UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTRADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD
“DR. ANTONIO FRAGA MOURET”

DETECCION DE HERPES VIRUS A TRAVES DE REACCION EN CADENA
DE POLIMERASA EN LESIONES ORALES DE PACIENTES CON PENFIGO
VULGAR ORAL DE DIFICIL CONTROL EN LA CLINICA DE PENFIGO DEL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES DEL CENTRO MEDICO NACIONAL LA
RAZA. INFORME PRELIMINAR

TESIS DE POSTGRADO

PARA OBTENER EL TITULO DE
ESPECIALISTA EN:

DERMATOLOGIA

PRESENTA:

DRA. SONIA ELIZABETH MONZON MONTELONGO
No. De registro: 2006-3501-76

ASESORES:
DRA. MARIA MAGDALENA LOPEZ IBARRA
DRA. NANCY PULIDO DIAZ
QFB. MARGARITA SOLIS TREJO

MEXICO, D.F.
2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DR. JESUS ARENAS OSUNA

JEFE DE DIVISION DE ENSENANZA

DRA. MARIA MAGDALENA LOPEZ IBARRA

TITULAR DEL CURSO UNIVERSITARIO DE LA ESPECIALIDAD

DRA. SONIA ELIZABETH MONZON MONTELONGO

RESIDENTE DEL 5to. ANO DE DERMATOLOGIA



INDICE

RESUMEN . ... ittt e et et e e e e e e 4
INTRODUCCION. ...t e e e 6
MATERIAL Y METODOS.......ccoiiiieiiei e 11
RESULTADOS ....ovitiiiiee et et et et e s 12
DISCUSION . ...ttt e e e e, 18
CONCLUSIONES. .. ..ottt e 20

BIBLIOGRAFIA. ... ..ottt e, 21



RESUMEN

Objetivo: Determinar la prevalencia del ADN del virus del herpes simple en lesiones
orales de pacientes con pénfigo vulgar oral de dificil control.

Material y métodos: Disefio: prospectivo, observacional, transversal, descriptivo,
abierto en el Hospital de Especialidades del CMN La Raza departamento de
dermatologia. Se recolectaron muestras de lesiones orales con hisopo, se procesaron
mediante un sistema de deteccidn cualitativa en tiempo real de RCP para virus herpes 1
y 2. Andlisis estadistico: estadistica descriptiva

Resultados Se analizaron los expedientes de 60 pacientes de los cuales solo 4
cumplieron los criterios de inclusion. Ninguno de los 4 pacientes tuvo un resultado
positivo para ADN de herpes virus en lesiones orales. La edad promedio fue 44.5 afios,
el tiempo de evolucion promedio de 3.6 afios. En tratamiento con prednisona a dosis
de 0.5 mg/kg/dia, azatioprinay dapsona a dosis mayores de 1.5 mg/kg/dia.

Conclusiones: No se encontré evidencia de DNA de herpes virus en este grupo de
pacientes con pénfigo vulgar oral de dificil control.

Palabras clave: pénfigo vulgar oral, mucosa oral, herpes virus, reaccion en cadena de
polimerasa



ABSTRACT

Objective: To determine the prevalence of DNA of herpes simplex in recalcitrant oral
lesions of patient with pemphigus vulgaris.

Material and methods: Design: prospective, observational, traverse, descriptive, open,
in the department of dermatology from the Hospital of Specialties, CMN La Raza.
Scrapings from the mucosal erosions were collected and processed by means of a
system of qualitative detection in real-time of RCP for herpes simplex 1 and 2. Analysis
statistical: descriptive statistic

Results: We analyzed the database of 60 patients with pemphigus vulgaris. Only four
meet the diagnostic criteria. None was positive for DNA of herpes viruses in oral
lesions. The age average was 44.5 years, the time of evolution 3.6 year-old average.
They were in treatment with prednisona to dose of 0.5 mg/kg/dia, azatioprina and
dapsona to dose bigger than 1.5 mg/kg/dia.

Conclusions: We found no evidence of DNA of herpes virus in this group of patient
with pemphigus vulgaris and recalcitrant oral lesions.

