicamente como una bolsa periodontal, con

edades entre 21y 70 afios.

Los pacientes se dividieron en dos grupos, cada grupo de 30 pacientes, se
tomaron 90 muestras en total: los controles se definieron como pacientes sin
pérdida de insercion y los casos pacientes con diagnostico de periodontitis
cronica localizada: se tomaron dos muestras en cada paciente, una de ellas
de bolsa periodontal y otra de surco gingival. Entre los 30 casos, 9 (30%) eran
mujeres y 21 (70%) eran hombres. Entre los controles, 18 (60%) eran mujeres
y 12 (40%) eran hombres.

Las muestras consistian en realizar curetaje de las bolsas periodontales y del
surco gingival, se recolecto de la zona vestibular de los dientes. Se tomé una
muestra de cada uno de los controles, en forma de curetaje del surco gingival,
usando curetas especificas para el area después de administrar el anestésico

local adecuado.

Los resultados reportados en este estudio fueron los siguientes: entre los
casos, de las 30 muestras de bolsa periodontal examinadas, 15 contenian
ARNmM de E6 / E7. De estos, 13 contenian <2% de mRNA y 2 de las muestras
contenian> 2% de mRNA. Entre las muestras de surco obtenidas de casos,
de las 30 muestras tomadas, 19 no contenian ARNm de E6 / E7, 9 contenian
<2% de ARNm y 2 contenian> 2% de ARNmM. Entre las muestras de surco
obtenidas de los controles, 18 no contenian ARNm de E6 / E7, 11 contenian
<2% de ARNm y 1 contenia> 2% de ARNm. Entre los casos, el 54,5% de los
sitios maxilares examinados mostraron ausencia de ARNm E6 / E7 y el 45,5%
de los sitios mostraron presencia de ARNm E6 / E7, mientras que el 47,4% de
las bolsas periodontales en dientes inferiores mostraron ausencia de E6 / E7
mientras que el 52,6% mostro presencia de E6 / E7 mRNA. Al examinar las
muestras de surco de los casos, se encontrO que el 60% de los sitios
maxilares no contenian ARNm de E6 / E7 y el 40% contenia ARNm de E6 /
E7. E7T mRNA.
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En este estudio, se encontrd que los sitios sanos en la cavidad oral de los
casos Yy los controles (23 muestras del total de todas las muestras de surco,
de las cuales 3 muestras tenian E6 / 7TmRNA por encima de la marca
significativa del 2%) contenian VPH en la forma del ARNm de E6 / E7. Estos
hallazgos son consistentes con los indicados en el estudio realizado por
Hormia y colaboradores en el afio 2005, se encontr6 que habia una
correlacion positiva estadisticamente significativa entre los valores de ARNm
de E6 / E7 y los valores del indice gingival. Se encuentra que los ciclos
celulares del VPH estan estrechamente relacionados con la diferenciacion de
las células epiteliales que infecta.

Hormia M y colaboradores en el afio 2005, realizaron un estudio cuyo objetivo
fue investigar si el ADN del VPH podria detectarse en las biopsias gingivales
de pacientes con enfermedad periodontal. El estudio consisti6 en tomar
biopsias de tejido gingival en 38 pacientes que requerian procedimientos
como gingivectomia y/o cirugia periodontal, se tomaron de una a tres
muestras de cada individuo y a todos se les diagnostico enfermedad
periodontal (al menos un diente presentaba una pérdida 6sea del 33% al
50%).

Analizaron las muestras con diferentes métodos; doce de las muestras se
examinaron bajo un microscopio de diseccién y se cortaron cuidadosamente
en dos partes, una que contenia epitelio sulcular y el otro epitelio gingival oral.
Siete muestras se sometieron a deteccion de ADN de VPH mediante la
seleccion de hibridacion in situ ISH con sondas de coctel de VPH marcadas
con biotina y tipificacion con sonda gendémica completa de tipo 16 de VPH
biotinilada. Esta técnica ISH de deteccion detecta un amplio espectro de tipos
de VPH. Para la seleccién de VPH, la mezcla de hibridacién de ISH contenia
un coctel de sondas de VPH gendmicas completas marcadas con biotina de
los tipos 2, 11 y 16. Las muestras de biopsia de condiloma y la linea celular
de carcinoma cervical (que contienen aproximadamente una a dos copias de

VPH 16 / célula) sirvieron como controles positivos. Como controles
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negativos, las secciones se trataron de manera similar, excepto que las

sondas de VPH se omitieron de la mezcla de hibridacion.

La detecciéon de VPH con PCR de 31 muestras, el ADN de VPH se extrajo
con el método de alto contenido de sal. EI ADN del virus del papiloma
humano se detectd mediante PCR anidada utilizando MY09 / MY11 como
cebadores externos y GP05 + / GP06 + como cebadores internos dirigidos al
marco de lectura abierto L1 del genoma del VPH. La amplificacion se inicié
por desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 10 minutos, seguida de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 95 ° C durante 30 segundos, recocido a 55 ° C durante
55 segundos y el alargamiento a 72 ° C durante 60 segundos. Se realizaron
un total de 40 ciclos. Después de la PCR, las muestras se procesaron en gel

de agarosa al 3%

Reportaron que se detectd ADN del virus del papiloma humano en ocho de
las 31 muestras gingivales analizadas con PCR (26%), excepto en una
muestra donde las sefales eran muy altas (es decir, 500 a 600 copias /
celda). ElI VPH se detecto tanto en el epitelio gingival oral como en el sulcular
en un paciente. En todas las demas muestras, el VPH estaba presente solo
en el epitelio gingival oral. En dos de las siete muestras analizadas con
hibridacién in situ ISH se revel6 ADN viral en los nucleos en las partes
coronales del epitelio de unién y en el surco, la mayor parte de la positividad
se localiza en las células més cercanas a la superficie del diente.

