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RESUMEN

Antecedentes: No se ha documentado la prevalencia de VPH en boca de
individuos jévenes. Algunos canceres bucales parecen estar asociados con la
presencia de VPH 16/18. El cancer bucal afecta principalmente a los hombres a
partir de la cuarta década de la vida, posiblemente por el efecto acumulativo a

diversos factores de riesgo.

Objetivo: Determinar la prevalencia del VPH en la mucosa bucal de
jovenes universitarios alumnos de la Facultad de Odontologia de la UNAM (FO-
UNAM), Campus Ciudad Universitaria, inscritos en el ciclo escolar 2010-0 y sus

factores asociados.

Metodologia: Estudio transversal realizado entre agosto 2009 y diciembre
2010 en el que participaron alumnos inscritos en licenciatura y posgrado de la FO-
UNAM seleccionados al azar. Cada participante respondié un cuestionario con 29
reactivos cerrados sobre hechos concretos de la conducta sexual, consumo de
tabaco, consumo de alcohol y consumo de mariguana. Se obtuvieron muestras
biologicas de células exfoliadas de bordes laterales de lengua y carrillos. Se
extrajo DNA, se identificé un fragmento del gen B-globina en la amplificacion y la
deteccion del VPH en boca se realizO con los primers MY09/PGMYQ9 vy
MY11/PGMY11 procesados en mediante PCR. El andlisis estadistico descriptivo
se realizo en el paquete estadistico SPSS version 18. Se obtuvieron razones de
prevalencias (RP), intervalos de confianza (ICgs%) y el valor de p<0.05 se

consider6 como estadisticamente significativo.

Resultados: La prevalencia del VPH en boca de los alumnos de
odontologia de licenciatura y posgrado inscritos en el ciclo escolar 2010-0 fue de
3.2% (20/619 observaciones validas). La tasa de respuesta (cuestionario/citologia)
fue de 91.3% en licenciatura y de 96.5% en posgrado. Dos tercios de los
participantes (citologia/cuestionario) fueron mujeres lo cual es representativo de la
poblacién inscrita en la FO-UNAM. La edad promedio de los participantes fue de

21.5 afos. La presencia de VPH en boca tuvo una asociacion estadisticamente
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significativa con haber tenido sexo oral activo con =6 personas en toda la vida
[RP=18.2; 1C95%=6.38-51.86; p=0.0001] y en los ultimos 12 meses [RP=5.85;
[Co50,=1.65-20.75; p=0.0051]; con haber tenido RSV por primera vez a los <16
afos [RP=5.17; [Cg50,=1.87-14.27; p=0.0152]; con haber tenido RSV con 24
personas en toda la vida [RP=5.07; [Cgs50=1.64-15.62; p=0.0027], y con 24
personas en los ultimos 12 meses [RP=3.07; ICg50,=1.39-6.78; p=0.0074].

Conclusiones: Los resultados de esta investigacion muestran que la
presencia en boca de VPH se relaciona significativamente con hechos concretos
de la conducta sexual de individuos jovenes. No hubo asociacion con el consumo
de tabaco o alcohol, ni con el consumo de mariguana. Esta investigacion
epidemioldgica aporta informacion cientifica relevante sobre la prevalencia del
VPH en boca de jovenes con mucosa bucal aparentemente sana y sus factores

asociados.
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1. INTRODUCCION

La mayoria de los adultos en algin momento de la vida tuvieron, tienen o
van a tener virus papiloma humano (VPH). A la fecha, se conocen mas de 100
tipos de VPH que estan clasificados como de bajo, probable y alto riesgo segun la
relacion presente entre el virus y el desarrollo de cancer cérvico-uterino. Algunos
tipos de alto riesgo como el VPH 16 y 18 han sido encontrados en las biopsias de

pacientes con cancer bucal.

Algunos estudios han reportado la presencia de VPH en individuos jévenes
con mucosa bucal aparentemente sana; sin embargo, la informacién proviene de
investigaciones en las que ni el disefio de estudio y ni la metodologia empleada
fueron las adecuadas. Ya que, por ejemplo, la mayoria de estos trabajos han
empleado muestras de conveniencia obtenidas a partir de estudios de casos y

controles.

Aunque a la fecha se desconoce el mecanismo de transmision del VPH en
boca, éste se ha relacionado con hechos concretos de la conducta sexual tales
como el nimero de parejas sexuales vaginales y de sexo oral activo, asi como el
uso infrecuente de barreras de proteccion durante la relacion sexual (oral y/o
vaginal) y la edad temprana de la primera relacion sexual. Sin embargo, la

informacion no es concluyente.

En México no se ha realizado un estudio que establezca la prevalencia de
VPH en la boca de jovenes universitarios ni se han identificado los factores
relacionados. Por lo que esta investigacion epidemiolégica ofrece informacién

relevante sobre el tema.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Virus papiloma humano

El virus papiloma humano (VPH) es un virus de DNA que pertenece a la
familia de los Papillomaviridae, y es responsable de lesiones epiteliales benignas y
malignas en piel y mucosas. El tamafo del virus es de 52-55nm, tiene forma
icosahédrica y sin envoltura. El genoma del VPH es de forma circular, esta
compuesto por una doble cadena de DNA con un tamafo aproximado de 8000

pares de bases (pb) y se divide en tres regiones'? como se aprecia en la Figura 1.

L1

6000
Figura 1. Mapa genémico del virus

papiloma humano tipo 16. En la parte
inferior se ilustra el genoma viral que
esta dividido en tres regiones de
mando: la region temprana E (en azul),
la regién tardia L (en rojo) y una regidén
larga de control no codificante (LCR en
purpura). Tomado de: Los Alamos
National Laboratory.3

La regién temprana (E) comprende el 50% del genoma viral y codifica para
seis proteinas (E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7) no estructurales con funcién
reguladora, involucradas en la replicacién y transformacién celular. La regién
tardia (L) que ocupa el 40% del genoma viral y la expresion de sus genes marca el
inicio de los eventos tardios para que se complete el ciclo de vida del virus y
codifica para dos proteinas estructurales L1 y L2, que es una region perdida o que
no se expresa después de la integracion. Por dltimo, la region larga de control
(LCR) tiene alrededor de 850 pb, lo que representa al 10% del genoma viral, no

codifica para ninguna proteina y se encuentra ubicada entre los genes L1y E6.°
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2.2 Clasificacion de VPH

En 2003 el grupo de la Agencia Internacional para la Investigacion en
Céancer (IARC, por sus siglas en inglés) unificd su clasificacion epidemiologica del
VPH con la clasificacion existente basada en la agrupacion filogenética del virus,

guedando como sigue:

1) Quince tipos de alto riesgo (AR): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73y 82.

2) Tres de probable alto riesgo (PAR): 26, 53 y 66.
3) Once tipos de bajo riesgo (BR): 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81.

Esta distincibn como de alto y bajo riesgo esta dada en virtud de su asociacion con

el cancer cérvico-uterino.*

2.3 VPH y céncer bucal

La presencia del VPH en cavidad bucal se documentd por primera vez en
1983, vinculada a una posible relacion con el carcinoma bucal de células
escamosas.’ Desde entonces, la mayoria de los autores se han concentrado en
investigar la relacion etiolégica entre el VPH y los carcinomas de células

escamosas presentes en cabeza y cuello, incluyendo la boca.

Recientemente Grulich y cols., realizaron una revision de la literatura con el
propésito de identificar la evidencia epidemiolédgica del papel que ejerce el VPH en
los canceres humanos, destacando que el VPH se encuentra presente en ~35%

de los canceres orofaringeos y en ~25% de otros tipos de cancer en boca.®

Otros estudios han explorado la hipotesis de que algunos de los factores de
riesgo para cancer bucal podrian también estar relacionados con el VPH en boca
como el consumo frecuente de tabaco y alcohol,” algunas practicas sexuales
como el nimero de parejas de sexo oral y vaginal.® Los tipos de VPH de alto
riesgo, 16 y 18 principalmente, han sido relacionados con la presencia de
carcinoma bucal de células escamosas (CBCE) (RM=4.94, [Cg50,=1.43-17.10,
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p=0.012).° Adicionalmente, cuando los tipos de VPH de alto riesgo interaccionan
con el consumo frecuente de tabaco, el riesgo de desarrollar carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (CCECC) es de RM=5.5 (ICgs50,=2.1-14.1). Cuando
los pacientes con CCECC que presentan tipos de VPH de alto riesgo ademas
consumen alcohol con frecuencia el riesgo se incrementa a una RM=18.8
(IC95%=5.1-69.5).°

2.4 VVPH en mucosa bucal normal

La deteccién de VPH en mucosa bucal normal sugeria que no todas las
infecciones por VPH en boca derivaran en alguna lesiéon maligna. Probablemente
la geografia y otros factores de exposicion relacionados, asi como los aspectos
conductuales, juegan un papel importante en el desarrollo de CBCE.' La
informacion encontrada sobre la presencia del VPH en boca, a la fecha es poco
concluyente. Esto se debe principalmente a que los autores han realizado estudios
en individuos seleccionados por conveniencia y no ofrecen informacion suficiente
sobre los individuos participantes con mucosa bucal normal. Por ejemplo, Luo y
cols., realizaron un estudio en Taiwan donde encontraron una prevalencia de VPH
de 13.3% en una muestra de conveniencia conformada por 52 hombres y 38
mujeres de entre 15 y 75 afios que acudieron a cirugia de tercer molar inferior
impactado en una clinica de cirugia bucal.'? En el articulo, los autores no
presentan mayor informacion sobre las caracteristicas demogréaficas de sus
participantes con mucosa bucal normal. En otro estudio, Sugiyama y cols.,
reportaron 36% de prevalencia de VPH en tejido bucal colectado mediante biopsia,
en 16 de 44 pacientes con mucosa bucal normal de un hospital en Japén. La edad
de estos participantes oscilaba entre 39 y 79 afios.® Por otro lado, utilizando
espatulas metdlicas estériles para la coleccion de células de la mucosa bucal
normal de 23 personas de entre 8 y 72 afios (media=38.1 afos), Furrer y cols.,
reportaron una prevalencia de VPH en boca de 9%, aunque no indicaron la

proporcién correspondiente a los grupos de edad de los participantes.** Tachezy y
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cols., realizaron un estudio de casos y controles donde reportaron, en su grupo
control (n=111), una prevalencia de VPH de 11.7% en células de mucosa bucal
normal obtenida mediante enjuague bucal. La media en la edad de los controles
fue de 54.3 afios.'® En 2002, Giovanelli y cols., reportaron la presencia de VPH
(5.6%) en la boca de pacientes consecutivos (n=90) de una clinica dental, de entre
20 y 76 afos de edad (media=44.5 afos). Todos con mucosa bucal
aparentemente normal.’® Recientemente, Sanchez-Vargas y cols., realizaron un
estudio que incluyé a 46 mujeres voluntarias de la “Clinica de Displasias del
Sector Salud de Ciudad Juarez”, que tuvieron diagndstico previo de neoplasia
intraepitelial cervical y que ademéas no consumieran alcohol o tabaco. Todas las
mujeres tuvieron algun tipo de VPH en boca, y 72% de ellas reportaron practicar
con frecuencia sexo oral activo. La media en la edad de las participantes fue de 35
afios (19-63 afios). Los autores no presentaron las proporciones de presencia de
VPH en boca por grupos de edad.’” La Tabla 1 presenta algunas de las
proporciones reportadas y las diferencias encontradas entre las poblaciones

estudiadas.

2.5 VPH en la boca de j6venes

Varios autores han buscado documentar la presencia de VPH en boca. En
tales estudios se ha incluido a individuos de todas las edades.**** Pocos estudios
han buscado, especificamente, VPH en la boca de individuos jovenes. Por
ejemplo, D’Souza y cols., buscaron identificar factores asociados con la presencia
de VPH en cavidad bucal.?’ Los autores encontraron una prevalencia de 2.9% en
un grupo de hombres universitarios y una asociacion estadisticamente significativa
(p=0.046) entre VPH bucal y tener 210 y 26 parejas de sexo oral en toda la vida y
recientes, respectivamente. Asi como haber besado con boca abierta a 26

personas.
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Tabla 1. Proporciones reportadas de VPH en boca.

Autor, aifo

%

Instrumento

Poblacion

Anaya-Saavedra G,
2008.’

17.3%

Cytobrush

248 participantes controles de
estudio, sin lesién bucal aparente ni
antecedente personal de cancer;
pareados sexo y edad (54 a 72 afios*).

Furrer VE, 2006."

9%

Espatula metadlica
estéril

Pacientes con mucosa bucal
clinicamente normal de entre 8 y 72
afnos*.

Giovanelli L, 2002.*

5.6%

Cytobrush

90 pacientes consecutivos de una
clinica dental, de entre 20y 76 afios
de edad (media=44.5 afios*). Todos
con mucosa bucal aparentemente
normal.

Kreimer AR, 2011.*®

3.2%
3.6%

Enjuague bucal

1,680 hombres de tres paises (591 de
México) sin diagndstico previo de
cancer de pene o ano, sin reporte
actual de enfermedad de transmision
sexual y/o VIH-sida.

Para el grupo de 17-24 afios*.

Para el grupo de 25-34 afios*.

Luo CW, 2007."

13.3%

Cytobrush

90 pacientes de 15 a 75 afios* que
acudieron a cirugia de 3er molar
inferior impactado.

Marais DJ, 2006."

3.5%

CerviBrush

116 adultos de 20 a 61 afios*
pacientes de una clinica dental.

Matsushita K, 2011.%°

6.1%

ND

196 mujeres sexoservidoras de entre
18 y 45 afios (media=28 afios*).

Saini R, 2010.%*

5.7%

DNA-Pap Cervical
Sampler

70 mujeres con cancer cervical de 30
afios* y mas. (De las participantes
entre 30y 49 anos de edad, n=22,
ninguna tuvo VPH en la boca).

Sanchez-Vargas LO,
2010.Y

100%

Hisopo

46 mujeres de entre 19 y 63 anos*,
con lesiones cervicales, que
reportaron no fumar cigarrillos, ni
consumir alcohol.

Sugiyama M, 2003.2

36%

Biopsia

44 pacientes de entre 39 y 79 anos*,
con mucosa bucal normal de un
hospital.

Tachezy R, 2009."

11.7%

Enjuague bucal

111 personas de grupo control en
estudio de casos y controles
(media=54.3 afios*).

ND: informacién no disponible en el articulo.

* Se presenta los datos de edad de los participantes publicados en los articulos. La mayoria de ellos no ofrece la
prevalencia de VPH en boca por grupos de edad.
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En otra investigacion que incluyé a estudiantes de universitarios, se
evaluaron las preparaciones de base liquida junto con el cepillo citolégico como
método de coleccion de muestras de diversos sitios del epitelio bucal y a detectar
tipos oncogénicos de VPH en mucosa bucal normal. En este caso, los autores
reportaron una prevalencia de 8%.?* El trabajo mas reciente es el de Esquenazi y
cols., quienes reportaron una prevalencia de 0% de VPH en la boca de una
muestra de 100 individuos voluntarios de entre 20 y 31 afios. Los participantes
declararon ser heterosexuales predominantemente mondégamos, que usan el
preservativo con regularidad y que tienen bajo consumo de tabaco y alcohol.?* Las

caracteristicas principales de los tres estudios se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Estudios que buscaron VPH en boca de individuos jovenes.

Esquenazi D, 2010**  D’Souza G, 2009* Kujan O, 2006>

Prevalencia: 0% 2.9% 8%

Coleccion de la Cepillo Endobrush Enjuague bucal riguroso Cytobrush
muestra:
Diagnéstico: PCR [GP5+/GP6+y PCR, hybridization (Roche PCR, Hibrid Capture
MY09/MY11] Molecular Systems), 2/Roche Kit.
[PGMY09/11 primer
pools].
Sexo: Hombres y mujeres Hombres Hombres y mujeres

Lugar de estudio: Rio de Janeiro, Brasil.
n: 100 universitarios

Manchester, RU.
50 universitarios

Maryland, EUA.
210 universitarios

Método de muestreo:
Factores de estudio
relacionados:

De conveniencia
Actividad sexual,
consumo tabaco y
alcohol, alimentos
ricos en vitamina c.

De conveniencia
Actividad sexual.

De conveniencia
No buscaron
factores asociados.

VPH. Virus papiloma humano.

PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa.

GP5+/GP6+, MY09/MY11, PMY09/PGMY11. Primers especificos para la deteccién del VPH.

EUA. Estados Unidos de América.