Words key: oral pemphigus vulgaris, mucosal erosion, herpesvirus, polymerase chain
reaction



INTRODUCCION
Los pénfigos son un grupo de enfermedades autoinmunes que se caracterizan
clinicamente por exulceraciones y ampollas flacidas en la piel y las mucosas debidas a

un fendmeno de acantélisis.

La primera descripcion de que se tiene conocimiento aparecié en Grecia, en donde
se utilizaron los términos pemphix, pomphos y pompholyx para designar lesiones de tipo
ampolloso®. Se trata de una entidad poco frecuente, que se presenta con una incidencia
aproximada de 0.5-3.2 por 100,000 personas anualmente. Afecta principalmente
adultos, y antes de la introduccion de los corticoesteroides era tipicamente fatal.
Actualmente la mortalidad se considera del 5-10%% Dentro de la clasificacion se
incluyen el Pénfigo vulgar (PV) con su variante vegetante, Pénfigo folidceo con su
variante seborreica, Pénfigo herpetiforme, Pénfigo IgA, Pénfigo paraneoplasico y por

Gltimo el inducido por farmacos®.

PV implica una respuesta inmune dirigida a una glucoproteina desmosomal
transmembrana de los queratinocitos de 130 kilodaltons, la desmogleina 3. La pérdida
de la adhesion célula a célula resultante se manifiesta clinicamente como ampollas y
exulceraciones secundarias®. La severidad de la enfermedad clinica puede determinarse
mediante el empleo de un sistema de evaluacion que determina severidad de la
enfermedad tanto en piel como en mucosas, pero a la fecha no existe una opinién

consensada al respecto:

0: Sin actividad

1: Actividad menor (menos de cinco lesiones)



2: Actividad moderada (mas de cinco pero menos de veinte lesiones)
3: Severa (mas de veinte lesiones pequefias 0 extensas, areas confluentes de piel

ulcerada) °.

Son pocos los estudios controlados en cuanto a tratamiento de PV y seborreico,
la mayoria son confinados a casos reportados debido a la poca frecuencia de estas
entidades. Actualmente los esteroides sistémicos son el soporte principal del
tratamiento para el pénfigo, y los agentes inmunosupresores suelen usarse por su efecto

de ahorro de esteroides, para reducir los efectos adversos de éstos®.

La causa subyacente del proceso autoinmune es desconocida. Se han
identificado factores enddgenos (genéticos: genes HLA) y heterdgenos exdgenos. El
papel de los factores ambientales heter6genos parece a menudo desencadenantes y
exacerbante en sujetos genéticamente predispuestos. Estos factores incluyen farmacos,
guemaduras, radiacion UV, rayos X, virus, neoplasias, hormonas y embarazo, factores
nutricionales y estrés emocional’.

En el Servicio de Dermatologia del Centro Medico Nacional La Raza se cuenta
con una Clinica de Pénfigo, en la que mensualmente se evalla la evolucion clinica y
paraclinica de pacientes portadores de PV en tratamiento medico, y se valora la
necesidad de cambios en el esquema terapéutico. Al 2005, se encuentran registrados 60
pacientes con PV, de los cuales, al momento actual, cuatro presentan actividad oral
exclusiva, sin afeccién cutanea. De estos Gltimos, 3 corresponden al género femenino, y
uno al masculino®.

En précticamente la mayoria de los pacientes con PV, las lesiones mucosas

ocurrirdn en algin momento en el curso de la enfermedad, y en el 50 al 70% de los



casos estas lesiones son el padecimiento actual®. Pueden permanecer durante semanas,
meses 0 afios, 0 bien diseminarse al resto de la superficie corporal. En la gran mayoria
de los casos las lesiones orales preceden a las cutaneas por varios meses, Yy muchas
veces son recalcitrantes, a menudo requiriendo mas tiempo para sanar que las lesiones
en piel, y con frecuentes recurrencias, a pesar del control de las lesiones cuténeas. Estas
lesiones orales se establecen hasta en un 5% de los pacientes con PV como la Unica
manifestacion de actividad de la enfermedad®, y contribuyen significativamente en la
morbilidad, haciendo complicado o imposible el beber o comer®. La etiopatogenia de las
lesiones orales de dificil control en PV es aln poco conocida, y sorprendentemente hay
pocos estudios acerca de estas manifestaciones orales y su tratamiento, a pesar de la alta

frecuencia de la afeccion oral en algtin momento de la enfermedad™.