En este estudio, el 26% de los 38 pacientes con periodontitis crénica tenian
evidencia de VPH en los epitelios gingivales. Los resultados confirman
estudios previos que describen la deteccion de tipos de VPH de la mucosa en
muestras gingivales de pacientes periodontales. Se detectaron ADN de VPH
6, 11 y 16 por transferencia de Southern en 30% de las muestras gingivales
de sitios con gingivitis aguda o enfermedad periodontal sin signos clinicos
evidentes de infeccion viral. En otro estudio, el 17% de los sujetos con
periodontitis mostraron una identificaciébn positiva del VPH en el fluido

crevicular.
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Se concluye que los tipos de VPH de alto riesgo 6, 11 y 16 estan presentes
en el epitelio del surco de tejidos periodontales infectados. Si bien no
necesariamente implica una relacion directa entre la deteccion de ADN viral y
la enfermedad periodontal, nuestros resultados sugieren que el epitelio
periodontal marginal puede, de hecho, servir como un reservorio de VPH en
la mucosa oral. Esto podria explicar el desarrollo de papilomas gingivales y
condilomas que se encuentran con frecuencia en pacientes con SIDA vy en
pacientes con trasplantes de oOrganos que reciben tratamiento con

ciclosporina.

Parra y Slotsen 1996, encontraron que 23 de los 30 (78%) pacientes con
periodontitis avanzada estudiadostuvieron al menos 1 de los 5 virus de
prueba (Cytomegalovirus, Epstein-Barr, Herpes simplex, Papillomavirus, HIV)
en una muestra subgingival. Dieciocho (60%) pacientes con periodontitis
revelaron citomegalovirus, 9 (30%) virus de Epstein-Barr, 6 (20%) virus del
herpes simple, 5 (17%) virus del papiloma humano y 2 (7%) VIH. En
contraste, solo 8 de 26 (31%) individuos con enfermedad periodontal leve
mostraron virus en los surcos gingivales, todos ellos revelaron
Gnicamentecitomegalovirus.La presencia de ADN del VPH se estudio
mediante PCR anidada, seguida de una hibridacién posterior de VPH de alto
riesgo e hibridacioén in situ con sondas para la deteccion del VPH vy el subtipo
de VPH. Se detectaron tipos de VPH de alto riesgo en el 26% (8/31) de las
biopsias gingivales con PCR. Al utilizar la hibridacion in situ, el ADN viral se

localizé en la parte coronal del epitelio de unién en la bolsa periodontal.

Pi S-H, y colaboradores realizaron un estudio en el afio 2006 donde
establecieron lineas celulares inmortales del ligamento periodontal humano y
del fibroblasto gingival para un uso adicional en la investigacion periodontal
fundamental y clinica mediante la transferencia de las células con un
constructo oncogénico VPH 16 E6 / E7. Las lineas celulares inmortalizadas
resultantes se caracterizaron por el crecimiento, la morfologia, los analisis de

los ciclos celulares, los ensayos de enzimas ALPasa, la tincién con rojo de
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alizarina y la transferencia de western y la transcripcién inversa-reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR), estudios de expresion de marcadores de
diferenciacion osteogénicas, reguladores del ciclo celular, proteinas y
marcadores del ligamento periodontal.Dentro de los reactivos utilizaron el
medio modificado, el suero bovino fetal, otros reactivos de cultivo de tejidos,
inmunoglobulinas anti-p16, -p21, -p53 y —pRb.

El ligamento periodontal humano y los fibroblastos gingivales se aislaron con
una técnica de cultivo de explantes, de pacientes que se sometieron a un
tratamiento de ortodoncia, a corto plazo, estos tejidos se cortaron en
explantes de 1 mm y se colocaron en placas de cultivo de 60 mm, que
contenian 10.000 U / ml de penicilina G sodica, 100 Ig / ml de sulfato de
estreptomicina, 25 Ig / ml de anfotericina B, y 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor (Gibco BRL) a 37 ° C en una atmésfera humidificada de
5% de CO2 y 95% de aire. Después de 2 o 3 dias, las células comenzaron a
salir de los explantes. Cuando el cultivo celular primario estuvo listo, las
células se separaron con tripsina al 0,025% y EDTA al 0,05%, se diluyeron
con medio de cultivo y luego se subcultivaron en una proporcion de 1: 4. La
inmortalizacion del ligamento periodontal humano y de fibroblastos gingivales
con VPH se derivo mediante la transferencia de fibroblastos gingivales
humanos normales y células del ligamento periodontal con el vector PLXSN

gue contiene los marcos de lectura abierta E6 / E7 de VPH tipo 16.

Analizaron también la actividad de la telomerasa, las bandas se visualizaron
luego mediante tinciébn con bromuro de etidio. Las actividades relativas de la
telomerasa se cuantificaron mediante la comparacion de las intensidades de
la sefal entre los carriles y con el control positivo. En cuanto al ensayo de la
proliferacion celular se determind por recuento de células viables. Para el
recuento del nimero de células, las células se cultivaron a 1 - 104 células por
pocillo en una placa de cultivo de seis pocillos. El nimero de células viables

después de la exclusion con azul tripan se contabilizé después de 1 a 10 dias
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de incubacién a 37°C. Se realizaron simultaneamente cultivos triples en cada

momento.