RU. Reino Unido.
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2.6 VPH y conducta sexual

Se desconoce el mecanismo de transmision de VPH en boca; sin embargo,
se ha sugerido que el mecanismo es similar al de la infeccion genital, que propone
al contacto piel con piel como principal medio de transmisi6n.”® La falta de
evidencia sélida que sustente este argumento radica en que la mayoria de los
estudios se han concentrado en la relaciéon etioldgica entre el VPH como agente

81026 |ncluso

causal y los carcinomas de cabeza y cuello (incluyendo boca).
algunos estudios han reportado la posible asociacion entre el VPH y la conducta
sexual en algunos tipos de CCECC.'® Sin embargo, a la fecha no se han
establecido los factores que pudieran estar relacionados con el VPH en boca de
individuos aparentemente sanos. Por lo que resulta importante identificar si en el
caso de individuos jévenes aparentemente sanos, la conducta sexual se relaciona

con la presencia de VPH en boca.

La conducta sexual se define como “las actividades sexuales de los seres
humanos”, e incluye algunos conceptos como: actividad sexual, sexo oral,
orientacion sexual, conducta sexual premarital, coito, relaciones extramaritales,
masturbacion, prostitucién, sexo seguro, abstinencia sexual, acoso sexual, entre
otros.?’ Existen otros conceptos como actividad sexual, que se define como una
expresion conductual de la sexualidad personal donde el componente erético de la
sexualidad es el mas evidente. La actividad sexual se caracteriza por los
comportamientos que buscan el erotismo y es sinbnimo de comportamiento
sexual.?® Mientras que el término practicas sexuales se define como patrones de
actividad sexual presentados por individuos o comunidades con suficiente

consistencia como para ser predecibles.?®

La definicion de estos conceptos viene a colaciéon dado que el principal
supuesto sobre la presencia en boca de VPH involucra algunas practicas
sexuales. Estrictamente, sélo el estudio de D’Souza 2009 y cols., ha reportado en
individuos jovenes sin lesibn aparente en mucosa bucal, una relacion
estadisticamente significativa entre el VPH y algunos hechos concretos de la

conducta sexual, tales como la practica de sexo oral, el nUmero de parejas con
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quien una persona ha practicado sexo oral, besar a otra persona con boca abierta,
y el nimero de parejas que ha besado con boca abierta.? Mientras que en
individuos con CCECC de entre 50 y 64 afios de edad’ se han reportado como
factores asociados al VPH tipo 16 en boca el numero de parejas sexuales
vaginales (4 parejas, rango 2-7 parejas), la edad temprana de la primera relacion
sexual (16 afios, rango 15-18 afios)’ y, el uso infrecuente de barreras durante la
relacién sexual (oral y/o vaginal).?® La Tabla 3 que a continuacién se presenta,
enlista los elementos de la conducta sexual (hechos concretos de las practicas

sexuales) que pudieran estar asociados a una transmision.

2.7 VPH y consumo de tabaco y alcohol

La informacion sobre la relacion directa entre el consumo de tabaco, el
consumo de alcohol y la presencia en boca de VPH es escasa e inconsistente.
Algunos autores han reportado alteraciones especificas en los micronucleos de las
células del epitelio bucal asociadas al consumo de tabaco.*® Otros especulan que
el consumo de tabaco deteriora la respuesta inmunoldgica, lo que podria promover
la presencia de VPH en la boca.’***%*3 También se ha reconocido que el
consumo de tabaco estd asociado significativamente con la presencia de
CCECC™ y de cérvix,*® y en las biopsias de ambos tipos de cancer se ha
documentado la presencia de VPH 16 y 18.2°¢ En el caso de la infeccién genital
por VPH en mujeres, la asociacién con el tabaco parece depender de la dosis de
consumo,®’ y la infeccién ha mostrado desaparecer después de que han dejado de

fumar.®

Tratdndose del consumo de alcohol, estudios experimentales han mostrado
qgue el alcohol incrementa la penetracién de carcinégenos asociados al tabaco
como la N-nitrosonornicotina (NNN)*® a través de la mucosa bucal en muestras
post mortem de seres humanos,®® de porcinos,® y de ratas.*® Squier y cols.,
reportaron que el alcohol tiene la capacidad de eliminar el componente lipido de
barrera presente en la cavidad bucal que rodea los granulos del estrato espinoso

del epitelio.”> Un estudio realizado en mucosa ventral de lengua tomada en
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autopsia de individuos entre 31 y 87 afios, muestra que una exposicion a corto

plazo de 15% de alcohol incrementa la permeabilidad de la mucosa buca

41
l.

Tabla 3. Elementos de la conducta sexual

Variable

Justificacion

Sexo oral activo

Numero de parejas con quien
ha tenido sexo oral activo

Edad de la primera relacion
sexual oral activo

Frecuencia de uso del condén
durante el sexo oral activo

Besar con la boca abierta
Relaciones sexuales vaginales
Numero de personas con quien
ha tenido relaciones sexuales

vaginales

Edad de la primera relacién
sexual

Orientacion sexual

D’Souza et al 2009, sugirieron que la practica de sexo oral activo
se relaciona con la presencia de VPH bucal.”

Algunos autores han propuesto que a mayor nimero de parejas
con quien se ha tenido sexo oral mayor es la probabilidad de
tener VPH en boca.”*?

En el supuesto de que la edad temprana de la primera relacidon
sexual es un factor de riesgo para la presencia de VPH,”**
podria suceder lo mismo en boca.

El uso infrecuente del conddn ha sido asociado con una mayor
probabilidad de tener VPH-16> en individuos con carcinomas
de cabeza y cuello. Se incluye para identificar si existe una
relacion semejante entre el uso de conddn y la presencia de
VPH bucal en individuos jovenes aparentemente sanos.

D’Souza y cols., indicaron que el besar con boca abierta se
relaciona (posiblemente) con la presencia en boca de VPH.*

Las relaciones sexuales vaginales son un factor de riesgo para la
adquisicién de VPH genital.®*® Se incluyen para identificar si
existia alguna relacién con la adquisicion del VPH bucal.

Se ha documentado que el nimero incrementado de personas
con quien un individuo ha practicado el coito vaginal aumenta la
probabilidad de tener VPH-16 en individuos con carcinomas de
cabeza y cuello.”’

La edad temprana de la primera relacidon sexual vaginal se
considera factor de riesgo para la presencia de infeccion
bucal”** y genital por VPH.”* Se incluyd, también, para
identificar si existia alguna relacion entre la edad de la primera
relacidn sexual vaginal y la presencia de VPH bucal.

En el estudio de D’Souza se midid esta variable en relacién a la
presencia de VPH bucal, pero debido a que la muestra de
estudio fue pequefia los resultados no fueron suficientemente
sélidos.?

2.8 VPH y consumo de mariguana

La marihuana es una sustancia psicoactiva. Una mezcla verde, café o gris

de hojas, tallos, semillas y flores de la planta conocida como cafiamo (cannabis

sativa). El término “cannabis” se refiere a la marihuana y otras drogas derivadas
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de la misma planta. Usualmente es consumida fumada.** La mayoria de las
personas que la consumen la enrollan en forma de cigarrillo (conocido como
canuto, churro, carrucho o moto) o la fuman en una pipa.*® Con limitaciones en los
datos disponibles, Versteeg y cols., sugieren que el incremento en el consumo de
cannabis puede tener efectos colaterales en la cavidad bucal como la xerostomia
(boca seca).” A la fecha, la evidencia es insuficiente para establecer una relacion
entre el consumo de mariguana y algunos tipos de céancer.”® Darling y cols.,
reportaron la presencia de células escamosas atipicas en muestras bucales
tomadas mediante citologia en individuos que fuman mariguana; y sefialaron que
estas células, los coilocitos, son indicadores de la infeccion bucal por VPH, aun
cuando no exista lesién clinica aparente.>* Dado que generalmente las personas
gue consumen mariguana lo hacen en grupos, compartiendo el mismo churro o
cigarro de mariguana, éste podria ser un vector para la transmision de la infeccion
bucal por VPH.

2.9 VPH y su diagnostico

En la actualidad, el diagnostico definitivo del VPH se realiza mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). La PCR es
considerada como el estandar de oro para el diagnostico definitivo de este virus
debido a que es una técnica de amplificacion capaz de discriminar diferencias
selectivas en la secuencia del DNA blanco.>® El VPH no es cultivable, por lo que la
basqueda directa mediante electromicroscopia o andlisis inmunoldgicos no es
especialmente Gtil (ya que los componentes virales antigénicos no estan siempre
presentes en los tejidos infectados) y la histopatologia sélo es sugerente. En una
reaccion de PCR, la secuencia objetivo del DNA viral es desnaturalizada e
hibridizada con dos secuencias pequefias gendmicas complementarias (primers
y/o cebadores), los cuales permiten la union de Tag enzima-polimerasa y duplicar

la secuencia de DNA objetivo.?

La eleccion del instrumento y método para la recoleccion de la muestra

pueden influir en la variabilidad de las proporciones reportadas en individuos sin
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lesiones clinicas bucales.? Existen varios métodos para colectar células del epitelio
bucal, desde el uso de cepillo cénico estéril, la biopsia, el cepillo dental suave, el
enjuague bucal y el raspado con espétula metalica estéril. El cepillo cénico estéril
es un instrumento efectivo para recolectar células del epitelio estratificado
escamoso que recubre carrillos y bordes laterales de lengua ya que su
procedimiento es sencillo, minimamente invasivo y fiable.®® No ha sido
estandarizado el uso del enjuague bucal, el cepillo dental suave y raspado con
espatula metalica estéril. En el caso de la biopsia la dificultad es mas bien ética,
dado que se trata de un procedimiento invasivo que no es recomendado realizar
en personas sin lesién clinica aparente.® La Tabla 4 muestra los reportes de
prevalencia de infeccién bucal por VPH empleando diferentes instrumentos.

Tabla 4. Prevalencia de VPH en boca segun el instrumento de coleccion de
muestras.

Cepillo conico Cepillo Enjuague Raspado Biopsia
estéril dental suave bucal espatula

Anaya-Saavedra G, 2008’ 17.3%

Luo CW, 2007" 13.3%

Kujan O, 2006 8%

Giovanelli L, 2002™ 5.6%

Marais DJ, 2006 5.5%

D’Souza G, 2009% 4.8% 2.9%

Herrero R, 2003%° 6.9%

Tachezy R, 2009" 12.9%

Furrer VE, 2006™ 9%

Sugiyama M, 2003" 36%
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de VPH ha sido reportada en hombres y mujeres en todo el
mundo y no hay grupos de edad que no estén afectados. De acuerdo con los
Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), la mayoria de los
adultos tienen la infeccién por VPH en algin momento de la vida.* En algunos
casos, el sistema inmunoldgico de la persona combate naturalmente la infeccion
en un periodo de dos afios; sin embargo, la mayoria de las personas con VPH no
desarrollan sintomas visibles, lo que favorece que el niamero de portadores

aumente dado que las personas desconocen que tienen la infeccién.

Diversos autores han reportado la presencia de VPH en boca y algunos
tipos como el 16 y 18 han sido relacionados con la presencia de cancer bucal. La
informacion disponible sobre la presencia de VPH en individuos jovenes, con
mucosa bucal aparentemente sana, es poco concluyente, y aln se desconoce la
prevalencia del virus y los factores que podrian estar relacionados como la
conducta sexual, el consumo de tabaco, consumo de alcohol y el consumo de
mariguana. Algunos autores han reportado la presencia de VPH en boca, sin
embargo la informacion ha surgido de investigaciones realizadas en individuos
participantes como sujetos controles de estudios que involucraron a pacientes con
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello. Pocos estudios han

buscado directamente VPH en la boca de personas jévenes aparentemente sanos.

Aunque a la fecha se desconoce el mecanismo de transmision de VPH en
boca, el principal supuesto involucra algunas practicas sexuales como el nUmero
de personas con quien ha tenido relaciones sexuales vaginales y el nUmero de
personas con quien ha tenido sexo oral activo, el uso infrecuente de barreras
durante la relacion sexual (oral y/o vaginal) y la edad temprana de la primera
relacion sexual. Se desconoce si existe relacion entre el VPH en boca y el
consumo de tabaco. Algunos autores especulan que el consumo de tabaco

deteriora la respuesta inmunoldgica, lo que podria promover la presencia de VPH

® CDC-STD [Centers for Disease Control and Prevention - Sexually Transmitted Diseases]. Genital HPV infection — CDC fact sheet, 2009.
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en boca. En el caso del consumo de alcohol, estudios experimentales solo han
sefialado que el alcohol favorece la penetracion de carcind6genos asociados al
tabaco a través de la mucosa bucal, pero no hay evidencia suficiente que sustente

una relacion entre la presencia de VPH en boca y el consumo de alcohol.

Por tanto, ante la ausencia de informacion suficiente sobre el tema, es
relevante determinar la prevalencia de VPH bucal en individuos jévenes
aparentemente sanos, asi como los factores que pudieran estar relacionados,

dado que:

— la informacion sobre la prevalencia del VPH en mucosa bucal de sujetos

aparentemente sanos y los factores asociados es escasa y deficiente,
— aun se desconoce la prevalencia del VPH en boca de jovenes, y

— la infeccidn bucal por tipos oncogénicos de VPH es un factor de riesgo para

el desarrollo de cancer bucal (CB).

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es la prevalencia del VPH en la mucosa bucal de jovenes universitarios

aparentemente sanos y cuales son los factores relacionados?
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5. JUSTIFICACION

La presencia de tipos oncogénicos de VPH en la boca, principalmente 16 y
18, es considerada un factor de riesgo para cancer bucal. Considerado por
Globocan en 2005 como la octava causa de muerte por cancer a nivel mundial,
motivo por el cual es importante detectar si este virus se presenta en individuos
jévenes con mucosa bucal aparentemente sana, y mas aun, cuando la incidencia

del CB parece ir en aumento en este grupo de edad.

A la fecha varios autores han reportado en estudios de casos y controles la
presencia en boca de VPH; sin embargo, la informacién correspondiente a las
personas con mucosa bucal aparentemente sana y que en la prueba de VPH
tienen un resultado positivo, se considera poco concluyente. Puesto que, estos
mismos estudios han empleado muestreos por conveniencia para la seleccion de
los participantes y no han ofrecido datos demograficos suficientes sobre los

sujetos controles del estudio.

En México, como parte de las iniciativas de salud publica para la prevencion
del cancer bucal, se ha divulgado informacion sobre la relacion entre éste y el
consumo de tabaco y alcohol.” Ademéas de promover la blsqueda temprana de
cambios pre-malignos y malignos en boca, e incluso se tienen bien documentadas
las prevalencias del consumo de tabaco y alcohol en la poblacién joven. A pesar
de estos antecedentes en nuestro pais aun se desconoce si en la boca de jovenes
mexicanos se encuentra presente el VPH, considerado como uno de los
principales factores de riesgo para CB. Por lo que en esta investigacion, derivada
del proyecto PAPIIT IN218709-3° se ha elegido a un numeroso grupo de jévenes
universitarios (estudiantes de odontologia) para participar en este estudio, donde
al final del mismo se le otorga informacion sobre la presencia o ausencia de VPH y
otros factores de riesgo para CB (consumo de tabaco y alcohol), y se exploran
hechos concretos de la conducta sexual como factores relacionados con la

presencia de VPH en boca.

b s . . .z . . .

Boletin informativo mensual de la Asociacion Mexicana de lucha contra el cancer, A.C. No. 4 Septiembre 2008.
° Exposicién de jévenes universitarios a tipos oncogénicos de virus papiloma humano y al tabaquismo como factores de riesgo para el
cancer bucal.
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6. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

6. 1 Objetivo general

Determinar la prevalencia del VPH en la mucosa bucal de jovenes
universitarios alumnos de la Facultad de Odontologia de la UNAM (FO-
UNAM), Campus Ciudad Universitaria, inscritos en el ciclo escolar 2010-0 y

sus factores asociados.

6.2 Objetivos especificos

1. Identificar mediante PCR e hibridacion en muestras obtenidas por citologia

exfoliativa la prevalencia de VPH en boca.

2. Establecer la prevalencia de la conducta sexual, el consumo de tabaco, el

consumo de alcohol y el consumo de mariguana entre los participantes.

3. Identificar la relacion entre la presencia en boca de VPH y los factores
asociados como conducta sexual, consumo de tabaco, consumo de alcohol

y consumo de mariguana.

7. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La presencia de VPH en boca se relaciona positivamente con hechos concretos de
la conducta sexual, el consumo de tabaco y el consumo de alcohol en los alumnos
de la Facultad de Odontologia de la UNAM-Campus CU, inscritos en el ciclo
escolar 2010-0.
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8. METODOLOGIA

8.1 Estrategia general del estudio

Estudio transversal que tuvo el propésito de establecer la prevalencia de
VPH en la mucosa bucal de jévenes estudiantes de licenciatura y posgrado de la
Facultad de Odontologia de la UNAM (FO-UNAM), inscritos en el ciclo escolar
2010-0.

Inicialmente se realizo la revision de la literatura en las bases de datos
PubMed, Ovid-Medline, Elsevier-Science, MeSH y Biblioteca Virtual en Salud,
donde se ingresaron las palabras clave: infeccién por VPH, VPH en boca, VPH en
mucosa bucal normal, citologia exfoliativa bucal, conducta sexual, sexo oral activo,
relaciones sexuales vaginales, uso de condén, consumo de tabaco, consumo de
alcohol, consumo de mariguana, universitarios y estudiantes de odontologia; asi
como las combinaciones pertinentes. Se incluyeron los documentos publicados

desde 1983 a la fecha, tanto en inglés como en espafiol.

Se realizd la descripcion detallada del protocolo del estudio, disefio,
poblacidén, criterios de seleccion, técnica de muestreo, céalculo del tamafio de
muestra. Ademas se contempl6 la descripcién del modelo conceptual, definicion
operacional de las variables del estudio, asi como su tipo y medicion.

Se desarrollo el instrumento de recoleccion de datos, el cual fue
estandarizado en una muestra de alumnos de odontologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X). Se realizé el trabajo de
campo que incluyé la aplicacion del cuestionario, la coleccion de muestras
biolégicas, y posteriormente se llevé a cabo el procesamiento de las muestras
obtenidas en el Laboratorio de Virus y Cancer del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM (IIB-UNAM).

Se capturaron los datos, se cred la base de datos y se realizaron los
analisis estadisticos pertinentes sobre la informacion obtenida en el estudio. Todos

los aspectos metodoldgicos del estudio se describen a continuacion.
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8.2 Disefio del estudio

Se trata de un estudio transversal que se realiz6 de acuerdo con los
principios de Kleinbaum para estudios transversales.>® Ademas, se consideraron
las recomendaciones del STROBE statement para estudios epidemiolégicos

observacionales.*®

8.3 Descripcion de la poblacién de estudio
8.3.1 Ubicacion temporal y unidad de andlisis

Esta investigacion se realizé entre agosto de 2009 y diciembre de 2010
segun lo previsto en el cronograma de actividades. Los participantes fueron
alumnos inscritos de primero a cuarto afio en la Division de Estudios Profesionales
(DEP) de la FO-UNAM, Campus Ciudad Universitaria, en el ciclo escolar 2010-0 y,
los alumnos inscritos al curso propedéutico de ingreso al Plan Unico de
Especialidades Odontoldgicas (PUEO) de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion (DEPel) de la FO-UNAM, del mismo campus en el mismo ciclo

escolar.

8.4 Seleccion de la muestra de estudio
8.4.1 Calculo del tamafio de muestra

Para la estimacion del tamafno de muestra en este estudio transversal se

empled la férmula de Scheaffer RL, 1987.°’

N*p*q

n=
(N-1)*D + (p*a)

donde

n = tamafo de la muestra
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N = total poblacional

p = proporcion de interés

q=1-p

D = cociente de los errores a y 3 que se desean evadir.

B = magnitud del limite de error, que para este estudio sera de 0.015.

Se tomo6 como proporcion la prevalencia de 3% de VPH en boca de jovenes
universitarios, reportado por D’Souza en 2009.?* Se realiz6 un célculo de tamafio
de muestra para los alumnos de licenciatura y otro para los alumnos de posgrado,

quedando como sigue:

(0.015)?
D=——— =0.000225
4

Para licenciatura:

(2,747) (0.03) (0.97) 79.9377
= = = 435.7465
(2,746) (0.000225) + (0.03) (0.97)  0.18345

Se agregd 20% mas para compensar las posibles pérdidas:
n =435.7465 + 87.1493 = 522.8958

n =523 alumnos de pregrado.

Para posgrado: se incluyé al total de alumnos inscritos al curso

propedéutico de ingreso al PUEO (n=146).

8.4.2 Diseio muestral
8.4.2.1 Marco muestral

El listado que incluye al total de alumnos inscritos en el ciclo escolar 2010-
0, en la DEP de la FO-UNAM, Campus Ciudad Universitaria. Asi como el listado
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que incluye al total de alumnos inscritos al curso propedéutico de ingreso al PUEO
en la DEPel de la FO-UNAM en marzo 2010, Campus Ciudad Universitaria.

8.4.2.2 Ultima unidad de muestreo

Aquellos alumnos seleccionados en la DEP del ciclo escolar 2010-0, y en la
DEPel de la FO-UNAM, Campus Ciudad Universitaria.

8.4.3 Método de muestreo

En licenciatura, se realizd un muestreo aleatorio simple, en el que todas las
unidades Ultimas de muestreo tuvieron la misma probabilidad de participar en el
estudio. El muestreo se estratific6 por grado escolar dado que no se tenia el
mismo namero de alumnos en cada grado. En una hoja de Microsoft Office Excel

2007 se generaron nameros aleatorios para seleccionar a los participantes.

Se solicito a la Secretaria de Servicios Escolares de la Facultad de
Odontologia (licenciatura y posgrado): el namero total de alumnos por grupo
inscritos en el ciclo escolar 2010-0, y en el curso propedéutico de ingreso a
posgrado; asi como el nombre y niumero de cuenta de los alumnos que resultaron

seleccionados aleatoriamente para la recoleccion de muestras.

Para licenciatura, se propuso seleccionar a 130 alumnos de primer afio, 131
de segundo afio, 107 de tercero, y 155 de cuarto afio. Estas proporciones se

obtuvieron como se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Proporciones para la seleccidon de alumnos en licenciatura.

Grado Alumnos por (Alumnos por Alumnos elegibles por
escolar grado/N grado/N)*n grado

1° (683/2,747) = 0.2486 (0.2486*523) = 130.01 130

2° (688/2,747) =0.2504 (0.2504*523) = 130.95 131

3° (562/2,747) = 0.2045 (0.2045*523) = 106.95 107

4° (814/2,747) =0.2963  (0.2963*523) = 154.96 155
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En posgrado se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia a
partir del nimero de alumnos que ingresaron al curso propedéutico. Se eligid esta
poblacion y este tipo de muestreo debido a la factibilidad y accesibilidad a los
sujetos, ya que el comité de ética del posgrado de odontologia rechazé la

realizacion del estudio entre los alumnos formalmente inscritos en el PUEO.

8.5 Criterios de seleccion
8.5.1 Criterios de Inclusion

— Todo individuo 218 afos inscrito de 1° a 4° afio en la DEP de la FO-UNAM,
Campus Ciudad Universitaria.

— Todo individuo 218 afios inscrito al curso propedéutico para ingresar al
PUEO de la DEPel de la FO-UNAM, Campus Ciudad Universitaria.

8.5.2 Criterios de Exclusién

— Todo individuo 218 afios inscrito en 5° afio en la DEP de la FO-UNAM,

Campus Ciudad Universitaria.

— Todo individuo de 218 afios que no esté inscrito al curso propedéutico para
ingresar al PUEO, y que realice alguna actividad académica en la DEPel de
la FO-UNAM, Campus Ciudad Universitaria.

8.5.3 Criterio de Eliminacioén

— Todo individuo que reuniendo los criterios de inclusién decida no participar

en el estudio.

8.6 Instrumento

El instrumento de recoleccion de datos se desarrollé con base en las
variables de investigacion que se presentan en el modelo conceptual (Figura 2),
las cuales fueron definidas mediante criterios tedricos y de relacion. Para

estandarizar el instrumento, la primera version del cuestionario fue auto-aplicada a
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88 alumnos voluntarios de la Facultad de Odontologia de la UAM-X (Anexo 1).
Posteriormente fue sometido a varios andlisis conceptuales y técnicos por el grupo
de investigacion que realizd este proyecto. Por ejemplo, se realizaron ajustes a la
presentacion del cuestionario y de los reactivos, a las instrucciones, a la seleccion
de preguntas a ser incluidas. Ademas, se revisO cuidadosamente el lenguaje y la
redaccion, se realizaron los cambios necesarios, como por ejemplo la eliminacion

de la oracién “pase a la pregunta...” ubicada en las opciones de respuesta de
varios reactivos del Anexo 1. Entonces se llego a la version final: un cuestionario
de auto-aplicacion conformado por 29 reactivos cerrados sobre hechos concretos
de la actividad sexual, consumo de tabaco y consumo de alcohol (Anexo 2), y que

fue aplicado a nuestra poblacién de estudio.

Durante la elaboraciéon del instrumento se revisO que los reactivos
incluyeran y midieran todas las variables de estudio de acuerdo con los objetivos
de la investigacion (validez de contenido). A cada reactivo se le asignaron valores
numéricos como parte de la codificacion, para su posterior andlisis estadistico.

Estos valores asignados se presentan dentro de cada reactivo del Anexo 2.

8.7 Trabajo de campo
8.7.1 Entrevistadores

La autora de esta tesis acudi6 a cada grupo de la FO-UNAM para la
aplicacion del cuestionario y dio las mismas instrucciones a todos los participantes

(Anexo 3). Ademas realiz6 la obtencion y procesamiento de muestras bioldgicas.

8.7.2 Capacitacion

Fueron capacitados cuatro alumnos de servicio social para facilitar la
distribucion y recepcion de cuestionarios en los grupos, colectar los datos de los
participantes y proveer los materiales al momento de tomar las muestras
bioldgicas. Una alumna de servicio social fue capacitada como auxiliar en el

procesamiento de laboratorio de las muestras. Para el desarrollo y estandarizaciéon
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de los procedimientos de laboratorio, se recibié capacitacion en el Laboratorio de
Virus y Cancer del 1IB-UNAM.

8.8 Modelo conceptual de las variables de estudio

A partir del marco tedrico descrito en el apartado 2 de esta tesis, y con base
en la pregunta de investigacion, se desarroll6 el modelo conceptual de este
proyecto. Este se encuentra esquematizado en la Figura 2 y a continuacion se

presenta una breve descripcion del mismo.

Hechos concretos de la conducta sexual como la practica de sexo oral
activo, el nimero de personas con quien se ha practicado sexo oral, besar a otra
persona con la boca abierta, el nimero de personas con quien ha tenido
relaciones sexuales vaginales, la edad de la primera vez que practic6 sexo oral
activo, la frecuencia del uso del conddn en la practica del sexo oral activo, haber
tenido relaciones sexuales vaginales; asi como la orientacidbn sexual estan
relacionados con la presencia de VPH en la boca. El deterioro de la respuesta
inmunitaria favorece la presencia de VPH en boca, independientemente del
estatus en el habito de fumar cigarrillos. El incremento en la permeabilidad de la
mucosa bucal favorece la presencia de VPH en boca, y esta relacion es mayor en
los individuos que son bebedores actuales de alcohol. Debido a que la medicion
de las variables respuesta inmune y permeabilidad de la mucosa bucal implica un
estudio de tipo experimental, no seran incluidas en este estudio. Los individuos
que acostumbran compartir el mismo cigarro de mariguana tienen mayor
probabilidad de tener VPH en boca que aquellos que no acostumbran compartirlo,
y esta relacion es mayor en fumadores actuales de mariguana. Las variables sexo
y edad seran incluidas en este estudio para describir a la muestra de sujetos

participantes.
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MODELO CONCEPTUAL:

“Prevalencia de VPH en la mucosa bucal de jéovenes universitarios y sus factores asociados”

Vaccarella S, 2006
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Figura 2. Modelo conceptual “Prevalencia de VPH en la mucosa bucal de jovenes universitarios

y sus factores asociados”
A. Variables antecedentes
X. Variables intermedias

Y. Variable independiente

*No se incluyeron en el estudio, dado que su medicién implicaba un estudio de tipo experimental.
1. Herrera-Vazquez, 2004 y Sanchez-Zamorano LM, 2006

Las lineas continuas indican asociaciones estadisticamente significativas.
Las lineas punteadas indican relaciones sugeridas.
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8.9 Operacionalizacion de variables

La operacionalizacion de las variables se realiz6 con base en la revision de
la literatura y en funcion de los principios establecidos para el desarrollo de
modelos conceptuales causales tomando en cuenta la temporalidad, y se presenta

en el Anexo 4.

8.10 Procedimientos

Con autorizacion del Secretario General de la Facultad de Odontologia, se
acudio a los grupos para invitar a los alumnos a participar en el estudio. El
acercamiento a los alumnos se realiz6 en dos etapas, la aplicacion del

cuestionario y la coleccion de muestras biologicas.

En la primera etapa ademas de aplicar el cuestionario, se verificO mediante
el numero de cuenta, que el alumno previamente seleccionado al azar para
participar en la etapa de coleccion de muestras biologicas, realmente perteneciera
al grupo en el que habia sido ubicado en el listado de alumnos proporcionado por
la Secretaria Académica de la FO-UNAM.

El contacto con los alumnos se realiz6 en horas de clase tedrica y previa
autorizacion del profesor en turno. No se interrumpié a los alumnos en sus
actividades clinicas. A los participantes se les explicé en qué consistia el estudio y

se invit6 a todos los alumnos presentes a responder un cuestionario.

En una hoja adicional los alumnos anotaron su nombre, direccion de correo
electrénico y numero de cuenta, para que se les enviara la notificacion via

electrénica para la coleccion de células exfoliadas de mucosa bucal.

8.10.1 Coleccion de células exfoliadas de mucosa bucal

De cada participante se obtuvo el consentimiento informado por escrito
(Anexo 5) y posteriormente se recolectaron células del epitelio estratificado

escamoso que recubre carrillos y bordes laterales de lengua.*®®®®* Para exfoliar
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las células se frot6 10 veces cada sitio®>®!

con el mismo cepillo citolégico conico
estéril.” Las células recolectadas de los sitios seleccionados se colocaron junto
con el cepillo® en tubos Falco (de 15mL) que contenian 4mL de la solucién
preservadora PreservCyt (Cytyc Corp., Marlborough, MA), y fueron almacenadas a

4°C para su analisis posterior.

8.10.2 Procedimientos de Laboratorio

La presencia en boca del VPH se establecio de acuerdo con el protocolo
estandarizado en el Laboratorio de Virus y Cancer del 1IB-UNAM. El procedimiento
incluyo tres etapas: 1) extraccion de DNA, 2) amplificacion (identificacion del gen
B-globina, para la evaluacion de la presencia y calidad de DNA gendmico humano

en las muestras colectadas), y 3) la deteccion del genoma viral mediante PCR.

8.10.2.1 Extraccion de DNA

Los pasos que se siguieron para la extraccion de DNA de cada una de las

muestras obtenidas se enuncian a continuacion.

Se concentraron células bucales suspendidas en la solucién preservadora
Preservcyt en un microtubo tipo eppendorf de 1.5mL. A cada tubo se agregaron
600 pl de Nuclei Lysis Solution (Wizard Genomic DNA Purification kit Promega
Madison, WI), se resuspendio, se agregaron 17.5ul de proteinasa K (20mg/mL), se
resuspendio y se incubd a 55°C durante toda la noche a 700 rpm. Al retirar de la
incubacion se adicionaron 3ul de RNasa, se incub6 nuevamente a 36°C durante
30 minutos sin agitacion. Al término, se agregaron 200ul de solucion para
precipitar proteinas, se mezclé fuertemente en el agitador vortex y se incubd en
hielo durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, se observo el boton de proteinas, se removio
cuidadosamente el sobrenadante a un tubo nuevo, se agregaron 600ul de
isopropanol a temperatura ambiente para promover la precipitacion del DNA y se

mezclé por inversion. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 4 minutos a temperatura
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ambiente, se decantO el sobrenadante en un vaso de precipitado y se agregaron
600ul de etanol al 70% para lavar el DNA. Nuevamente se centrifugd a 14,000 rpm
durante 4 minutos a temperatura ambiente y se decantd el sobrenadante en un
vaso de precipitado. Cada tubo destapado fue colocado en la centrifuga de vacio
(SpeedVac) a fin de dejar secar el pellet. Los tubos fueron revisados cada 15
minutos y se retiraron del SpeedVac cuando se hubiera evaporado completamente
el etanol. Al término, se agregaron 30ul de solucion rehidratante para DNA y se
incub6é a 65°C durante 50 minutos. Al retirar de incubacion se almacenaron en
cajas para 96 tubos de 1.5mL a -20°C. Se verificé la presencia de producto por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. La pureza y concentracion del DNA
extraido se obtuvo con el espectrofotdmetro Nanodrop™? 1000 (Anexo 6).