Varios reportes han sefialado una posible participacion de infecciones virales, en
particular infecciones por herpes virus*, siendo estas Gltimas complicaciones ya bien
reconocidas de varias dermatosis, ademas de haber sido reportadas en enfermedades
acantoliticas como PV, Enfermedad de Darier y Enfermedad de Hailey-Hailey. La
infeccion es considerada poco frecuente y dificil de descartar clinicamente, por lo que
deberia considerarse en pacientes con PV sin mejoria a pesar de terapia
inmunosupresiva adecuada, asi como en pacientes con exacerbacion aguda de pénfigo
oral. La reaccion en cadena de polimerasa (RCP) puede ser de utilidad para la deteccién
molecular del virus del herpes simple por ser altamente sensible y rapido*?, a diferencia
del frotis de Tzanck, con una sensibilidad aproximada del 50%; la serologia, poco
especifica por posibilidad de reacciones cruzadas, ademas de verse alterada en paciente
inmunocomprometidos, dado resultados tardios y en ocasiones confusos; y el cultivo

viral, poco accesible en nuestro medio y con una alto indice de falsos negativos si se



realiza a mas de 48 horas posteriores al establecimiento de la lesi6n'®. Existen en el
mercado equipos de deteccidn especificamente adaptados para realizacion de RCP en
tiempo real, en capilares de vidrio. El herpes virus tipo 1y tipo 2 (HV) es amplificado
con iniciadores especificos de la RCP. La amplificacion es detectada por fluorescencia
usando un par especifico de sondas de hibridacion, las cuales consisten en dos
diferentes oligonucledtidos que se hibridizan a una secuencia interna del fragmento
amplificado durante la fase de alineamiento del ciclo de amplificacion. Las dos sondas
de ADN se aproximan estrechamente, resultando en una resonancia fluorescente de la
transferencia de energia entre los dos fluoroforos. La fluorescencia emitida es entonces
detectada por el instrumento de medicidn, el cual es exclusivamente especifico para el
ADN del virus herpes. La eficiencia en el proceso puede ser reducida por inhibidores
gue pudieran estar presentes en una muestra impura, por lo que se ha implementado un
control interno especifico del equipo, lo cual previene malas interpretaciones o falsos
negativos dados por inhibicion de la amplificacion o muestra insuficiente. El

procedimiento puede ser realizado en aproximadamente 85 minutos™.

El ADN de herpesvirus ha sido detectado, por RCP, en muestras tomadas con
hisopos de lesiones orales en 3 pacientes con diagnostico de PV, que presentaron
exacerbacion especialmente de lesiones orales’?, y mas recientemente, en células
mononucleares de sangre periférica y en lesiones cutaneas de pacientes con PV En
otro estudio, el ADN del herpesvirus humano tipo 8 (HVH-8) fue detectado en lesiones
de pacientes con PV, mientras todos los especimenes de enfermedades ampollosas de la
piel no-pénfigo fueron negativas®. Cuando los productos de la RCP fueron
secuenciados, estas secuencias fueron en su mayoria idénticas a la secuencia prototipo

de HVH-8, sugiriendo que este herpesvirus pudiera tener tropismo para lesiones de PV



18 En contraste, otros han fallado para detectar ADN de HVH-8 en piel de pacientes con

lesiones de PV *'.

Se ha propuesto que estas infecciones por herpes virus, en pacientes con PV y
geneticamente susceptibles, podrian ser las mediadoras de dafio celular por induccion de
respuestas inmunologicas humorales y celulares aberrantes, con la posibilidad de

convertirse en un factor pivote para la progresién en algunos casos de pénfigo™.



MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio prospectivo, observacional, transversal, descriptivo, abierto, para
determinar la prevalencia de la presencia de ADN del virus herpes simple en lesiones
orales de pacientes con pénfigo vulgar oral de dificil control que cumplieran los
siguientes criterios de inclusion: pacientes con diagnostico de pénfigo vulgar
confirmado con estudio histopatoldgico, pacientes mayores de 18 afios, pacientes con
enfermedad oral severa y persistencia de lesiones orales al menos 3 meses después de la
remision de las lesiones en piel, pacientes que sean derechohabientes del Instituto
Mexicano del Seguro Social y en control mensual por la Clinica de Pénfigo. Los
criterios de exclusion fueron: tratamiento con anticoagulantes y pacientes que no
desearan participar en el estudio. Los datos fueron recopilados en formatos especiales
que incluyeron: nombre, nimero de afiliacion, direccion y teléfono, edad, sexo, tiempo
de diagnostico y evolucion, criterio diagndstico y tratamientos anteriores. Previo
consentimiento informado, se citd a los pacientes para la toma de fotografias clinicas y
para la recoleccion de muestras de secrecion de las lesiones orales tomadas con hisopo
estéril mediante friccion. Inmediatamente se colocaron en un medio de transporte en un
tubo de ensayo estéril para ser trasladadas junto con un resumen clinico, y procesadas
en el laboratorio de biologia molecular mediante un sistema de deteccion cualitativa en
tiempo real de RCP para virus herpes 1 y 2, (LightCycler®, Roche, Penzberg,
Germany), con una técnica descrita ya previamente. El andlisis estadistico se realizo por

estadistica descriptiva.



RESULTADOS

Se analizaron 60 expedientes pertenecientes a los pacientes con diagnostico de PV que
pertenecen a la clinica de Pénfigo del departamento de Dermatologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza, de los cuales 4 cumplieron con los
criterios de inclusion (Tabla 1). Ninguno de los pacientes tuvo un resultado positivo
para DNA de herpes virus en lesiones orales. Un paciente fue del sexo masculino
(25%), 3 (75%) del femenino; la edad promedio de estos fue 44.5 afios (Grafica 1), y el
tiempo de evolucién con PV desde el diagndstico fue en promedio de 3.6, con un rango
de 6 meses a 10 afios (Grafica 2). La localizacion mas frecuente de las lesiones en los
pacientes estudiados fue paladar, labios, lengua y mucosa yugal, esta Gltima localizacion
muy claramente delimitada en una paciente con problema traumatico dentario. En todos
los pacientes se encontraron exulceraciones, de las cuales en el 50% (2 pacientes)
estaban bien delimitadas, con fondo limpio eritematoso, y en la otra mitad eran muy mal
definidas, ademés de la presencia de costras hemaéticas. No se evidenciaron ampollas.
Los cuatro pacientes (100%) tenian una dosis de prednisona de mas de 0.5 mg/kg/dia al
momento del estudio, ademas de otros 2 farmacos coadyuvantes (azatioprina, dapsona)
a dosis mayores de 1.5 mg/kg/dia para el control de la actividad oral (Grafica3).
Ademas, una paciente (25%) desarrollo diabetes mellitus en los 6 meses previos al
estudio, otra presentd actividad en una segunda mucosa (vaginal) al inicio del
tratamiento, y una tercera presentd datos clinicos de sobreinfeccion micotica oral al

momento del estudio.



Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con pénfigo oral de dificil control.

E é i TRATAMIENTO AL

E o W LOCALIZACION MORFOLOGIA MOMENTO DEL COMENTARIOS

) o3 ESTUDIO (mgs/dia)

< Z W

o <0
Mucosa yugal, . o Desarroll6 diabetes

1| Fem 51 3 Exulceraciones mal delimitadas PDN 50, AZA 100, DPS 100 ] . .
paladar blando mellitus en el dltimo afio
Labios, paladar, Exulceraciones confluentes bien y o

2| Fem 49 10 . o . PDN 50, AZA 50, DPS 100 | Afeccion vaginal inicial
piso de la boca delimitadas. Costras hematicas

Exulceraciones lineales bien

3| Masc | 32 0.5 | Labios, lengua o PDN 50, AZA 100, DPS 100
delimitadas
Labios, lengua, Exulceraciones confluentes mal N
4| Fem 46 1 ) o ) PDN 100, AZA100, DPS 100 | Candidiasis oral
carrillos, paladar delimitadas, costras hematicas