En el andlisis del ciclo celular, las células cultivadas se recogieron mediante
tripsinizacion y se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
Las células se fijaron luego en etanol frio al 70% durante 45 minutos a 4°C,
se sedimentaron, se resuspendieron en solucion de TSP, que contenia 1 Ig /
ml de RNAsa A e incubado durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se
analizé el estado del ciclo celular en un citometro de flujo. Se realizaron

simultdneamente experimentos triples en cada momento.

Después de que las células se colocaron en placas de seis pocillos, se
cultivaron con suero bovino fetal al 10%, con o sin suplementos osteogénicos,
cada grupo se incubd luego durante 14 dias. Las células cultivadas se
transportaron en placas de 96 pocillos y la absorbancia se midié a 410 nm en
un lector de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).La
mineralizacion se evalué mediante tincién con rojo de alizarina se aplico a las
células en placas de 12 a 24 pocillos durante 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacion suave. Luego, las células se lavaron con agua
destilada y se dejaron secar antes de documentar la mineralizacion utilizando

un microscopio invertido.

Los resultados del estudio en cuanto a la morfologia celular y el crecimiento
reportan que solo un clon de fibroblastos gingivales y dos clones de
ligamentos periodontales mostraron un crecimiento continuo mas alla del
paso, estos clones inmortalizados de fibroblastos gingivales y células del
ligamento periodontal se designaron como IGF, IPDL15 e IPDL17,
respectivamente. No se observaron diferencias morfolégicas entre las lineas
celulares IGF y IPDL.

En el analisis del ciclo celular para determinar si la estimulacion del
crecimiento inducida por VPH 16 de los fibroblastos gingivales y las células

del ligamento periodontal es como resultado de las alteraciones en el ciclo
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celular, el gen parece aumentar la progresion del ciclo celular al aumentar la
proporciéon G2 / M, mientras que la proporcién de fase G2 / M en los
fibroblastos gingivales y las células del ligamento periodontal fue
relativamente baja. La presencia del oncogén E6 / E7 de VPH16 en células
transfectadas se examind mediante PCR. El analisis electroforético de los
productos de amplificacién por PCR demostro la integracion celular de HPV16
E6 / E7 en todas las células transfectadas en el paso 60. Se detectaron
productos de amplificacion del tamafio apropiado en todas las células IGF e
IPDL, mientras que no se detectaron ADN correspondientes.La expresion de
la actividad de la telomerasa en células IPDL e IGF se sobreexpreso en estas

células.

En los fibroblastos gingivales inmortalizados y en las células del ligamento
periodontal en el paso 60, con o sin suplementos osteogénicos, los niveles de
proteinas p53 y pRb fueron mas bajos que en las células cultivadas primarias.
En contraste, los niveles de proteinas p21 y p16 fueron mas altos que en las
células cultivadas primarias. El tratamiento de las células IPDL e IGF con
suplementos osteogénicos redujo significativamente la expresion de pRb y
p53, y mejord la expresion de p21 y pl6. Estos resultados sugieren que el
aumento en la proliferacion celular y el alargamiento de la fase G2 / M
causado por el oncogén E6 / E7 en células IGF e IPDL estan relacionados
con la degradacion de p53 y pRb y con la induccién de la expresion de pl6 y
p21.

2.6 VPH en agrandamiento gingival inducido por ciclosporina

En contraposicion con estudios que no detectaron VPH en tejidos
periodontales sanos y con enfermedad periodontal, un estudio realizado en
Argentina en el 2001, Bustos y colaboradores detectaron el virus en pacientes
conagrandamiento gingival inducido por ciclosporina (dosis promedio 244

ng/ml) receptores de trasplante renal y en gingivitis aguda en pacientes con
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sindrome de inmunodeficiencia adquirida.Las muestras fueron obtenidas de
biopsias de los crecimientos hiperplasicos del margen gingival, los resultados
obtenidos en 13 muestras estudiadas por hibridacion in situ en condiciones
estrictas fue de 92.31% (12/13), las cuales fueron positivas para VPH 6-11 y

una muestra fue positiva para VPH 16.

Otros estudios como el de Saglan et al., presento un caso de un paciente que
recibio trasplante renal, quien presentaba agrandamiento gingival inducido
por ciclosporina, el cual era VPH positivo. Pelisson et al., encontr6 ADN de
VPH en 14 de 36 muestras de lesiones cutaneas y de mucosas en pacientes

receptores de trasplantes usando hibridacién in situ.

La hiperplasia gingival inducida por ciclosporina VPH positiva, podria
representar un factor de riesgo generando que estos tejidos sean
posiblemente susceptibles a una transformacién celular, y finalmente la
supresion de las células T por la terapia con ciclosporina puede resultar en un

aumento de la infeccion por el virus.