8.10.2.2 Amplificacion

La amplificacion es el procedimiento en el que se identificé un fragmento de
280 pb del gen B-globina, y que fue empleado para la evaluacion de la presencia y
calidad de DNA gendomico humano en las muestras colectadas. Se usaron los
primers PCO4 (5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3) y GH,0O (5-GAA GAG
CCA AGG ACA GGT AC-3').%? La PCR fue realizada en un volumen final de 25y,
la cual estuvo conformada por: 5ul de DNA extraido a una concentracion 230ng/pl,
6ul de 5X PCR buffer, 3ul de MgCl, a una concentracién de 4mM, 3ul de dNTPs a
una concentracion de 200uM, 0.6ul de PCO4 a una concentracién de 0.1uM, 0.6pl
de GH,O a una concentracion de 0.1uM, 0.2ul de Tag polimerasa a 1U y 6ul de
H,O. Se verificd la presencia de producto por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% (Anexo 7).

8.10.2.3 Deteccién de VPH mediante PCR

La deteccion de la infeccion bucal por VPH se realiz6 mediante los primers
MY09/PGMY09 (CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC) y MY11/PGMY11 (GCM
CAG GGW CAT AAY AAT GG) procesados en una PCR.
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La PCR fue realizada en un volumen final de 25ul, la cual estuvo
conformada por: 5ul de DNA extraido a una concentracion =30ng/ul, 6ul de 5X
PCR buffer, 3ul de MgCl, a una concentracion de 4mM, 3ul de dNTPs a una
concentracion de 200uM, 0.6ul de MYQ9 a una concentracion de 0.1uM, 0.6l de
MY11 a una concentracion de 0.1uM, 0.2ul de Tag polimerasa a 1U y 6l de H,O.
La secuencia objetivo del DNA viral fue desnaturalizada e hibridizada con dos
primers, los cuales permitieron la unién de Taq enzima-polimerasa y se duplicé la
secuencia de DNA objetivo.? La PCR se inici6 a 94° C por 10 minutos, seguida por
una amplificacion de 25 ciclos (desnaturalizacion a 94° C por 30 segundos,
alineamiento a 55° C por 30 segundos y una extensién a 72° C por 45 segundos)
con una extension final a 72° C por 7 min. Se verificé la presencia de producto por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Anexo 8, 9y 10).

8.11 Plan de andlisis estadistico

El andlisis de los datos se realizO mediante estadistica descriptiva e
inferencial. Se cre6 una base de datos en el paquete SPSS version 18, donde se
capturaron las variables incluidas en el cuestionario, las opciones de respuesta se

codificaron, sustituyendo su contenido por un simbolo numérico.

Como primer paso se procedié a preparar los datos para su tratamiento
estadistico mediante la limpieza de la base de datos, verificacion de ausencia de
datos faltantes, identificacién de los datos extremos. Posteriormente, se procedid
al calculo de los estadisticos descriptivos medidas de tendencia central y de
dispersién para las variables cuantitativas (niumero de personas con quien ha
practicado SOA, edad de la primera relacion de SOA, niumero de personas con
quien ha tenido RSV, edad de la primera vez que tuvo RSV vy, edad); y razones y
proporciones para las variables cualitativas (presencia de VPH en boca, practica
de SOA, uso de conddén durante SOA, besar con boca abierta, orientacion sexual,
practica de RSV, sexo, consumo de tabaco, alcohol y mariguana). Se consider6 un
valor de p<0.05 como estadisticamente significativo. Ademas, se obtuvo la
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prevalencia global (positivos a VPH/total de la muestra) como medida de

frecuencia.

Para identificar alguna asociacion entre la presencia en boca de VPH y las
variables independientes (conducta sexual), y con las variables antecedentes
(estatus de consumo de tabaco, estatus de consumo de alcohol, la frecuencia de
consumo de bebidas que contengan alcohol y el estatus consumo de mariguana),
se empled la Razdn de Prevalencias como medida de asociacion, debido a que a
los participantes se les realiz6 una medicién Unica en el tiempo (cuestionario y
toma de muestras). Se determiné la presencia o ausencia en boca de VPH, y no
fue posible establecer si se trataba de una infeccion reciente, persistente y/o re-

infeccion.

Para las variables que resultaron estadisticamente significativas se calcul6
la Razon de Prevalencias a fin de identificar alguna asociacion entre la variable
dependiente y las variables independientes. Para determinar la significancia
estadistica de la Razén de Prevalencias se empleé Ji cuadrada como prueba de
homogeneidad entre niveles dado que las variables que resultaron
estadisticamente significativas tuvieron mas de dos opciones de respuesta. Para
la comparacion de medias para muestras independientes se uso el estadistico t,
Por tanto, se categorizaron las variables segun el rango intercuartil y tanto las
razones de prevalencia como los intervalos de confianza al 95% y estadistico t

fueron calculados en EPIDAT.®
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9. RESULTADOS

Se encontré una prevalencia de 3.2% (n=20) de VPH en la mucosa bucal,
de los que fue posible tipificar una muestra que se identificé con VPH tipo 13. En
total se obtuvieron 619 observaciones validas (cuestionario aplicado y muestra
bioldgica) entre los individuos seleccionados aleatoriamente en licenciatura y los
participantes en posgrado. La tasa de respuesta fue de 91.3% en licenciatura
(n=478) y de 96.5% en posgrado (n=141). Dos tercios de los participantes fueron
mujeres. La edad promedio de todos los participantes fue de 21.5 afios. La Tabla 6
presenta las caracteristicas demogréaficas de los participantes en licenciatura,
mientras que la Tabla 7 muestra las caracteristicas demograficas de los
participantes de posgrado. En ambos casos, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre quienes aceptaron formar parte del estudio y quienes

declinaron la invitacion.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada en pregrado.

Licenciatura*® Licenciatura” p
n=478 (%) n=45 (%)
Sexo
Mujer 359 (75) 34 (75) 0.9466°
Hombre 119 (25) 11 (25)
Grado escolar
1° 142 (30) 14 (30) 0.9905*
2° 111 (23) 10 (23)
3° 90 (19) 9 (20)
4° 135 (28) 12 (27)

Licenciatura*. Total de alumnos seleccionados al azar que participaron en el estudio (cuestionario y muestra
bioldgica).

Licenciatura . Total de alumnos seleccionados al azar decidieron no participar en el estudio.

5. Prueba Ji cuadrado de asociacién.

¥ Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.
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Tabla 7. Caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada en posgrado.

Posgrado* Posgrado” p
n=141 (%) n=5 (%)
Sexo
Mujer 109 (77) 4 (80) 0.8874°
Hombre 32(23) 1(20)
Especialidad
Endodoncia 20 (14) 1(20) 0.8093*
Odontopediatria 26 (18) 2 (40)
Ortodoncia 36 (26) 2 (40)
Protesis Maxilofacial 8(6) 0 (0)
Patologia bucal 6 (4) 0 (0)
Periodoncia 20 (14) 0(0)
Protesis bucal 24 (17) 0(0)
Materiales dentales 1(1) 0(0)

Posgrado*. Total de alumnos que participaron en el estudio (cuestionario y muestra bioldgica).
Posgrado . Total de alumnos que declinaron participar en el estudio.

5. Prueba Ji cuadrado de asociacion.

¥ Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas por sexo entre la
poblacién de licenciatura y posgrado (p=0.5929).% Por tanto, a continuacién se
presentan resultados en los que se agrupa al total de participantes segun su

estatus como positivo y negativo a VPH en boca.

De las 20 personas que tuvieron VPH en boca, dos tercios fueron mujeres
y todos declararon ser solteros. 17 eran alumnos de licenciatura, nueve de ellos
cursaban el primer afio de la carrera, cinco cursaban segundo afio y tres eran
alumnos de cuarto afio. De los tres restantes alumnos de posgrado, dos cursaban

la especialidad en ortodoncia y uno patologia bucal.

De los participantes con resultado positivo (VPH+) y negativo a VPH (VPH-)
en boca, 45% (n=9) y 46% (n=276) reportaron haber practicado SOA al menos
una vez en la vida, respectivamente y, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos. La edad promedio en que practicaron por
primera vez SOA fue de 17 afos para los VPH+, y de 19 afios para los VPH-. Sin

embargo, se encontré una relacién estadisticamente significativa entre la

4 Prueba Ji cuadrado de asociacién (Estadistico=0.2858).
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presencia de VPH en boca y haber practicado con 26 personas SOA en toda la
vida (RP=18.2; 1C95%=6.38-51.86; p=0.0001) y en los dultimos 12 meses
(RP=5.85; ICg50,=1.65-20.75; p=0.0051). 15% (n=3) de los participantes VPH+ y
16% (n=96) de los participantes VPH- reportaron que “nunca” usan el condon
como barrera protectora durante la practica de SOA. Del total de individuos que
respondieron el cuestionario, 95% se declararon heterosexuales. Estas variables

no se asociaron significativamente con la presencia de VPH en boca (Tabla 8).

Ni la practica de besar con boca abierta (beso francés y/o de lengtita) ni
haber tenido RSV alguna vez en la vida se relacionaron significativamente con la
presencia de VPH en boca. En cambio, haber tenido RSV por primera vez a los
<16 anos (RP=5.17; 1Cg50,=1.87-14.27; p=0.0152), haber tenido RSV con 24
personas en toda la vida (RP=5.07; 1Cgs50=1.64-15.62; p=0.0027), y con 24
personas en los ultimos 12 meses (RP=3.07; [Cg5,,=1.39-6.78; p=0.0074) se
relacionaron significativamente con el hallazgo de VPH en boca. Estos resultados
se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 8. Respuestas de los participantes sobre la practica de sexo oral activo y su
orientacion sexual.

VPH en boca RP [1Css5%"] Valor p
Positivo Negativo
n=20 n=599
Ha practicado sexo oral 9 (45%) 276 (46%) 0.91[0.3680—2.2975] 0.8575°
activo.
Edad promedio de la primera 17 (17-18) 19 (18-20) 0.1370*
vez que tuvo SOA (Q;-Q3).
Numero promedio de 3(1-6) 2 (1-3)
personas con quien tuvo SOA
en toda la vida (Q;-Q3).
- Ninguno 0 (0%) 90 (27%) 1.00 0.0001*
-1a5 7 (78%) 231 (69%) 1.92[0.6971-5.3321]
- 26 2 (22%) 12 (4%) 18.20 [6.3863 —51.8676]
Numero promedio de 2 (1-6) 1(1-3)
personas con quien tuvo SOA
ultimos 12 meses (Q;-Qs).
- Ninguno 0 (0%) 40 (17%) 1.00 0.0051*
-1a5 5 (56%) 189 (80%) 1.46[0.5462 —3.9256]
- 26 4 (44%) 6 (3%) 5.85[1.6527 — 20.7574]
Frecuencia de uso del
conddn como barrera
protectora durante la
practica de SOA.
- Siempre/uso
sistematico 6 (30%) 113(19%) 1.00 0.5636*
- En ocasiones 2 (10%) 98 (17%) 0.39[0.0819 — 1.9221]
- Prefiero no responder 2 (10%) 46 (8%) 0.82[0.1728 — 3.9516]
- Nunca 3 (15%) 93 (16%) 1.29[0.3375-4.9571]
Orientacion sexual.
- Homosexual 1 (5%) 12 (2%) - 0.6936*
- Heterosexual 19 (95%) 564 (95%) -
- Bisexual 0(0) 11 (2%) -
- Prefiero no responder 0(0) 8 (1%) 1.00

RP. Razén de prevalencias.

7. Intervalo de confianza al 95%.

SOA. Sexo oral activo (haber colocado su boca o lengua en la vagina de una mujer o en el pene de un hombre).
Q;-Qs. Rango intercuartil.

5. Prueba Ji cuadrado de asociacién.

¥ Prueba de comparacion de medias para muestras independientes. Estadistico t=1.4017; gl=261.

*. Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.
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Tabla 9. Respuestas de los participantes sobre la practica de relaciones sexuales
vaginales y beso francés.

VPH en boca RP [ICos5"] Valor p
Positivo Negativo
n=20 n=599
Ha tenido relaciones 12 (60%) 400 (67%)  0.66 [0.2651 — 1.6429] 0.4562°

sexuales vaginales.

Edad promedio de la primera 17 (17-19) 18 (17-19)
vez que tuvo RSV (Q;-Qa).

- 220 1 (8%) 86 (22%) 1.00 0.0152*
-17a19 6 (50%) 215 (57%) 2.36 [0.8667 —6.4367]
- <16 5 (41%) 79 (20%) 5.17 [1.8791-14.2719]

Numero promedio de 3(1-3) 2 (1-3)

personas con quien tuvo RSV
en toda su vida (Q;-Qz).

- Ninguno 1(11%) 70 (21%) 1.00 0.0027*
-1a3 6 (66%) 229 (70%) 1.81 [0.6659 —4.9350]
- 24 2 (22%) 26 (8%) 5.07 [1.6457 — 15.6285]

Numero promedio de 2 (1-3) 1(1-3)

personas con quien tuvo RSV
en los ultimos 12 meses (Qs-

Qs).
- Ninguno 0 (0%) 19 (5%) 1.00 0.0074*
-1a3 7 (78%) 318 (91%) 0.37 [0.1818 —0.7547]
-24 2 (22%) 11 (3%) 3.07 [1.3959 -6.7821]
Ha dado un beso francés (de 17 (85%) 547 (92%) 0.65[0.1458 —2.9202 0.5739°
lengiita™).

RP. Razén de prevalencia.

7. Intervalo de confianza al 95%.

RSV. Relaciones sexuales vaginales (unién sexual que implica penetracién vaginal).

Q;-Qs. Rango intercuartil.

S Prueba Ji cuadrado de asociacion.

¥ Prueba de comparacion de medias para muestras independientes. Estadistico t=1.4017; gl=261.
*. Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.

~. O bien, haber puesto la lengua dentro de la boca de una mujer o de un hombre.

60% (n=12) de los VPH+ y 67% (n=402) de los VPH- reportaron haber
fumado cigarrillos de tabaco al menos una vez en la vida. De los participantes con
VPH en boca, 45% (n=9) indicaron haber fumado tabaco en los ultimos 12 meses
y 40% (n=8) en los ultimos 30 dias. De las personas VPH+ que fuman cigarrillos
diariamente 26% (n=5) fuma de 1 a 5 por dia, y s6lo 5% (n=1) fuma de 6 a 10

cigarrillos de tabaco en un dia. 28% (n=5) de los participantes con resultado
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positivo a VPH acostumbran compartir el cigarrillo con otra persona. Por otro lado,
10% (n=2) de los VPH+ reportaron haber fumado mariguana alguna vez en la vida,
y también acostumbrar compartir el mismo churro de mariguana con otra persona.
Aunqgue, ni el consumo de tabaco ni de mariguana se asociaron significativamente
con el VPH en boca. Las respuestas con respecto al consumo de tabaco y

mariguana versus la presencia de VPH en boca se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Respuestas de los participantes sobre su consumo de tabacoy
mariguana.

VPH en boca RP [1Css%™] Valor p
Positivo Negativo
n=20 n=599

Fumo tabaco alguna vez en la 12 (60%) 402 (67%) 0.73[0.2956 —1.8274] 0.5062°
vida.
En los ultimos 12 meses. 9 (45%) 285 (47%) 0.90[0.3681 —2.2070] 0.8202°
En los ultimos 30 dias. 8 (40%) 205 (34%) 1.28[0.5155—3.1843] 0.5927°
Cigarrillos fumados diariamente
en los ultimos 30 dias.

- Mas de 20 0 (0%) 10 (2%) - 0.8826*

-Dell1a20 0 (0%) 6 (1%) -

-De6all 1 (5%) 15 (3%) 1.60[0.2134 — 12.0206]

-Dela5s 5(26%) 90 (15%) 1.34 [0.4532 — 4.0136]

- Nunca fumé 8 (69%) 197 (79%) 1.00
Acostumbra compartir el 5 (28%) 213 (37%) 0.74[0.2124 - 2.6224] 0.6472°

cigarrillo con otra persona.

Fumo mariguana alguna vez en 2 (10%) 105 (18%) 0.52[0.1192 —2.2825] 0.3795°
la vida.