Abreviaturas: Fem: femenino. Masc: masculino. Dx: diagnéstico PDN: prednisona. AZA: azatioprina.
DPS: dapsona
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DISCUSION

A pesar de que no es un hallazgo comuin, varios reportes de casos han indicado
el involucro de los herpes virus en lesiones orales de pacientes con pénfigo vulgar 2 *.
Sin embargo, pocos reportes han descrito la activacion y/o exacerbacion del pénfigo por
una infeccion viral. Hasta el momento, se han realizado multiples esfuerzos por aislar,
visualizar, caracterizar, visualizar o de cualquier otra manera demostrar
concluyentemente estos virus en lesiones por pénfigo, dando resultados controversiales,
ya que mientras algunos han tenido poco éxito, otros han logrado concluir
consistentemente la contribucién de estos agentes, al menos en algunos casos de PV .
La deteccion del virus del herpes ha sido reportada solo en padecimientos realmente
inducidos por este, y se considera un marcador del involucro viral en la patogenia de la
enfermedad, a diferencia su presencia en sangre, donde se encuentra solo de manera

transitoria y limitada al periodo de tiempo de la infeccion activa **.

En este estudio, no obtuvimos indicios de la presencia del ADN de herpes
simple tipo 1 0 2 a través de RCP en las lesiones de nuestros pacientes con enfermedad
oral de dificil control.

Una de las debilidades del estudio radica en la falta de otros parametros
diagndsticos de comparacion que incrementarian la identificacion de los agentes virales
para asi comparar la utilidad de la prueba, y que al momento no tenemos disponibles,
aunque ya ha sido documentada la superioridad de la prueba utilizada incluso al cultivo

viral ®

. Ademas, no esta del todo establecido el papel que desempefian otros factores en
la determinacion de la severidad de las lesiones orales, afectando asi la respuesta
terapéutica, particularmente el trauma local y otros agentes infecciosos, mismos que
fueron identificados en nuestro grupo de pacientes.

Otros de los factores que no estan bien establecidos son las escalas de severidad,
que actualmente se utilizan de una manera arbitraria, asi como los criterios clinicos
adecuados para establecer el termino pénfigo vulgar oral, aunque ya se ha publicado un
estudio previo que utiliza criterios de inclusién equiparables a los nuestros y en el que si
se identificé el ADN del virus *°.

En este pequefio grupo de pacientes pudimos observar, como se ha reportado en
la literatura, que el pénfigo oral es mas frecuente en el sexo femenino; que la mayor

incidencia del padecimiento se presenta en la 42 Y 5? década de la vida *; y que las



localizaciones orales mas frecuentes de afeccion fueron los relacionados con trauma
cronico. Ademas, esta afeccion oral exclusiva no se vio relacionada con el tiempo de
evolucion desde el diagnostico de pénfigo vulgar.

Si bien la muestra de nuestro estudio es pequefia, representa el 6.6 % de los
pacientes con pénfigo vulgar en nuestra clinica, una cifra superior a la reportada en la
literatura de otro centro dermatoldgico de concentracion de la misma localidad, aunque
es también evidente que el tamafio de la muestra no permite al momento identificar

tendencias clinicas ni epidemioldgicas significativas.



CONCLUSIONES

1) No se encontro evidencia de ADN de herpes virus en este grupo de pacientes con
pénfigo vulgar oral de dificil control.

2) Los informes reportados al momento en relacion a la identificacion de los herpes
virus y su repercusion en las lesiones orales de pénfigo vulgar no son
concluyentes.

3) Existen factores confusores identificados en los pacientes en los cuales no se ha
establecido su repercusion en la actividad de la actividad.

4) Son necesarias escalas de severidad y criterios clinicos consensados para aumentar la
validez externa de los estudios al respecto.

5) El tamafio de la muestra no permite al momento identificar tendencias clinicas ni
epidemioldgicas significativas.

6) Es necesario continuar con la identificacion de pacientes con pénfigo oral en nuestra
clinica de pénfigo para identificar posibles agentes exacerbantes/perpetuantes,
establecer parametros clinicos para clasificacion y tratamiento de los factores
modificables implicados.
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