2.7 Métodos de deteccion del VPH

Los métodos usualmente escogidos se basan en variantes de PCR en tiempo
real, que no solo ofrecen una prueba para la presencia viral, sino que también
producen datos cuantitativos. El Gltimo punto es particularmente relevante ya
que varios de los virus en la cavidad oral pueden prevalecer incluso en
cavidad oral sana.Sin embargo, una carga viral alta en una muestra tomada
de tejidos afectados puede, como regla general, sugerir una participacion
directa en la afeccion subyacente. Como las muestras clinicas tipicas
provendran de tejidos inflamados, como bolsas periodontales o ulceraciones,
se podria esperar la presencia de estos virus; si no por otro motivo debido a
la acumulacion de leucocitos; un punto que se ha demostrado al menos en el
caso de CMV y periodontitis (Sabeti 2009)
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Para tomar muestras para la deteccion de acidos nucleicos virales, ya sea por
PCR u otros métodos, es preferible transferir inmediatamente la muestra a un
tubo pequefio que contenga tampdn de lisis. El tampon de lisis bloqueara la
actividad bacteriana y estabilizara el ARN viral y el ADN presente. Se
recomienda que los tubos se congelen a menos que las muestras se analicen
dentro de uno o dos dias, en cuyo caso se pueden conservar en el
refrigerador. Al llegar a un laboratorio analitico, se extraen ARN y / o ADN de
las muestras y se agregan partes alicuotas a una mezcla de reaccionpara la
PCR.

Una limitacion principal de los métodos basados en PCR es que solo detectan
los virus que estan disefiados para detectar. Varios virus humanos novedosos
han aparecido durante la dltima década, y lo mas probable es que el cuerpo
humano sea el hospedador de una variedad de virus que aun no se han
descrito. Ademas, el costo de los métodos restringe los analisis a unas pocas
especies virales; por lo tanto, el espectro total de virus potencialmente
relevantes rara vez se prueba. Dos estrategias recientes compensan esta

limitacion: las micromatrices y la pirosecuenciacion.

En micromatrices, las sondas que detectan diferentes virus (u otros agentes)
la muestra de ADN o ARN se hibrida, ofreciendo asi la posible deteccion de
todos los virus conocidos. En la pirosecuenciacion, los &cidos nucleicos
completos presentes en la muestra se secuencian para buscar secuencias
virales reconocibles mediante la busqueda de bases de datos relevantes.
Ambos métodos tienen las mismas limitaciones dobles: uno, son menos
sensibles que la PCR; y dos, son considerablemente mas caros, aunque los
costos de pirosecuenciacion son cada vez mas rentables. Por lo tanto, estas
técnicas no son Utiles para los diagnosticos de rutina, pero pueden ser
valiosas cuando se investiga una posible causa viral de afecciones
desconocidas. Uno de esos casos son las ulceras aftosas comunes, también

conocidas como ulceras bucales. Aunque varios virus han sido implicados por
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la asociacion, parece poco probable que el verdadero culpable viral, si lo
hubiera, alin no se haya encontrado. (Lin 2005)

Con métodos de hibridacion y se han clonado méas de 60 tipos de VPH
relacionados con varias lesiones epiteliales benignas o0 malignas.
Principalmente, el VPH 16, 18, 30, 31, 33 y 35 se han asociado con
carcinomas cervicales o laringeos, mientras que el VPH 6 y 11 se encuentran
comunmente en lesiones de la mucosa benigna, como el papiloma de células
escamosas Y el condiloma. La mayoria de estos VPH también se identificaron
en el epitelio oral, y la replicacion viral activa generalmente conduce a
lesiones que pueden identificarse a nivel clinico e histologico. (De Villiers
1989)

Dentro de las caracteristicas histoldgicas principales de los tejidos infectados
por el VPH es la presencia de coilocitos que pueden contener particulas
viricas maduras, los coilocitos son células escamosas superficiales e
intermedias que aparecen por separado o en focos y se caracterizan por la
presencia de anomalias nucleares, limpieza perinuclear o halo y citoplasma
marginal condensado. Por lo general, los nlcleos estan agrandados, son
hipercromaticos y eventualmente estan binucleados, pero pueden estar
degenerados y ser mas profundos. La coilocitosis no siempre esta presente
en las infecciones subclinicas por VPH. Particularmente en los tejidos del
tracto genital, pueden ocurrir infecciones ocultas y pueden detectarse
secuencias de ADN viral a partir de hisopos cervicales sin ningun signo de

anomalias clinicas o citoldgicas.

Se ha informado un tipo relacionado con el VPH 16 en células epiteliales
orales sin manifestaciones clinicas aparentes. Esta variante del VPH 16 oral
parecia ser idéntica al prototipo cervical VPH 16a en la region E6 (genes de
inmortalizacion y transformacion), pero no fue estrictamente homologo a la
region L1 / L2 (maduracion de la capside). Sin embargo, al utilizar el método
Southernblotconsondas VPH 6, 11, 16 y 18, Loning et al, no observaron el

ADN del VPH en 6 muestras de tejidos de mucosa normal, como tampoco lo
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hicieron Yeudall y Campo, quienes analizaron tejidos displasicos y normales
adyacentes a 39 carcinomas de células escamosas, y 25 muestras de

mucosa bucal normal de individuos sin cancer. (Madinier 1992)