Acostumbra compartir el 2 (10%) 82 (14%) 0.67 [0.1527 — 2.9448] 0.5944°
mismo churro de mariguana
con otra persona.

" Intervalo de confianza al 95%.
% Prueba Ji cuadrado de asociacién.
*. Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.
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Todos los jévenes con resultado positivo a VPH en boca indicaron haber
probado alguna vez cualquier bebida con alcohol. 90% (n=18) reportaron haber
consumido alguna bebida con alcohol en los ultimos 12 meses y 15% (n=3) de
estos, sefialaron que consumian bebidas alcohdlicas de 1 a 2 veces por semana.
No hubo relacion estadisticamente significativa entre las respuestas de los
participantes con respecto al consumo de alcohol y la presencia de VPH en boca
(Tabla 11).

Tabla 11. Respuestas de los participantes sobre su consumo de alcohol.

VPH en boca RP [1Cos5"] Valor p
Positivo Negativo
n=20 n=599

Alguna vez ha consumido 20 (100%) 582 (97%) - 0.4449°
cualquier bebida que
contenga alcohol.
En los dltimos 12 meses. 18(90%) 542 (91%) 0.92[0.2102 - 4.1117] 0.9236°
Frecuencia con la que
consumié alguna bebida con
alcohol en los dltimos 12
meses.

- Casi diario 0 (0%) 2(03%) - 0.4196*

- 3-4 veces/semana 0 (0%) 9 (2%) -

- 1-2 veces/semana 3 (15%) 82 (14%) -

- 2-3 veces/mes 4 (20%) 123 (21%) -

- Una vez/mes 1 (5%) 104 (18%) -

- 7-11 veces/afio 0 (0%) 41 (7%) -

- 3-6 veces/afio 6 (30%) 92 (16%) -

- 2 veces/afio 3 (15%) 51 (9%) -

- Una vez/afio 0 (0%) 25 (4%) 1.00

RP. Razoén de prevalencias.

Y. Intervalo de confianza al 95%.

%, Prueba Ji cuadrado de asociacién.

*. Prueba Ji cuadrado de homogeneidad entre niveles.
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10. DISCUSION

En esta investigacion se encontro una prevalencia de VPH en boca de 3.2%
(n=20). Poco mas de dos tercios de la poblacion estudiada estuvo conformada por
mujeres (n=468), lo cual es representativo de la poblacién de alumnos de
odontologia (licenciatura y posgrado) que fueron seleccionados aleatoriamente. En
poblacidon joven, pocos estudios han buscado directamente VPH en boca. Los
resultados de nuestro estudio pueden ser comparados con los de D’Souza y cols.,
quienes en un grupo de estudiantes de licenciatura y posgrado reportaron una
prevalencia de 2.9% de VPH en boca y una asociacion significativa entre el virus y
haber tenido 210 parejas de sexo oral en toda la vida y 26 parejas de SOA
recientes (p=0.046), y con el numero de parejas a quien besé con la boca abierta
(p=0.023).? Sin embargo, en este estudio realizado en Maryland, EUA, sélo
incluyeron hombres (n=210) a partir de muestra de conveniencia, y emplearon el
enjuague bucal riguroso para la coleccién de células. En nuestra investigacion, la
presencia de VPH en boca se asocio6 significativamente con haber tenido SOA con
26 personas en toda la vida y en los ultimos 12 meses y aunque el intervalo de
confianza es amplio, parece ser que el nimero de compafieros sexuales para
SOA es la via (piel-mucosas) que podria explicar la presencia de VPH en la boca

de los participantes en el estudio.

Por otra parte, en Manchester, RU, Kujan y cols., reportaron una
prevalencia de VPH en boca de 8% en un grupo de voluntarios estudiantes de
odontologia (hombres y mujeres).” En este caso, no se evalué la relacién del VPH
en boca con posibles factores asociados. Ademas, el tamafio de muestra fue
menor (n=50) y los participantes se incorporaron al estudio a partir de una muestra

de conveniencia.

Otros reportes de VPH en boca han incluido a poblaciones con individuos
de diferentes edades.”*>'® Esto, aunado a las diferentes técnicas e instrumentos
para la coleccion de muestras bioldgicas, deriva en reportes heterogéneos sobre
la prevalencia de VPH en boca. Por ejemplo: Furrer y cols., emplearon la espatula

metalica estéril para obtener células de la mucosa bucal y encontraron VPH en 9%
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de su poblacién de estudio (n=23).** Mientras que Herrero y cols., usaron el cepillo
dental suave y reportaron una prevalencia de 6.9% (n=42),%° aunque ninguna de

estas técnicas ha sido estandarizada en individuos sin lesiones clinicas bucales.

En esta investigacion, se empleo el cepillo conico estéril como instrumento
para colectar células del epitelio bucal en sujetos sin lesidon clinica aparente ya
que, de acuerdo con la literatura, el procedimiento es sencillo, minimamente
invasivo y fiable.®® Sin embargo, ain cuando se ejecuté adecuadamente el

protocolo recomendado,?31¢%

valdria la pena que para futuras investigaciones se
obtuviera una mayor cantidad de células bucales de cada participante, ya que la
cantidad obtenida apenas es suficiente para los procedimientos de extraccion de
DNA, evaluacién de calidad del DNA gendmico extraido y para la PCR de MY y
PGMY. Esto podria lograrse tomando al menos dos muestras bucales de cada
participante, ya sea mediante el uso de dos cepillos conicos estériles y
suspendiendo las células de ambos cepillos en un solo tubo falco que contuviera
la solucion conservadora (PreservCyt), o bien, empleando los dos cepillos conicos
estériles y colectar células bucales que sean colocadas en dos tubos falco

independientes.

Para esta investigacion se realiz6 un estudio transversal que permitié
abordar adecuadamente el problema de investigaciéon. De origen, el estudio
transversal es una ‘instantanea” que en un momento dado indica
simultdneamente, en este caso, si el VPH estuvo presente en la boca o no, y si
estuvieron presentes o no los factores asociados. De tal manera que se pudieron
identificar relaciones estadisticamente significativas entre la presencia de VPH en

boca y algunos hechos concretos de la conducta sexual.

La veracidad de la informacién obtenida en el cuestionario esta apoyada en
las consideraciones éticas que fueron tomadas en cuenta para la ejecucion del
estudio, resaltando el respeto por las personas, el manejo confidencial de la
informacion y la participacién voluntaria de los alumnos. De tal manera que las
respuestas conseguidas fueron tomadas como “declaraciones del participante”,

asumiendo que respondieron con apego a la verdad.
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Para disminuir el sesgo de seleccién y dar a todos los alumnos la misma
oportunidad de participar se realizé un muestreo aleatorio simple sobre el listado
de alumnos inscritos en licenciatura; se realizo el calculo de tamafio de muestra
para estudios transversales y se obtuvieron 478 observaciones validas en
licenciatura, corrigiendo asi las deficiencias de otros estudios. Ademas se alcanzé
una tasa de respuesta de 91.3% para licenciatura y de 96.5% (n=141) para
posgrado, en donde se incluyd, mediante una muestra de conveniencia, a los
alumnos del curso propedéutico de ingreso al PUEO. Cabe destacar que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ambas poblaciones. El estudio
realizado tiene la ventaja de que al haber aplicado el mismo cuestionario a todos
los participantes y al haber ejecutado la misma técnica de obtencién y
procesamiento a todas las muestras bioldgicas obtenidas, fue posible controlar el
sesgo de instrumentacién. Para controlar el efecto Hawthorne durante la
aplicacion de los cuestionarios y dado que la muestra de estudio estuvo
conformada por estudiantes, se ofrecié a todos los participantes la informacion
suficiente y oportuna sobre el proyecto en el que se les invitaba a participar, asi
como la privacidad para contestar el cuestionario, su derecho de no participacion y
la confidencialidad de la informacién que los alumnos proporcionaban (Anexo 3).

Por otro lado, aunque algunos autores han sugerido que el consumo de

31323334 y que en las mujeres con

tabaco deteriora la respuesta inmunoldgica,
infeccion genital por VPH la asociacién con el tabaco depende de la dosis de
consumo,®’ en la investigacion realizada no se encontré asociacién entre el VPH
en boca y el consumo de tabaco. En los jovenes participantes ni el consumo de
alcohol ni el consumo de mariguana se asociaron significativamente con la
presencia de VPH en boca, aun cuando algunos estudios han sugerido un

I41 49,51

incremento en la permeabilidad de la mucosa bucal™ y xerostomia por el

consumo de alcohol y mariguana, respectivamente.

Finalmente, este proyecto de investigacion ha sido muy ambicioso,
especialmente teniendo en cuenta el tiempo y los recursos humanos y financieros

invertidos, asi como las disciplinas cientificas involucradas: epidemiologia, biologia
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bucal, biologia molecular basica, entre otras. Una limitacién del estudio fue que en
la poblacion de alumnos de posgrado no fue posible realizar un muestreo aleatorio
simple para la seleccién de los participantes, debido a que no nos fue permitido
incluir a los alumnos formalmente inscritos en el PUEO, por lo que se decidi
invitar abiertamente a todos los alumnos del curso propedéutico de ingreso a
posgrado. Otra restriccion del estudio en el area de trabajo de campo, fue que se
debio colectar una mayor cantidad de células bucales del epitelio, ya que la
cantidad obtenida en cada participante con resultado positivo a VPH no fue
suficiente para realizar la tipificacion. Con respecto al cuestionario, durante el
andlisis de los datos se identificé que se debid preguntar de forma simultanea el
namero de parejas de SOA y RSV en toda la vida y en los Ultimos 12 meses. Asi
también se debié preguntar la edad de inicio de consumo de alcohol, mariguana y
tabaco. De ésta ultima variable, en el instrumento se debieron dejar abiertas las
opciones de respuesta (sin categorizar) para el reactivo que preguntaba sobre el

namero de cigarrillos que se fumaban por dia.
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11. CONCLUSION

Esta investigacion epidemioldgica aporta informacion cientifica relevante
sobre la prevalencia de VPH en la boca de jévenes con mucosa bucal

aparentemente sana y sus factores asociados.

Los resultados de esta investigacion muestran que la presencia en boca de
VPH se relaciona significativamente con hechos concretos de su conducta sexual,
entre los cuales destacan el nimero de personas con quien ha tenido sexo oral
activo en toda la vida (26) y en los ultimos 12 meses (26), la edad (<16) al
momento de practicar por primera vez relaciones sexuales vaginales, el nimero
de personas con quien ha tenido relaciones sexuales vaginales en toda la vida
(24) y en los ultimos 12 meses (24). No hubo asociacion estadisticamente

significativa con el consumo de tabaco o alcohol, ni con el consumo de mariguana.
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12. CONSIDERACIONES ETICAS

Esta investigacion formo parte del Proyecto PAPIIT IN218709-3 “Exposiciéon
de jovenes universitarios a tipos oncogénicos de virus papiloma humano y al
tabaquismo como factores de riesgo para cancer bucal’. El proyecto fue aprobado
por la Comision de Bioética de Investigaciones con Seres Humanos del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Anexo 11). Los recursos de este
proyecto fueron destinados a la adquisicibn de insumos y materiales para el

desarrollo de esta investigacion. No existieron ingresos para los investigadores.

El estudio se condujo de acuerdo con lo sefialado en la Declaracion de
Helsinki.>* Los procedimientos a seguir cumplieron con las normas para realizar un
protocolo de investigacion ético y asegurar la proteccion de los sujetos
participantes, tales como proteger la vida, la salud, la intimidad y la dignidad del
ser humano. Ademas, el estudio incluyd pruebas consideradas como

minimamente invasivas.

Solo se incluyeron alumnos inscritos en la Facultad de Odontologia de la
UNAM Campus CU (licenciatura y propedéutico de ingreso a posgrado), que al
momento de participar el estudio tuvieran 218 afios. La participacion de los
universitarios fue voluntaria, no se les ofrecieron incentivos economicos,

académicos, ni de ningun tipo.

Con base en los principios éticos y recomendaciones para la investigacion
en sujetos humanos propuestos en el Reporte Belmont,®* para la planeacion de

este estudio se dio prioridad a los siguientes puntos:

e Respeto por las personas participantes como individuos autbnomos
guienes decidieron participar voluntariamente en el estudio, o bien,
decidieron retirarse del estudio en el momento que deseaban. No existio

coercion.

e Al participar en esta investigacion, los universitarios recibieron el beneficio

concreto de conocer gratuitamente su estatus de VPH en boca en un
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momento determinado, asi como una exploracién visual de la cavidad
bucal. Ademas, la participacion de los alumnos en este estudio contribuy6
al esclarecimiento del significado de la presencia en boca de VPH. Al
término del estudio, los participantes conocieron el resultado de la prueba a
la que fueron sometidas las muestras proporcionadas. En los casos en los
que los participantes presentaron alguna lesién, anomalia, o padecimiento
en tejidos blandos bucales, fueron canalizados para su evaluacion oportuna

y tratamiento necesario.

Confidencialidad

La informaciéon proporcionada para esta investigacion se mantuvo bajo
estricta confidencialidad. La informacién del cuestionario y muestras colectadas se

guardaron en archivos no accesibles para personas ajenas al estudio.

La participacion de los alumnos en este estudio fue voluntaria, ellos
pudieron negarse a participar en cualquier etapa del estudio. Al invitarlos a
participar se hizo énfasis en que la informacién proporcionada seria manejada con
estricta confidencialidad, que su identidad seria codificada, y que ni sus padres,
profesores, parejas y/o personas ajenas al estudio tendrian acceso a la

informacion de los cuestionarios, muestras, etc.

En ningin momento se conocié el nombre de los participantes, puesto que
a las muestras y cuestionarios se les asigné una clave. Bajo ninguna circunstancia

se menciono algun dato relacionado directamente con la identidad del alumno.

Consentimiento informado.

Para completar el cuestionario no se requirié consentimiento informado por
escrito, porque luego de la explicacion verbal sobre el estudio, los universitarios
decidieron si respondian o no el cuestionario, dando su aprobacion tacita para
participar en el estudio. Para la etapa de investigacidon biomédica, donde se

colectaron células exfoliadas de bordes laterales de lengua vy carrillos
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(procedimiento minimamente invasivo), se ofrecié a los alumnos el consentimiento
informado por escrito (Anexo 5). Mediante la informacion, repeticidn y explicacion
se aseguré que cada participante entendiera todos los procedimientos y se
respondié a las preguntas que surgieron. A cada participante se le dio el tiempo

necesario para tomar su decision.®

Dado que informar un resultado positivo a la infecciéon por VPH podria
provocar diversas emociones en las personas, al momento de proporcionar el
resultado se ofreci6 a todos los participantes una hoja informativa con la

informacion suficiente, simple, relevante y completa sobre el virus (Anexo 12).
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13. INFRAESTRUCTURA

Esta investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Microbiologia de la
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia,
UNAM. El procesamiento de las muestras obtenidas se realizé en el Laboratorio
de Virus y Céncer de la Unidad de Investigacion Biomédica en Cancer

perteneciente al Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
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16. ANEXOS

Anexo 1. Instrumento de recoleccion de datos. Version piloto.

ID: Fecha:

(dia-mes-afio) N° de Cuenta:

Este cuestionario ha sido elaborado con el proposito de identificar factores relacionados con la presencia de
virus papiloma humano en boca. Una vez que haya respondido, se vaciara el contenido en una hoja de Excel,
y el cuestionario sera almacenado bajo llave durante el desarrollo de esta investigacion. Con excepcion del
responsable del proyecto, ninguna persona tendra acceso a esta informacion. Al término del estudio, los

cuestionarios seran destruidos.

INSTRUCCIONES: Lea cuidadosamente las preguntas y marque con una X la respuesta que considere
se apega mas a la verdad. No deje alguna respuesta en blanco.