Madinier y colaboradores en 1992 detectaron mediante Southernblot VPH 6,
11 y/o 16 en el 30% de las muestras gingivales involucradas en gingivitis o
enfermedades periodontales sin manifestaciones clinicas reconocidas de
infeccion viral: secuencias homologas de VPH 6, 11 y 16, evidenciado en 5/20
(25%), 2/20 (10%) y 3/20 (15%)respectivamenteen los tejidos periodontales
analizados. Estos resultados concuerdan con el concepto de infeccion oculta
por VPH comun; en los tejidos del tracto genital, el método
Southernblotpermitio la deteccion de secuencias de VPH 16 en hasta el 30%
del epitelio cervical normal, 24 y en la cavidad oral se describid un tipo
relacionado con el HPV 16 en el 10% (3/33) a 41% (5/12) de muestras
epiteliales aparentemente sanas analizadas. Usando la hibridacion
Southernblot, Ostwald y colaboradores en 1994 encontr6 ADN de
papilomavirus humano en 17% de las muestras gingivales de pacientes
adultos con periodontitis, con esta técnica también se han reportado en O-

60% de muestras gingivales aparentemente sanas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El virus del papiloma humano (VPH) es la infeccion de transmision sexual (ITS)
mas prevalente en todo el mundo (Albrecht 2008). Este virus de ADN bicatenario
no envuelto tiene un tropismo por las células epiteliales y puede inducir
hiperplasia, papilomatosis y lesiones verrucosas en el epitelio escamoso
estratificado de la piel y la mucosa (Monk 2007). El virus se replica en el epitelio
escamoso Y su ciclo de vida se completa en las células superficiales maduras del
epitelio. Los virus del papiloma humano (VPH) se pueden agrupar ampliamente en
tipos cutaneos y mucosotropicos. Los VPH mucosotrépicos se encuentran

tipicamente en la mucosa anogenital y la mucosa oral. (Scheurer., 2005)

En los ultimos 25 afios, ha habido un interés creciente en los virus del papiloma
humano (VPH) debido al papel potencial en la patogénesis de varias neoplasias
malignas humanas y a su asociacién con la enfermedad periodontal Hasta la
fecha, se han identificado mas de 100 tipos de VPH, de los cuales méas de 30 (1,
2,3,4,6,7,10, 11, 13, 16, 18, 20, 28, 31, 32, 33, 35, 38, 40, 45, 52, 54, 55, 57,
58, 59, 68, 69, 72, 73, 77, 85) han sido detectados en la mucosa oral. (Hormia et
al., 2005).

29



En la mucosa oral normal, se ha detectado una gran variacion en las tasas de
VPH, del 22% al 60% (Smith et al 1998); desde el 0% hasta el 81.1% en estudios
que utilizan diferentes métodos y con un numero limitado de individuos, y esto
parece depender de la poblacion estudiada y de la leccion del método (Terai et al
1999, 2001) Se ha sugerido que la prevalencia de VPH en la mucosa normal
incluye infecciones subclinicas y / o latentes, y que la infeccibn con un ndmero

bajo de copias de virus es comun en la cavidad oral (Oliveira et al., 2003).

Durante las Ultimas dos décadas, diferentes grupos de investigacion sugirieron
que los tejidos periodontales pueden servir como reservorio para el virus del
herpes simple (HSV), el virus de Epstein-Barr (EBV) y el citomegalovirus humano
(HCMV). Ademas, algunos de estos estudios mostraron que estos virus pueden
estar asociados con la patogénesis y la gravedad de las enfermedades
periodontales. (Slots et al., 2010).

El virus del papiloma humano (VPH) contribuye a la infeccion periodontal. EI VPH
causa efectos citopaticos caracteristicos y proliferacion de células epiteliales.
Dado que la proliferacién y migracién del epitelio de union es un sello distintivo
importante de la degradacion periodontal, estos efectos biolégicos conocidos del
VPH podrian proporcionar un vinculo entre la infeccion viral y la enfermedad
periodontal. En teoria, el epitelio de unién unido a la superficie del diente parece
servir completamente a las funciones celulares requeridas por el VPH. Tiene un
fenotipo de células basales y no se diferencia. Las células basales se exfolian a
través del surco gingival antes de que se produzca la diferenciacion. (Jacob et al.,
2014)

Los virus del papiloma humano causan ademas de los efectos citopaticos
caracteristicos, una proliferacion de células epiteliales, estos efectos biologicos
conocidos del VPH podrian proporcionar un vinculo entre la infeccién viral y la
enfermedad periodontal. La infeccion producida por VPH estad estrechamente
vinculada al programa de diferenciacién del queratinocito huésped. Tras la entrada
en las células epiteliales basales, los genomas de VPH se establecen como

elementos extracromosomicos de replicacion autobnoma y se produce un bajo nivel

30



de expresiéon de VPH. Tras la diferenciacion de las células infectadas, se induce la
replicacion productiva y la expresion de los genes de codificacion capside (L1 y
L2), lo que da como resultado la produccion y el ensamblaje de particulas virales
maduras. Tiene un fenotipo de células basales y no se diferencia. Las células
basales se exfolian a través del surco gingival antes de que se produzca la
diferenciacion. (Hormia et al., 2005)

Algunos autores encontraron VPH-16 en el tejido gingival de sujetos con
periodontitis cronica y agresiva, y por lo tanto, plantearon la hipétesis de que el
virus podria estar involucrado en la patogénesis de la periodontitis. Sin embargo,
el papel del VPH en la descomposicién periodontal es aun incierto. (Horewicz et
al., 2010)

Si bien VPH-16 y -18 generalmente se consideraron tipos de alto riesgo debido a
gue estos tipos se detectaron en lesiones displasicas orales y canceres orales,
también se detectaron en prevalencia alta (51.3%) en mucosa oral normal. El
VPH-18 afecta la transformacion de los queratinocitos orales humanos normales y
muestra efectos carcinogénicos in vitro. Ademas el bajo numero de copias del
virus del papiloma humano detectado en la mucosa oral normal sugiere que la
infeccion persistente o transitoria del virus del papiloma humano en la mucosa de
la cavidad oral ocurre con frecuencia. La infeccién por virus del papiloma humano
de la mucosa oral de bajo nivel sugiere que la cavidad oral es un reservorio del
virus del papiloma humano, y la infeccion en combinacién con otros factores se
asocia con el desarrollo posterior de lesiones escamosas orales, incluida la

displasia y el cancer oral.(Hashimoto et al., 1999)

El diagnostico viral se ha vuelto mas relevante en la odontologia clinica. Esto se
debe en parte a una mayor conciencia de que los virus son posibles agentes
etiolégicos, y en parte porque los métodos de deteccion viral se han vuelto
considerablemente mas faciles. Los métodos preferidos se basan en variantes de
PCR en tiempo real, que no solo ofrecen una prueba para la presencia viral, sino
gue también producen datos cuantitativos. El Ultimo punto es particularmente

relevante ya que varios de los virus en la cavidad oral pueden prevalecer incluso
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en cavidad oral sana. Sin embargo, una carga viral alta en una muestra tomada de
tejidos afectados puede, como regla general, sugerir una participacion directa en
la afeccion subyacente. Un problema es que varios virus que estan presentes de
forma cronica en el cuerpo pueden replicarse en los leucocitos (por ejemplo, EBV
y CMV). Como las muestras clinicas tipicas provendran de tejidos inflamados,
como bolsas periodontales o ulceraciones, se podria esperar la presencia de estos
virus (Sabeti et al., 2009)

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se encuentra presente el virus del papiloma humano en el tejido periodontal?

¢ Existe asociacion entre la presencia de VPH y la condicion clinica periodontal, el

estadio de la enfermedad periodontal, la edad o el género de los pacientes?
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5. JUSTIFICACION

El conocimiento de la presencia del virus del Papiloma humano en los tejidos
periodontales ha sido poco estudiado y los pocos estudios han sido realizados
principalmente en la poblacion de Estados Unidos, Argentina, Francia, Brasil,
India, Nigeria, Turquia y, Finlandia, con una prevalencia variable entre el 0% al
92,31% (Jacob et al 2014). En Colombia no hay estudios publicados sobre la
prevalencia del VPH en los tejidos periodontales, sin embargo, estos
antecedentes sugieren la necesidad de evaluar la presencia de VPH en tejidos

periodontales y si esta presencia se asocia con la condicion periodontal.

Estudios realizados previamente muestran la asociacion entre periodontitis y el
virus del papiloma humano, (Hormia et al., 2005). Los tipos de VPH de alto riesgo

6, 11 y 16 estan presentes en el epitelio del surco de tejidos periodontales. De
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esta manera, los resultados sugieren que el epitelio periodontal marginal puede,

de hecho, servir como un reservorio de VPH en la mucosa oral.

Dado que la bolsa periodontal es el Unico sitio en la mucosa oral donde las células
basales normalmente estan expuestas al medioambiente, se plantea la hipdtesis
de que este podria ser el sitio del VPH latente. Durante la enfermedad periodontal,
se produce la formacion de bolsas que se asocia tipicamente con una rapida
proliferacion y migracion de las células basales y supra basales del epitelio de
union. Por lo tanto, el epitelio de la bolsa ofrece un sitio favorable para la
replicacion de VPH. (Shipilova 2018)

Por las razones anteriormente expuestas, el propoésito de este estudio es
determinar la presencia el virus de papiloma humano en surco o bolsas

periodontales en pacientes con diferentes condiciones periodontales.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Establecer frecuencias de deteccion de VPH en tejido periodontal en una
poblacion en Bogota.

6.2 Objetivos especificos del proyecto

Establecer frecuencia de VPH en muestras de tejido epitelial surcular en pacientes

con diferentes de acuerdo a la edad y la condicion periodontal del paciente.

Establecer frecuencia de VPH 16 y/o 18 en muestras de tejido epitelial surcular en
pacientes con diferentes de acuerdo a la edad y la condicién periodontal del

paciente.

35



7. ASPECTOS METODOLOGICOS

7.1 Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo de corte transversal. Estudio piloto

7.2 Poblacion y muestra

Pacientes que asistieron a las clinicas odontoldgicas de la facultad de la
Universidad que asistieron a las clinicas de posgrados de la Universidad El
Bosque, los referidos por los Centros en convenio con la facultad de

odontologia durante el periodo de julio de 2018 a diciembre de 2019.

7.3 Poblacién de Estudio

Se seleccionaron 45 pacientes con diagndstico de gingivitis, periodontitis
estadio | y Il y periodontitis estadio Ill y IV a los cuales se les tomaron
muestras sobre el epitelio surcular para la deteccion del virus del papiloma

humano

Grupo 1: Pacientes sanos o con gingivitis menores de 40 afios n=8
Grupo 2: Pacientes sanos o con gingivitis mayores de 40 afios n=8
Grupo 3: Pacientes con estados | y Il menores de 40 afios n=5
Grupo 4: Pacientes con estados | y Il mayores de 40 afios n=8
Grupo 5: Pacientes con estados Il y IV menores de 40 afios n=8

Grupo 6: Pacientes con estados Il y IV mayores de 40 afios n=8
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7.4 Criterios de Inclusion

- Diagnéstico de salud/ gingivitis o periodontitis (presencia de bolsas
periodontales y pérdida de insercidon clinica, como se describe mas
adelante). Los diagnosticos de enfermedades periodontales se
realizaron con base a los criterios definidos en diferentes Talleres,
patrocinados por la Academia Americana de Periodontologia en el
Taller Mundial, patrocinado por la AAP y la Federacion Europea de
Periodontologia (EFP) en 2017 en Chicago.