Datos generales:
1. Sexo: (1) Hombre (2) Mujer

3. Email:

Consumo de tabaco:

5. ¢Ha fumado tabaco alguna vez en su vida?
(1)Si > pase alapreg. 6
(2)No — salte ala preg. 10

6. En los dltimos 12 meses ¢ ha fumado tabaco?
(1)Si — pasealapreg. 7
(2)No — salte alapreg. 9

7. En los ultimos 30 dias ¢ ha fumado tabaco?
(1)Si > pasealapreg. 8
(2)No — saltealapreg.9

Consumo de alcohol:

10. ¢ Ha consumido alguna vez cualquier bebida que
contenga alcohol?
(1)Si — pase alapreg. 11
(2)No — salte alapreg. 13
11. ¢En los dltimos 12 meses tomé alguna bebida que
contenga alcohol? (cerveza, pulque, vino, brandy,
whisky, ron, tequila, coolers, etc.)
(1)Si — pase alapreg. 12
(2)No — salte ala preg. 13

Consumo de mariguana:

13. ¢ Alguna vez en su vida, ha fumado mariguana
(también llamada hashish, mota, churro, etc.)?
(1) Si —» pase alapreg. 14
(2) No — salte alapreg. 15

2. Edad: (afios cumplidos)

4. Tel-CELULAR:

8. Aproximadamente, ¢ cuantos cigarrillos ha
fumado diariamente en los dltimos 30 dias?
(1) No fuma diario
(2)Delas
(3)Debalod
(4)Della20
(5) Méas de 20

9. Cuando fuma un cigarrillo, ¢ acostumbra
compartirlo otra persona?
¢ (1)si
(2)No

12. ¢ Con qué frecuencia tomd alguna bebida que
contenga alcohol en los ultimos 12 meses?
(1) Adiario
(2) Casidiario
(3) 3-4vecesalasemana
(4) 1-2veces alasemana
(5) 2-3vecesalmes
(6) Unavezal mes
(7) 7-11 veces al afio
(8) 3-6vecesalafio
(9) 2veces alafio
(10) Unavez al afio
(11) Menos de una vez al afio

14. Cuando ha fumado mariguana, ¢acostumbra
compartir el mismo churro otra persona?”.
(1) Si fuma mariguana y si comparte el
mismo churro con otra persona.
(2) Si fuma mariguana y no comparte el
mismo churro con otra persona.
(3) No fuma mariguana.
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Conducta sexual:

15.

16.

18.

20.

22.

24.

Indique su orientacién sexual:
(1) Homosexual
(2) Heterosexual
(3) Bisexual

(99 ) Prefiero no responder — pase a la preg. 16

¢Alguna vez ha practicado sexo oral activo
(colocado su boca o lengua en la vagina de una
mujer o en el pene de un hombre)?

(1)Si — pase alapreg. 17

(2)No — salte alapreg. 19

(99 ) Prefiero no responder — pase ala preg. 17

Indique el nimero de personas con quien ha
practicado sexo oral activo a lo largo de la vida:

(199 ) Prefiero no responder — pase a la preg.19

¢,Con qué frecuencia usa el condén como barrera
protectora durante la practica de sexo oral activo?
(1) Siempre/uso sistemético
(2) En ocasiones
(3) Nunca
(99 ) Prefiero no responder — pase a la preg. 21

¢Alguna vez ha tenido relaciones sexuales
vaginales (unién sexual que implica penetracion
vaginal)?

(1) si

(2) No

(199 ) Prefiero no responder — pase ala preg. 23

Indique el nimero de personas con quien ha tenido
relaciones sexuales vaginales a lo largo de la vida:

(199 ) Prefiero no responder — pase a la preg. 25

17.

19.

21.

23.

Edad (en afios cumplidos) al momento de
practicar por primera vez sexo oral activo:

(199) Prefiero no responder — pase ala preg. 18

Indique el nimero de personas con quien ha
tenido sexo oral activo en los 12 meses
previos a la participacion en el estudio:

(99 ) Prefiero no responder — pase a la preg. 20

¢Alguna vez ha dado un beso francés, o
puesto la lengua dentro de la boca de una
mujer, o de un hombre?

(1) Si

(2) No

( 99 ) Prefiero no responder —> pase a la preg. 22

Edad (en afios cumplidos) al momento de
tener la primera relacién sexual vaginal:

(199 ) Prefiero no responder — pase a la preg. 24

. Indique el niumero de personas con quien ha

tenido relaciones sexuales vaginales, en los
12 meses previos a la participacion en el
estudio:

(99 ) Prefiero no responder

Muchas gracias por su participacion.
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Anexo 2. Instrumento de recolecciéon de datos. Version final.

Cadigo: Fecha:

(dia-mes-afio) | N° de Cuenta:

Este cuestionario ha sido elaborado con el propésito de identificar algunos habitos en universitarios. La
informacién que nos proporcione sera manejada con estricta confidencialidad, el cuestionario sera
almacenado bajo llave durante el desarrollo de esta investigacién. Con excepcién del responsable del
proyecto, ninguna persona tendréd acceso a esta informacion. Al término del estudio, los cuestionarios seran

destruidos.

INSTRUCCIONES: Lea cuidadosamente las preguntas y marque con una X la respuesta que
considere se apega mas ala verdad. No deje alguna respuesta en blanco.

Datos generales:
1. Sexo: (1) Hombre (2) Mujer

Consumo de tabaco:

3. ¢Ha fumado tabaco alguna vez en su vida?
(1) Si
(2) No

4. En los ultimos 12 meses ¢ ha fumado tabaco?
(1) Si
(2) No

5. En los dltimos 30 dias ¢ ha fumado tabaco?
(1) Si
(2) No

Consumo de alcohol:

8. ¢Ha consumido alguna vez cualquier bebida que
contenga alcohol?
(1) si
(2) No
9. ¢Enlos lltimos 12 meses tomé alguna bebida que
contenga alcohol? (cerveza, pulque, vino, brandy,
whisky, ron, tequila, coolers, etc.)
(1) si
(2) No

Consumo de mariguana:

11. ¢ Alguna vez en su vida, ha fumado mariguana
(también llamada hashish, mota, churro, etc.)?
(1) sSi
(2) No

Conducta sexual:

2. Edad: (afios cumplidos)

6. Aproximadamente, ¢ cuantos cigarrillos ha
fumado diariamente en los ultimos 30 dias?
(1) No fuma diario
(2) Delabs
(3) De6alod
(4) Della?20
(5) Mésde 20

7. Cuando fuma un cigarrillo, ¢acostumbra
compartirlo con otra persona?
¢ (1) sSi
(2) No

10. ¢, Con qué frecuencia tomd alguna bebida
que contenga alcohol en los ultimos 12
meses?

(1) Adiario

(2) Casidiario

(3) 3-4 veces alasemana
(4) 1-2 veces alasemana
(5) 2-3veces al mes

(6) Unavez al mes

(7) 7-11 veces al afio

(8) 3-6 veces al afio

(9) 2veces al afio

(10) Unavez al afio

(11) Menos de una vez al afio

12. Cuando ha fumado mariguana, ¢acostumbra
compartir el mismo churro con otra persona?
(1) Sifuma mariguanay si comparte
el mismo churro con otra persona.
(2) Sifuma mariguanay no comparte
el mismo churro con otra persona.
(3) No fuma mariguana.
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13.

14.

16.

18.

20.

22.

24.

26.

28.

Indique su orientacién sexual:
(1) Homosexual
(2) Heterosexual
(3) Bisexual
(98 ) Prefiero no responder

¢Alguna vez ha practicado sexo oral activo (colocado
su boca o lengua en la vagina de una mujer o en el
pene de un hombre)?

(1) Si

(2) No

(98 ) Prefiero no responder
Indique el nimero de personas con quien ha
practicado sexo oral activo en toda su vida:

(97 ) No he practicado sexo oral activo
(98 ) Prefiero no responder

¢Con qué frecuencia usa el condon como barrera
protectora durante la practica de sexo oral activo?

(1) Siempre/uso sisteméatico
(2) En ocasiones

(3) Nunca

(98) Prefiero no responder

¢Alguna vez ha tenido relaciones sexuales vaginales
(union sexual que implica penetracion vaginal)?

(1) Si

(2) No

(98 ) Prefiero no responder

Indique el nimero de personas con quien ha tenido
relaciones sexuales vaginales en toda su vida:

(97 ) No he tenido relaciones sexuales
vaginales
(98 ) Prefiero no responder

¢,Con qué frecuencia se ha realizado el examen del
Papanicolaou? [s6lo mujeres]

(1) Nunca me han realizado tal examen

(2) Anualmente

(3) Menos de 1 vez al afio

(98 ) Prefiero no responder
¢Le aplicaron la vacuna contra el virus papiloma
humano?

(1) Si

(2) No

(98) Prefiero no responder
En caso de que tuviera acceso a la vacuna contra el
virus papiloma humano, ¢permitiria que se la
aplicaran?

(1) sSi

(2) No

(98 ) Prefiero no responder

15.

17.

19.

21.

23.

25.

27.

29.

Indique su edad al momento de practicar por
primera vez sexo oral activo: (afios
cumplidos)

(97 ) No he practicado sexo oral activo
(98 ) Prefiero no responder

Indique el nUmero de personas con quien ha
tenido sexo oral activo en los ultimos 12
meses:

(97 ) No he practicado sexo oral activo
(98 ) Prefiero no responder

¢Alguna vez ha dado un beso francés (de
lenguita), o puesto la lengua dentro de la
boca de una mujer, o de un hombre?
(1) si
(2) No
(98) Prefiero no responder
Indique su edad al momento de tener la
primera relacion sexual vaginal:
(afios cumplidos)

(97 ) No he tenido relaciones sexuales
vaginales
(98 ) Prefiero no responder

Indique el nimero de personas con quien ha
tenido relaciones sexuales vaginales en los
tltimos 12 meses:

(97 ) No he tenido relaciones sexuales
vaginales
(98 ) Prefiero no responder

¢Alguna vez le han diagnosticado alguna
enfermedad de transmision sexual?

(1) si

(2) No

(98 ) Prefiero no responder

Indique su edad al momento de ser
vacunado contra el virus papiloma humano:
(afios cumplidos)

(2) No he recibido la vacuna

(98 ) Prefiero no responder
Cree que la aplicacion de la vacuna contra el
virus papiloma humano beneficiaria su
salud.

(1) sSi

(2) No

(98 ) Prefiero no responder

Muchas gracias por su participacion.
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Anexo 3. Estrategia para la aplicacion del cuestionario.®

Llegamos al salén de clase.f

- Nos aseguramos de que el grupo alumnos se encuentre presente, y de que
conozcamos al profesor que imparte la clase.

- Hablamos con el profesor, nos presentamos con él/ella.

- Le solicitamos su autorizacion para aplicar el cuestionario en su grupo.

- Indicamos que el tiempo aproximado de respuesta del cuestionario es de 10
a 15 minutos.?

- Una vez en el salon, solicito la atencion de los alumnos y les digo que
venimos de la Facultad de Medicina -Programa de Maestria y Doctorado-,
Facultad de Odontologia y del 1IB de la UNAM) a aplicar un cuestionario.
Que es una investigacion que se esta realizando en toda la facultad y que
consiste en dos etapas: la primera es la aplicacion del cuestionario y la
segunda, es una parte clinica en la que so6lo participaran poco mas de 500
alumnos seleccionados aleatoriamente.

- Se lee el parrafo introductorio del cuestionario, y les digo que si tienen
alguna duda, por favor me digan y me acerco a su lugar. También se indica
gue estamos conscientes de que algunas preguntas del cuestionario
podrian parecer un tanto personales, y que si alguien no desea contestarlo
esta en su libre derecho de no hacerlo.

- Por otro lado, se puntualiza que es muy importante su participacion en el
estudio, que respondan con apego a la verdad, que ninguna persona ajena
al grupo de trabajo conocera sus respuestas, (ni sus profesores, padres,
parejas, etc.), que se procurd plantear las preguntas de la manera mas
clara, honesta y respetuosa posible.

- Finalmente, agradecemos su colaboracién y disponibilidad para participar

en el estudio.

¢ Informacién tomada de la bitacora de trabajo de investigacion.

" Junto con el equipo de apoyo de alumnos de servicio social.

& Algunos profesores aceptan, y salen del salén. Otros hacen mas preguntas sobre nuestra procedencia y el
propdsito de la encuesta. Algunos mas nos dice que regresemos al final de la clase.
|
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Anexo 4. Operacionalizacion de variables.

Variable Definicidon conceptual Definicion operacional Nivel de
medicién
Dependiente
Virus papiloma Los virus papiloma humano La presencia en boca del VPH se Cualitativa
humano (VPH) en pertenecen a la familia de establecié de acuerdo con el nominal.
mucosa bucal. los Papillomaviridae, y protocolo recomendado en el
conforman un grupo Laboratorio de Virus y Cancer
heterogéneo de agentes del 1IB-UNAM. El procedimiento
virales que infectan incluyd tres etapas: 1)
epitelios.l’2 Existen masde  extraccion de DNA, 2)
100 tipos de VPH,? los amplificacion (identificacion del
cuales se han clasificado gen B-globina, para la
como de alto riesgo, evaluacion de la presencia 'y
probable riesgo y de bajo calidad de DNA gendmico
riesgo.* Cuando se humano en las muestras
presentan en la cavidad colectadas), y 3) la deteccién
oral, la literatura cientifica del genoma viral mediante PCR,
los denomina como aqui es donde se categoriza la
infeccidn bucal por virus variable dependiente:
papiloma humano. a) Negativo: no existe genoma
del VPH en la muestra.
b) Positivo: existe genoma del
VPH en la muestra, la
secuencia coincide con los
primers
- MY09 6 MY11 6 PGMYO09 6
PGMY11
- Combinaciones entre
MYQ9, MY11, PGMYOQ9,
PGMY11, 6
- Los cuatro primers al
mismo tiempo.
Independientes
Conducta sexual
Sexo oral activo.  Se define como colocar la Respuesta del participante a Cualitativa
boca o lengua en la vagina “alguna vez ha colocado su nominal.

de una mujer o en el pene
22
de un hombre.

boca o lengua en la vagina de
una mujer o en el pene de un
hombre”:

a. Si

b. No
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Continuacion...

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Nivel de
medicion

Numero de Numero de personas con Esta variable se midié de la Cuantitativa

personas con quien ha tenido sexo oral siguiente manera: discreta.

quien ha tenido
sexo oral activo.

Edad de la
primera relacién
sexual oral
activo.

Frecuencia de
uso del conddn
durante el sexo
oral activo.

Besar con la boca
abierta.

activoalo largo dela
vida.”

Tiempo transcurrido desde
el nacimiento hasta el
momento de tener la
primera relacién de sexo
oral activo.

Frecuencia en el uso de
conddn como barrera
protectora durante la
practica de sexo oral
activo.”

Besar con boca abierta, se
define también como beso
francés, y significa poner la
lengua dentro de la boca de
una mujer, o de un
hombre.”

a. Respuesta del participante
a “numero de personas con
quien ha tenido sexo oral
activo a lo largo de la vida”,

b. Respuesta del participante
a “numero de personas con
quien ha tenido sexo oral
activo en el ultimo afio” (en
los 12 meses previos a la
participacion en el estudio).

Se registro la edad reportada
(en afios cumplidos) por los
participantes al momento de
tener la primera relacion de
sexo oral activo.

Se registro la respuesta
expresada del participante, y se
midio en:

a. Siempre/uso sistematico

b. En ocasiones
c. Nunca

Respuesta expresada del
participante a “alguna vez ha
dado un beso francés, o puesto
la lengua dentro de la boca de
una mujer, o de un hombre”:
a. Si

b. No

Cuantitativa
discreta.

Cualitativa
nominal.

Cualitativa
nominal.
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Continuacion...

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Nivel de
medicién
Orientacion La orientacion sexual es la En esta investigacion se Cualitativa
sexual. organizacion especifica del  consideré como: nominal.
erotismo y/o el vinculo a. Homosexual: hombre o
emocional de un individuo mujer que reporte
en relacion al género de la atraccion y/o relacién
pareja involucrada en la sexual con individuos de su
actividad sexual. La mismo sexo.”’
orientacién sexual puede b. Heterosexual: hombre o
manifestarse en forma de mujer que reporte
comportamientos, atraccién y/o relacién
pensamientos, fantasias o sexual con miembros del
deseos sexuales, o en una sexo opuesto.”’
combinacion de estos c. Bisexual: hombre o mujer
elementos.”® que reporte atraccién y/o
relacién sexual con
miembros tanto de su
mismo sexo como del sexo
opuesto.”
Relaciones Se conoce también como Se registro la respuesta Cualitativa
sexuales coito, y se refiere ala unién  expresada del participante a la nominal.
vaginales. sexual entre un hombre y pregunta “alguna vez ha tenido
una mujer, implica relaciones sexuales vaginales”:
penetracién vaginal.”’ a. Si
b. No
Numero de Numero de personas con En esta variable se midid como  Cuantitativa

personas con
quien ha tenido
relaciones
sexuales
vaginales.

quien ha tenido relaciones
sexuales vaginales a lo
largo de la vida.”’

sigue:

a. Respuesta del participante
a “nimero de personas con
quien ha tenido relaciones
sexuales vaginales a lo
largo de la vida”,

b. Respuesta del participante
a “nimero de personas con
quien ha tenido relaciones
sexuales vaginales en el
ultimo afio” (en los 12
meses previos a la

participacioén en el estudio).

discreta.
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Continuacion...