- Individuos mayores de 18 y menores de 65 afios.

- Individuos que firmen el consentimiento informado.

7.5 Criterios de Exclusion

- Sufrir de patologias periodontales agudas tales como abscesos

periodontales o enfermedades periodontales necrosantes.

- Sujetos que sufren enfermedades o afecciones sistémicas (embarazo,
diabetes, defectos de neutrofilos polimorfonucleares cuantitativos y / o

cualitativos, otros trastornos del sistema inmunitario, etc.)

Individuos que no firmen el consentimiento informado.

Individuos que hayan tenido terapia periodontal en los ultimos 6

meses.

7.6 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion
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Toma de muestra con puntas estériles Maillefer 40 se colocaron contra el
surco gingival/bolsa periodontal realizando friccion durante 30 segundos, se

tomd una muestra de cada cuadrante en el sitio con la bolsa mas profunda

8. PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

8.1 Hipotesis

8.1.1 Hipdtesis Nula:

No existe relacion entre la condicion periodontal y la edad con la presencia
de VPH

8.1.2 Hipdtesis alterna

Existe relacion entre la condicion periodontal y la edad con la presencia de
VPH

8.2 Analisis Estadistico

8.2.1 Estadistica descriptiva

Se realizaron distribuciones de frecuencias
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9. RESULTADOS

El total de la poblacion fue de 45 pacientes, 23 pacientes pertenecen al
género femenino, el cual fue predominante y al género masculino pertenecen
22 pacientes. De acuerdo al estado periodontal, en los pacientes menores de
40 afios, 8 se encuentran en salud gingival y/o gingivitis, 5 en periodontitis
estadio | o Il Y 6 en periodontitis estadio Il y IV, en los pacientes mayores de
40 afios, 8 se encuentran en salud gingival y/o gingivitis, 5 en periodontitis
estadio | o Il y 13 en periodontitis estadio Ill y IV. El rango de edad para la
poblacion de estudio fue de 18-65 afios (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas periodontales, edad y género de la poblacion

estudiada

Sano/gingivitis Estadio I y Il Estadio llly IV
Edad
< 40 afios 8 (17.7) 5(11.1) 6 (13.3)
> 40 afios 8 (17.7) 3(6) 15 (33.3)
Género
Femenino 8 (17.7) 5(11.1) 10 (22.2)
Masculino 8 (17.7) 3(6) 11 (24.4)

Se tomaron muestras del surco gingival y/o de las bolsas periodontales

usando puntas de papel estériles, en el cuadrante de las bolsas mas
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profundas. El ADN total se extrajo usando el kit QlAamp® DNA FFPE Tissue
y la PCR se realizé con PCO3/PCO4, que amplifican un fragmento de 110 pb
del gen de la 3globina, visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
este gel esta tefiido con SYBR Safe para identificar la banda amplificada de
110pb (Figura 1).

S T T B T ——
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PCO3PCO4

=
Melt Peak

v 1200
1200 4 s 4
- : 1000 +
0o 4+ 8 B
- %00 +
5 800 7.1 B
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0 17 «oi
o 200
 — ' 0+ =1
) x & w0 s
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Figura 1. Analisis de los productos de PCR del gen de la globina B para confirmar la presencia y la
calidad del ADN de las muestras. A. Representacién de la ubicacion de amplificaciéon de los
cebadores PCO3 / PCO4 en el ADN gendmico. B. Curva de amplificacion, C. Curvas de fusion de
los productos de PCR, se observa un Unico pico de fusion de 79 ° C que demuestra la
especificidad de los productos de PCR.

La gRT-PCR se realiz6 para la deteccion de VPH en muestras usando
cebadores de consenso GP5+/GP6+ con el kit de mezcla maestra Kappa
SYBR Green (KapaBiosystems®) y CFX96 Ciclador térmico en tiempo real
Bio-Rad (Biorad, Hercules, CA). La frecuencia se establecio por la presencia
0 ausencia de VPH y VPH 16/18.
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Figura 2. Andlisis de los productos pcr de la secuencia L1 del virus del papiloma humano A.
Representacion de la localizacién de amplificacién de localizadores GP5 + / GP6 +. B. Curva de
amplificacion C. Curvas de fusién de productos de PCR, se observa un Unico pico de fusion de 78 °
C que demuestra la especificidad de los productos

Temperature, Celsius

Del total de las 45 muestras tomadas, 4 muestras fueron positivas para VPH
(8.8%), un paciente en el grupo de salud periodontal de 45 afios de edad
hombre, un paciente en el grupo de periodontitis estadio | de 35 afios de edad
mujer, un paciente en el grupo de periodontitis estadio 11l de 35 afios de edad
hombre y uno en el grupo de periodontitis estadio IV de 47 afios de edad

mujer. Las muestras no fueron positivas para VPH 16, tampoco para VPH18.
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10. DISCUSION

Estudios previos han indicado que las infecciones virales pueden tener un
papel en la patogénesis de la enfermedad periodontal. El virus del papiloma
humano, tiene efectos citopaticos caracteristicos (koilocitosis), una
proliferacion de células epiteliales. Dado que la proliferacion y la migracion del
epitelio de union es un sello distintivo importante de la inflamacion
periodontal, estos efectos bioldgicos conocidos del VPH podrian proporcionar
un vinculo entre la infeccion viral y la enfermedad periodontal. (Horewicz et al,
2010).

Tedricamente, el epitelio de union unido a la superficie del diente parece
cumplir plenamente las funciones celulares requeridas por el VPH. Tiene un
fenotipo basal similar a las células y no se diferencia. Las células basales se
exfolian a través del surco gingival antes de que ocurra la diferenciacion.
(Schroeder 1996).

En este estudio piloto para evaluar la frecuencia de VPH 16 y 18 en tejido
periodontal en pacientes con diferentes etapas de enfermedad periodontal se
encontr6 una frecuencia de VPH del 8,8% de las muestras de células
epiteliales de tejido periodontal. Nuestros resultados confirman estudios
previos que describen la deteccion de tipos de VPH en la mucosa en
muestras gingivales de pacientes con enfermedad periodontal (Madinier et al,
1996, Parra et al, 1996, Bustos et al, 2001).

El presente estudio 3 de 45 sujetos con periodontitis eran positivos para el
virus del VPH, sin embargo, Madinier et al., encontraron VPH 16 en el 17% de
seis muestras de periodontitis cronica'y Parra y Slots detectaron el VPH en el
17% de 30 muestras de periodontitis, un porcentaje mas alto que lo
observado en este estudio. Sin embargo, el tipo viral no fue identificado y las

curvas del qRT-PCR no fueron sigestivas de VPH16 o 18. . Hormia et al.,
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encontraron VPH 6 11 o 16 en el 26% de las 38 muestras de enfermedad
periodontal.

Muchos mecanismos podrian explicar una asociacion entre el VPH y la
patogénesis de la enfermedad periodontal. Los VPH inducen la proliferacion
de células epiteliales, lo cual se observa en el epitelio del surco en la
enfermedad periodontal. De hecho, los VPH evaden la respuesta inmune,
disminuyendo la defensa de las células dendriticas al regular las funciones
relacionadas con la sefalizacion de interferén y factor nuclear kappa B. (Nees
et al, 2001).

Finalmente nuestro estudio sugiere que si bien no existe necesariamente una
relacion directa entre la deteccion de ADN viral y la enfermedad periodontal,
nuestros resultados sugieren que el epitelio periodontal aiun con ligera
inflamacion puede servir como reservorio de VPH en la mucosa oral ya que
pacientes con gingivitis mostraron VPH en el surco gingival posiblemente de

origen de células del surco gingival.

Se sugiere en un futuro realizar técnicas de hibridizacion in situ de tejidos
periodontales retirados en cirugia periodontal para evaluar su presencia
directa en células epiteliales del surco gingival.
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio piloto, se observo una
frecuencia de VPH del 8.8% de las muestras de células epiteliales de tejido
periodontal obtenidas del surco gingival y/o las bolsas periodontales en pacientes
con salud gingival y/o gingivitis, periodontitis estadio | o Il y periodontitis estadio Il
olV.

La presencia de VPH no se asoci6 con el estadio periodontal, la edad o el género,
debido a que en los resultados obtenidos se evidencia la presencia del virus, en
pacientes con diferente diagndstico periodontal y edad, tanto en el género

masculino como femenino.

Adicionalmente los resultados de la curva no sugieren la presencia de VPH 16 o

18 en las muestras positivas.
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1. Anexos

Anexo 1.

CONSENTIMIENTO INFORMDO

Parte 2: Formulario de Firmas.

He sido invitado(a) a participar en el estudio “Presencia del virus de papiloma
humano en bolsas periodontales en pacientes con gingivitis y periodontitis
estadio I, Il, lll y IV en una poblacion en BogotaDC”. Entiendo que mi
participacion consistira en recibir una evaluacién clinica completa en donde se
determinara el diagnostico periodontal y la toma de muestra sobre el epitelio
sulcular. He leido y entendido este documento de Consentimiento Informado o el
mismo se me ha leido o explicado. Todas mis preguntas han sido contestadas
claramente y he tenido el tiempo suficiente para pensar acerca de mi decision. No
tengo ninguna duda sobre mi participacion, por lo que estoy de acuerdo en hacer
parte de esta investigacion. Cuando firme este documento de Consentimiento
Informado recibiré una copia del mismo (partes 1y 2).

Autorizo el uso y la divulgacion de mi informacion a las entidades mencionadas en
este Consentimiento Informado para los propositos descritos anteriormente.

Acepto voluntariamente participar yse que tengo el derecho de terminar mi
participacion en cualquier momento. Al firmar esta hoja de Consentimiento
Informado no he renunciado a ninguno de mis derechos legales.

Nombre del Participante Firma del Participante, c.c y
Fecha
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Investigador principal
Fecha

Nombre del Testigo, (1)
Fecha

Nombre del Testigo (I1)
Fecha

Firma del Investigador c.c y

Firma del Testigo, c.c (I) y

Firma del Testigo, c.c (Il) y
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Anexo 2.

PERIODONTOGRAMA
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