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Nivel de
medicién
Edad de la Tiempo transcurrido desde  Se registro la edad reportada en  Cuantitativa
primera relacion el nacimiento hasta el afios cumplidos por el discreta.
sexual vaginal. momento de tener la participante al momento de
primera relacion sexual tener su primera relacién sexual
vaginal. vaginal.
Antecedentes
Sexo. La literatura cientifica ha Esta variable fue medida Cualitativa
documentado que existen mediante la observacién directa nominal.
diferencias por sexo enlos  del individuo, y se determinara
individuos en cuanto a si es:
conducta sexual,*® a. Hombre
consumo de tabacoy b. Mujer
alcohol.®® El término “sexo”
se refiere al conjunto de
caracteristicas bioldgicas
gue definen al espectro de
los seres humanos como
hombres y mujeres.?® Esta
variable fue incluida para
describir a la muestra de
estudio.
Edad. Lazcano et al, reportan un Tiempo transcurrido desde el Cuantitativa

“pico” en la presencia de
VPH en el grupo de mujeres
mexicanas <25 afios
sexualmente activas.*®
Dado que este estudio se
realizé en individuos
jévenes, fue importante
registrar la edad de los
participantes, para
identificar si existia una
relacion similar en el caso
de la presencia de VPH en
boca.

nacimiento de una persona.
Afos de vida cumplidos hasta el
momento de su participacion
en el estudio.

discreta.
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Continuacion...

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Nivel de
medicién

Consumo de Para fines de recopilaciény  Se emplearon reactivos de la

tabaco. analisis de informacion, se Encuesta Nacional de

considera al cigarrillo como  Adicciones.®’
la forma preferida de

consumir tabaco para la

mayoria de los fumadores

del pais.®’
Estatus del a. Fumador: Individuo que al momento de la entrevista Cualitativa
habito. reporta fumar (en los ultimos 12 meses). nominal.

b. Exfumador: Individuo que al momento de la entrevista
reporta no haber fumado en el Ultimo afio, pero si antes
con cualquier patrén de consumo.

¢. Nunca fumador: Individuo que nunca en su vida ha
consumido cigarros.

Compartir el Registro de la respuesta de los participantes a “cuando fuma Cualitativa
mismo cigarrillo.  un cigarrillo, ¢acostumbra compartirlo otra persona?”.®® nominal.
a. Si
b. No
Consumo de Consumo de alcohol es Se emplearon reactivos de la
alcohol. tomar o beber cualquier Encuesta Nacional de
bebida que contenga Adicciones.®
alcohol.”
Estatus del a. Bebedor actual: Persona que ha tomado alcohol por lo Cualitativa
habito. menos en el ultimo afio. nominal.

b. Ex bebedor: Persona que ha tomado alguna vez alcohol,
pero que no lo ha vuelto a hacer en el ultimo afio.
c. Abstemio: Persona que nunca ha tomado alcohol.

Frecuencia del a. Diario o casi diario: El encuestado menciona que toma Cualitativa
consumo. alcohol en la frecuencia indicada. nominal.
b. De 1 a4 veces por semana: El encuestado menciona que
toma alcohol en la frecuencia indicada.
c. De1 a3 veces por mes: El encuestado menciona que toma
alcohol en la frecuencia indicada.
d. De 3 a 11 veces al afio: El encuestado menciona que toma
alcohol en la frecuencia indicada.
e. De 1a2veces al afio: El encuestado menciona que toma
alcohol en la frecuencia indicada.
f. Abstemio: nunca ha bebido.
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Continuacion...

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Nivel de
medicién

Consumo de La mariguana es una Se empleara un reactivo de la
mariguana. sustancia psicoactiva. Es Encuesta Nacional de

una mezcla verde, café o Adicciones”® y se registrara si el

gris de hojas, tallos, participante acostumbra

semillas y flores de la compartir el mismo churro con

planta conocida como otra persona.

cafiamo (cannabis sativa).
Los nombres para referirse
a la mariguana cambian
rapidamente y varian
dependiendo del pais e
inclusive la regidon del pais
en donde se viva. Entre los
términos comunes en
espanol para referirse a la
mariguana estan: mota,
hierba, mafu, pasto, maria,
monte, moy y café.*®

Estatus de a. Fumador: Individuo que al momento de la entrevista Cualitativa
consumo de reporta haber fumado mariguana en los Ultimos 12 meses. nominal.
mariguana. b. Exfumador: Individuo que al momento de la entrevista

reporta no haber fumado mariguana en el ultimo afio,
pero si antes.

¢. Nunca fumador: Individuo que nunca en su vida ha
fumado mariguana.

Compartir el Registro de la respuesta de los participantes a “cuando ha Cualitativa
mismo cigarro fumado mariguana, ¢acostumbra compartir el mismo churro nominal.
de mariguana otra persona?”.
a. Sifuma mariguanay si comparte el mismo churro con otra
persona.

b. Sifuma mariguana y no comparte el mismo churro con
otra persona.
c. No fuma mariguana.

|
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Anexo 5. Formato de Consentimiento Informado.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Odontologia, Divisidn de Estudios de Posgrado e Investigacion,
Laboratorio de Microbiologia
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Laboratorio de Virus y Cancer

Formato de consentimiento informado para estudios clinicos

Investigador Responsable:

El Dr. Enrique Acosta Gio es profesor titular “C”, y jefe del Laboratorio de Microbiologia de
la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia. Sus
estudios se enfocan a la prevencion y control de enfermedades transmisibles. El Dr.
Acosta Gio es el investigador responsable del PROYECTO PAPIT IN218709-3
“Exposicion de jovenes universitarios a tipos oncogénicos de virus papiloma
humano y al tabaquismo como factores de riesgo para el cancer bucal”. El Dr.
Alejandro Garcia Carrancd contribuird con su experiencia, equipamiento y materiales
diversos para detectar y tipificar, mediante PCR e hibridacién, virus papiloma humano en
muestras bucales de jovenes universitarios.

Hoja de informacién

Proposito:

El objetivo de esta investigacion es evaluar la exposicion a tipos oncogénicos de virus
papiloma humano, y la adiccién al tabaquismo como factores de riesgo para el cancer
bucal en jévenes universitarios. Se analizard, también, la posible asociacion entre la
infecciébn bucal con tipos oncogénicos de VPH o el tabaquismo, con la presencia de
alteraciones visibles y cambios en la continuidad de la mucosa bucal en jévenes
universitarios expuestos a estos factores de riesgo para el desarrollo de cancer bucal.

El cancer bucal (CB) es mas frecuente a partir de la cuarta década de la vida,
posiblemente por el efecto acumulativo de la exposicion a diversos factores de riesgo. Sin
embargo, van en aumento los reportes sobre CB en individuos jovenes. Los factores de
riesgo para el CB mejor estudiados son el consumo de alcohol y tabaco, y la infeccion
bucal con tipos oncogénicos de VPH. Es posible que la mas temprana exposicion a estos
factores de riesgo esté relacionada con el incremento en la incidencia del CB en jévenes.
Los procedimientos a seguir cumplen con las normas para realizar un protocolo de
investigacion ético y asegurar la proteccion de los sujetos participantes. El estudio
propuesto incluye pruebas no-invasivas y minimamente invasivas, entrenamiento de los
participantes en procedimientos de auto-exploracién bucal, y el examen bucal por clinicos
calibrados.

A los alumnos seleccionados se les realizara un examen clinico estandarizado de la
mucosa bucal. Se recolectaran células exfoliadas del epitelio estratificado escamoso que
recubre carrillos, lengua, y piso de boca, para la identificacion y tipificacion de VPH
mediante PCR e hibridacion. Posteriormente, se colectaran muestras de saliva; éstas
podran ser utilizadas para la busqueda de anticuerpos anti-VPH.

Beneficios derivados del estudio:

Al participar en esta investigacion, usted no recibird ninglin beneficio concreto, pero
contribuird al esclarecimiento del significado de la presencia de infeccion bucal por VPH.
La presencia de lesiones bucales sospechosas ser4 motivo para remitir a un alumno VPH-
positivo, negativo o aun no evaluado hacia la consulta especializada en el “Servicio de
Diagndstico Clinico e Histopatoldgico” de la Facultad de Odontologia. De ser necesario,
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especialistas del Departamento del Cirugia Bucal y Maxilo-Facial de la Facultad de
Odontologia tomaran biopsias.

Incentivos:
Usted no obtendra ningun beneficio econdmico por formar parte de esta investigacion.

Confidencialidad de los datos:

La informacién recolectada para este proyecto de investigacion se mantendra bajo estricta
confidencialidad. Dicha informacion se colectara y se guardara en archivos no accesibles
para personas ajenas al estudio.

Derecho de no participar y de abandono:

Usted no tiene la obligacién de participar en este estudio si asi lo decide. Puede, por lo
tanto, negarse a participar desde el inicio del estudio o en cualquier momento que usted
lo decida.

A quién contactar:
Si tiene usted alguna duda relacionada con el estudio, puede contactar en cualquier
momento a:

Dr. Enrique Acosta Gio
Tel. 5622-5564
E-mail: acostag@servidor.unam.mx,

Certificado de consentimiento

He sido invitado para participar en el PROYECTO PAPIIT - IN218709-3 “Exposicién de
jovenes universitarios a tipos oncogénicos de virus papiloma humano y al tabaquismo
como factores de riesgo para el cancer bucal”. Manifiesto que se me ha explicado el
propésito de la investigacion, y todos los puntos relacionados que a continuacion se
enumeran:

Propésito de la investigacion.

Procedimientos.

Beneficios de la investigacion.

Confidencialidad de la informacion que sea proporcionada.
Datos de las personas a quién contactar en caso de dudas.

Lei o me fue leida la informacién relevante del protocolo. Tuve oportunidad de
hacer preguntas y me fueron aclaradas las dudas que tenia. Consiento de manera
voluntaria A participar como sujeto de este estudio. Estoy de acuerdo con
responder apegado a la verdad A las preguntas que se me hagan. Sé que tengo el
derecho de negarme a participar en este estudio en cualquier momento.

Nombre completo No. de Cuenta

Fecha
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Anexo 6. Concentracion y pureza del DNA gendmico extraido.

Muestra Concentracién Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
1 18.60 1.75 39 37.20 1.77
2 7.50 1.38 40 12.60 1.47
3 26.00 1.77 41 6.70 1.38
4 22.40 1.82 42 17.60 1.67
5 18.20 1.61 43 5.80 1.54
6 25.40 1.84 44 15.30 1.62
7 12.10 1.50 45 20.80 1.56
8 23.90 1.77 46 33.70 1.86
9 16.70 1.71 47 50.40 1.84
10 37.60 1.62 48 27.30 1.71
11 22.10 1.92 49 95.40 1.88
12 37.00 1.77 50 23.70 1.69
13 34.30 1.77 51 51.10 1.83
14 37.40 1.94 52 51.20 1.73
15 49.30 1.81 53 23.70 1.83
16 7.10 161 54 19.40 191
17 10.40 2.04 55 32.30 1.77
18 14.70 1.76 56 36.20 1.81
19 14.00 1.74 57 33.90 1.92
20 22.20 1.81 58 21.40 1.66
21 74.30 1.73 59 6.30 1.96
22 24.40 1.78 60 59.40 1.78
23 21.40 1.72 61 28.10 1.86
24 28.30 1.80 62 30.90 1.78
25 7.80 1.75 63 17.80 1.71
26 7.00 1.62 64 25.80 1.63
27 6.40 1.69 65 30.10 1.83
28 5.10 2.11 66 49.90 1.81
29 13.20 1.82 67 33.90 1.71
30 21.90 1.82 68 68.80 1.83
31 11.10 1.45 69 145.50 1.81
32 21.90 1.80 70 43.40 1.77
33 39.00 191 71 58.00 1.83
34 24.20 1.85 72 86.10 1.77
35 16.40 1.82 73 73.50 1.77
36 17.00 1.62 74 29.30 1.71
37 18.90 1.74 75 32.80 1.70
38 25.00 1.62 76 27.40 1.71
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Continuacion...

Muestra Concentracién Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
77 52.00 1.76 115 233.60 1.79
78 101.90 1.72 116 94.70 1.86
79 37.10 1.75 117 102.00 1.83
80 74.80 1.76 118 30.70 1.75
81 18.70 1.67 119 139.40 1.82
82 28.70 1.62 120 252.40 1.78
83 21.30 1.68 121 34.30 1.81
84 20.40 1.60 122 28.80 1.60
85 19.60 1.68 123 313.10 1.83
86 27.70 1.84 124 23.80 1.75
87 20.70 1.75 125 29.30 1.73
88 21.70 191 126 59.10 1.73
89 10.90 1.80 127 136.80 1.88
90 18.60 1.74 128 41.10 1.71
91 90.50 1.79 129 132.70 1.82
92 43.00 1.78 130 95.40 1.82
93 330.10 1.81 131 104.50 1.76
94 73.80 1.79 132 97.70 1.86
95 106.40 1.80 133 44.10 1.71
96 129.10 1.80 134 147.00 1.78
97 192.70 1.81 135 16.80 1.54
98 48.50 1.90 136 64.20 1.88
99 101.80 1.82 137 55.80 1.88
100 39.10 1.86 138 195.70 1.54
101 30.30 1.62 139 29.90 1.85
102 81.20 1.85 140 55.40 1.76
103 120.00 1.89 141 50.40 1.89
104 117.10 1.78 142 116.80 1.85
105 27.30 1.80 143 81.30 1.90
106 129.70 1.87 144 53.60 1.82
107 75.40 1.85 145 76.70 1.85
108 164.90 1.83 146 31.50 1.71
109 137.60 191 147 65.10 1.81
110 74.20 1.92 148 88.60 1.81
111 542.30 1.79 149 21.00 1.69
112 32.50 1.77 150 51.90 1.79
113 60.20 1.73 151 41.70 1.88
114 47.90 1.92 152 44.90 1.81
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Continuacion...

Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
153 34.50 1.82 191 19.90 1.73
154 20.80 1.76 192 56.20 1.95
155 73.30 1.88 193 31.00 1.89
156 71.20 1.90 194 67.70 1.86
157 72.90 1.58 195 28.40 1.83
158 156.50 1.85 196 117.00 1.90
159 76.80 1.81 197 117.20 1.83
160 45.20 1.87 198 39.70 191
161 89.60 1.85 199 95.70 1.90
162 60.30 1.85 200 71.60 1.82
163 97.10 1.84 201 74.80 1.92
164 134.30 1.84 202 122.60 1.91
165 37.10 2.03 203 120.90 1.82
166 85.50 1.84 204 71.90 1.81
167 86.70 1.85 205 31.50 1.79
168 85.00 1.87 206 134.60 1.77
169 36.70 176.00 207 57.80 1.81
170 85.90 1.83 208 91.60 1.81
171 59.80 1.83 209 163.30 1.82
172 66.80 1.85 210 73.20 1.90
173 18.60 1.86 211 95.90 1.79
174 96.40 1.82 212 51.60 1.80
175 27.70 1.78 213 59.20 1.77
176 113.70 1.82 214 81.00 1.76
177 37.30 1.74 215 81.40 1.83
178 27.60 1.89 216 28.60 1.76
179 65.30 1.88 217 159.50 1.86
180 39.80 1.93 218 77.70 1.83
181 65.60 1.90 219 59.70 1.84
182 40.70 1.85 220 27.70 1.85
183 35.60 1.92 221 46.80 1.90
184 81.60 1.86 222 47.00 1.51
185 54.60 1.83 223 197.40 1.84
186 37.80 1.89 224 86.10 1.84
187 162.80 1.63 225 88.30 1.82
188 95.80 1.81 226 90.20 1.80
189 73.00 1.78 227 195.90 1.87
190 30.90 1.86 228 58.10 1.75
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Continuacion...

Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
229 80.20 1.87 267 74.10 1.83
230 76.20 1.84 268 144.40 1.83
231 110.50 1.76 269 96.10 1.85
232 32.30 1.94 270 69.90 1.57
233 67.50 1.84 271 79.80 1.82
234 82.20 1.86 272 146.40 1.72
235 478.70 1.81 273 112.90 1.76
236 35.60 1.80 274 84.00 1.92
237 159.70 1.87 275 230.60 1.87
238 50.00 1.84 276 77.10 1.86
239 26.00 1.73 277 200.60 1.76
240 49.70 1.83 278 91.20 1.83
241 95.20 1.88 279 87.70 1.88
242 90.80 1.80 280 33.10 1.97
243 64.90 1.88 281 248.50 1.87
244 99.20 1.84 282 277.90 1.87
245 59.30 1.81 283 103.30 1.92
246 57.00 1.84 284 102.90 1.92
247 168.80 1.82 285 128.10 1.90
248 79.60 1.85 286 278.10 1.87
249 24.60 1.75 287 146.90 1.89
250 350.30 1.79 288 258.00 1.81
251 130.70 1.83 289 382.10 191
252 90.90 1.83 290 185.10 1.85
253 91.90 1.78 291 65.90 1.55
254 210.10 1.79 292 73.20 1.88
255 79.70 1.78 293 12.50 1.74
256 16.20 1.59 294 183.70 1.83
257 321.00 1.76 295 407.00 1.85
258 84.20 1.79 296 331.40 1.85
259 136.90 1.81 297 72.00 1.84
260 120.10 1.85 298 228.80 1.74
261 332.50 1.78 299 239.00 1.85
262 229.10 1.75 300 101.40 1.86
263 43.40 1.73 301 77.60 1.88
264 117.60 1.84 302 122.20 1.86
265 77.40 1.86 303 92.10 1.85
266 73.10 1.78 304 339.10 1.85
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Continuacion...

Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
305 119.20 1.87 343 101.50 1.86
306 369.50 1.84 344 247.50 1.85
307 142.90 1.89 345 52.40 1.85
308 117.40 1.77 346 72.50 1.89
309 107.30 1.77 347 135.30 1.88
310 67.70 1.80 348 65.70 191
311 119.60 1.81 349 236.70 1.81
312 57.80 1.84 350 26.60 1.86
313 48.60 1.75 351 113.90 1.82
314 54.50 1.88 352 76.10 1.84
315 50.00 1.80 353 54.10 1.89
316 104.80 1.75 354 85.80 1.83
317 55.40 1.79 355 181.30 1.85
318 69.90 1.80 356 24.50 1.95
319 38.50 1.80 357 270.40 1.73
320 26.10 1.85 358 123.10 1.84
321 33.60 1.82 359 131.00 1.83
322 186.80 1.81 360 109.50 1.83
323 254.20 1.77 361 69.10 1.84
324 67.70 1.86 362 116.20 1.85
325 101.00 1.85 363 66.90 1.85
326 33.80 1.86 364 65.50 1.89
327 38.50 1.86 365 78.10 1.86
328 31.70 1.84 366 61.50 1.88
329 107.20 1.83 367 57.00 1.89
330 110.30 1.82 368 84.00 1.87
331 91.80 1.82 369 32.90 1.89
332 102.10 1.83 370 26.60 1.88
333 51.10 1.79 371 29.60 1.90
334 56.70 1.74 372 51.50 1.79
335 71.60 1.75 373 155.00 1.79
336 80.10 1.79 374 17.20 1.74
337 152.40 1.84 375 143.10 1.81
338 73.40 1.83 376 73.20 1.89
339 232.80 1.85 377 32.30 1.88
340 116.10 1.80 378 54.00 1.94
341 71.80 1.76 379 87.40 1.89
342 200.60 1.83 380 39.40 1.85
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Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
381 97.70 1.81 419 174.30 1.81
382 51.50 1.81 420 79.00 1.74
383 48.70 1.95 421 186.20 1.80
384 316.20 1.95 422 270.80 1.84
385 37.10 191 423 139.90 1.75
386 16.90 191 424 160.10 1.75
387 52.10 1.84 425 71.20 1.85
388 33.40 1.96 426 768.40 1.62
389 55.40 1.92 427 177.00 1.79
390 89.10 1.84 428 72.10 1.82
391 38.40 1.76 429 70.90 1.79
392 21.70 1.95 430 52.30 1.81
393 26.10 1.81 431 68.10 1.80
394 26.80 1.92 432 133.30 1.87
395 61.00 1.84 433 112.50 1.88
396 62.00 1.76 434 280.60 1.84
397 26.30 1.75 435 126.10 1.89
398 61.10 1.83 436 51.30 1.81
399 52.10 1.84 437 52.40 1.86
400 110.50 1.76 438 328.80 1.70
401 157.80 1.79 439 496.40 1.86
402 152.30 1.82 440 218.70 1.62
403 100.20 1.78 441 295.30 1.88
404 76.80 1.81 442 197.40 1.87
405 79.60 1.85 443 166.40 1.87
406 276.80 1.76 444 106.40 1.86
407 267.40 1.78 445 81.70 1.87
408 74.80 1.80 446 81.80 1.85
409 68.50 1.83 447 86.80 1.77
410 73.90 1.84 448 296.20 1.80
411 61.00 1.79 449 50.90 1.81
412 85.50 1.83 450 105.10 1.83
413 57.20 1.80 451 62.20 1.85
414 83.40 1.76 452 162.30 1.83
415 126.10 1.92 453 314.80 1.88
416 71.10 1.85 454 241.50 1.85
417 44.40 1.75 455 104.40 1.87
418 99.40 1.82 456 131.20 1.84
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Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
457 232.20 1.81 495 189.20 1.75
458 45.40 1.76 496 151.00 1.70
459 58.60 1.68 497 45.30 1.76
460 107.00 1.84 498 130.20 1.60
461 70.60 1.82 499 137.10 1.89
462 182.30 1.53 500 278.60 1.75
463 146.30 1.73 501 45.10 1.91
464 171.90 1.83 502 94.40 1.85
465 85.20 1.85 503 320.60 1.80
466 179.60 1.83 504 394.00 1.81
467 52.60 1.74 505 282.10 1.74
468 209.80 1.82 506 107.90 1.88
469 52.30 1.81 507 251.20 1.81
470 241.30 1.67 508 239.90 1.89
471 174.20 1.46 509 172.30 1.39
472 86.40 1.83 510 214.10 1.96
473 56.20 1.90 511 197.90 1.81
474 76.10 1.84 512 36.20 1.64
475 62.40 191 513 52.90 1.72
476 96.60 1.85 514 67.10 1.83
477 24.30 1.80 515 23.10 1.68
478 74.20 1.80 516 20.60 1.97
479 232.80 1.77 517 19.20 1.71
480 27.20 1.68 518 225.60 1.81
481 48.20 1.76 519 106.00 1.82
482 61.20 1.77 520 223.30 1.77
483 17.80 1.58 521 197.30 1.85
484 212.20 1.87 522 136.90 1.78
485 133.80 1.84 523 99.80 1.71
486 166.10 1.80 524 99.40 1.54
487 214.20 1.79 525 174.40 1.66
488 192.30 1.67 526 187.60 1.75
489 95.80 1.80 527 57.40 1.82
490 109.20 1.83 528 137.10 1.77
491 306.90 1.77 529 348.70 1.80
492 96.10 1.79 530 89.30 1.71
493 44.00 1.64 531 140.50 1.74
494 41.40 1.78 532 29.50 1.84
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Muestra Concentracion Pureza Muestra Concentracion Pureza
ng/ul ng/ul
533 45.80 1.83 571 54.70 1.75
534 380.50 1.75 572 68.30 1.80
535 51.90 1.79 573 71.80 1.84
536 387.30 1.79 574 135.40 1.80
537 546.80 1.72 575 72.20 1.72
538 129.80 1.88 576 116.10 1.70
539 174.80 1.87 577 38.40 1.79
540 176.30 1.66 578 66.20 1.61
541 295.30 1.82 579 98.00 1.71
542 116.00 2.14 580 138.30 1.75
543 79.20 1.78 581 148.10 1.83
544 101.90 1.76 582 48.10 1.78
545 68.50 1.59 583 52.60 1.79
546 81.00 1.84 584 96.90 1.79
547 51.30 1.83 585 116.20 1.86
548 327.50 1.76 586 188.20 1.72
549 172.60 1.86 587 110.70 1.88
550 124.00 1.85 588 70.70 1.43
551 50.50 1.69 589 163.60 1.78
552 226.00 1.85 590 76.60 1.88
553 28.00 1.88 591 152.60 1.83
554 193.90 1.84 592 76.80 1.94
555 82.40 1.72 593 248.60 1.78
556 32.80 1.79 594 286.90 1.87
557 96.00 1.80 595 64.80 1.81
558 89.60 1.87 596 238.40 1.86
559 36.30 1.73 597 116.30 1.87
560 98.10 1.75 598 186.30 1.87
561 103.80 1.87 599 299.00 1.78
562 169.60 1.85 600 159.60 1.88
563 45.00 1.86 601 457.30 1.84
564 81.90 1.78 602 424.20 1.77
565 258.60 1.79 603 46.50 1.78
566 21.20 2.17 604 171.80 1.84
567 43.20 1.72 605 106.50 1.84
568 124.00 1.82 606 140.00 1.85
569 111.90 1.80 607 175.30 1.82
570 75.30 1.80 608 83.00 1.79
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Concentracion

Muestra Pureza
ng/ul
609 101.80 1.88
610 321.10 161
611 71.50 1.86
612 142.20 1.82
613 218.70 1.85
614 110.20 1.76
615 192.40 1.75
616 71.80 1.74
617 30.00 1.74
618 52.00 1.76
619 101.90 1.72
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Anexo 7. Verificacion de la presencia de producto de amplificacion de DNA

geno’nh1ico mediante (-globina (280 pb) por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.

B'globlna Gel agarosa al 1.5% Septiembre 20, 2010.

M 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394 395 396 397 398 399 400 401 402 403 404 405 406 407 408 409

280 pb
—

280 pb
e

oo oaEoemmean o

M 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420 14 C -DNA
M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)
-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)

B'gIOblna Gel agarosa al 1.5% Septiembre 22, 2010.

M 421 422 423 424 425 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449

280 pb
—_—) bl Ll L R .

8 ké 5s 4 1 1

280 pb
—

M 450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 m C -DNA
M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)
-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)

P Las fotografias que se presentan fueron seleccionadas aleatoriamente y corresponden a las muestras #381 hasta la
#481.
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B'globina 461'481 Gel agarosa al 1.5%
Septiembre 22, 2010.

M 461 462 463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 476

M 477 478 479 480 481 C - -DNA
M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)

-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)
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Anexo 8. Verificacion de la presencia de producto de amplificacion de DNA
genomico mediante MY09/11 (450 pb) por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.'

MYOg 11 Gel agarosa al 1.5% Julio 07, 2010.
8

M 109 116 117 119 125 126 127 128 129 131 136 137 140 141 142 143 144 154 155 159 163 61 61 29 63 64 65 66 67

450 pb
—

450 pb

™ 68 78 77 76 75 74 73 72 71 79 80 -DNA C

M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)
-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)

"La fotografia presenta a la muestra #78 que resulté positiva a VPH tipo 13.
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Anexo 9. Verificacion de la presencia de producto de amplificacion de DNA

genomico mediante MY09/11 (450 pb) por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.

MY09/11 Gel agarosa al 1.5% Septiembre 08, 2010.

M 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 333 334 335 336 337 338 339 340 325 326 327 328 329

450 pb
—

NE10IR |

TN R B Rl [ IR N SR S

-

450 pb

M 330 331 332 341 - 35 36 37 38 42 46 55 C -DNA
M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)
-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)

Ta fotografia presenta a la muestra #317, #341, #35, #36, #37 y #42 que resultaron positivas a VPH. No fue posible
tipificar estas muestras.

|
Pagina 88



Anexo 10. Verificacion de la presencia de producto de amplificacion de DNA
genc’)nkﬂco mediante PGMY09/11 (450 pb) por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.

PG MY09 11 Gel agarosa al 1.5% Noviembre 04, 2010.
14

M 8 13 40 51 110 173 174 175 176 181 182 183 184 185 251 393 400 412 422 441 467 523 604 607 612 C -DNA

(’ )

450 pb
—

"’;

211 LK
bRy o8y

M. Marcador de peso molecular (1kb)
C. Control positivo (Caski)
-DNA. Control negativo (Mix sin DNA)

“La fotografia presenta las muestras que resultaron positivas a VPH por amplificacion de PGMY09/11 (#40, #51, #173,
#175, #176, #183, #185, #393, #412, #422, #467, #523 y #612). No fue posible tipificar estas muestras.
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Anexo 11. Carta de aprobacion de proyecto por la Comision de Bioética.

MEXICe

DR. ALEJANDRO GARCIA CARRANCA
Investigador Titular

Departamento de Inmunologia

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Estimado Dr. Garcia Carranca:

La Comisién de Bioética de Investigaciones con Seres Humanos del Instituto
de Investigaciones Biomédicas reviso el proyecto de investigacion “Exposicién de
jovenes universitarios a tipos oncogénicos de Virus de Papiloma y al tabaquismo
como factores de riesgo para cancer bucal’. De acuerdo con nuestro Cédigo Etico
y el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la
salud, este proyecto se clasifica dentro de la categoria Il y por lo tanto no requiere
de una revision exhaustiva ya que no hay sujetos humanos involucrados
directamente sino que se trabajara con muestras biolégicas. Por lo anterior esta
Comision emite un dictamen aprobatorio, recomendando guardar la
confidencialidad respecto a la identidad de los participantes.

ATENTAMENTE
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria a 7 de diciembre de 2010.
POR LA COMISION

JIMENEZ

C.c.p. Archivo

JJEA/RMJ/nibb
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Anexo 12. Hoja informativa sobre la infeccién bucal por VPH.

Existen mas de 100 tipos de WPH. Se clasifican en 3 grupos.

Alto riesgo: {Oncogénicos)

Producen cambios en las células
pueden convertirse en cancer si no
son tratados y persisten durante
varios afios. Ej. 16,18,

Bajo riesgo: (No oncogénicos)
Pueden causar cambios ligeros en la
mucosa bucal, son inofensivos y
temporales por lo tanto o resultan

en

Probableriesgo: Ej. 53, 66

HOJA INFORMATIVA

Se denomina infeccion bucal por Virus
Papiloma Humano cuande uno de los tipos
de VPH se identifica en la cavidad bucal.

las muestras.

Infeccién bucal por Virus Papiloma Humano

Facultad de Medicina
Programa de Maestria en Ciencias de la Salud
Campo de estudios principal en Epidemiologia

Aungue el mecanismo de transmision de la infeccion bucal por VPH se desconoce, se ha
reportado una posible asociacidn entre la infeccion bucal y la conducta sexual, el consumo
de tabaco y alcohol.

En la actualidad el diagnéstico definitive de la infeccion por VPH se realiza mediante PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa). Debido a su alta sensibilidad y especificidad, la PCR
es considerada el estandar para el diagnostico definitivo del virus.

La PCR es una prueba en la que se determina presencia de la secuancia genética del virus en

Proyecto PAPIIT IN218709-3: “Exposicion de jovenes universitarios a tipos oncogénicos de
virus papiloma humano y al tabaquismo comao factores de riesgo para el cancer bucal®.

i )

3. Las células fueron
procesadas para extraar DNA.

lo

cancer Ej.6,11. {

2.Toma de muestras de células
exfoliadas de lengua y carrillos.

viral en las células procesadas.

Producida por virus oncogénico: Esta asociada a lesiones

ne

oplésicas intraepiteliales.

Producida por virus no oncogénico: Esté asociada a
verrugas que aparecen coma lesiones elevadas en forma

de coliflor.
6000 De personas contraen anualmente la infeccion.
000
Tipos de VPH son responsables de lesiones
benignas en mucosa bucal
0% De los casos de infeccion son eliminadas por el

Sistema inmune en 18 meses.

Tener una prueba con resultado positivo no quiere decir que tendras cancer.

La presencia de VPH en boca estd asociada a cancer bucal pero no es causa
necesaria ni suficiente.

La mayoria de las infecciones por VPH son eliminadas por el sistema inmune
por lo cual son transitorias.

Sé honesto con tu pareja ya que el/ella, puede estar en riesgo de adquirir la
infeccion.

La vacuna contra el VPH es mas efectiva para ambos sexos cuando se
administra antes de la exposicion al VPH por contacto sexual.

En 2006, la FDA aprobo la vacuna tetravalente (contra los tipos 6, 11, 16y
18) para la prevencién del cancer cervicouterine, cancer vaginal y vulvar
(en mujeres) y las verrugas genitales {en mujeres y hombres), y una vacuna
bivalente para la prevencion de los canceres de cuello uterino en las
mujeres.

Se recomienda administrar la primera dosis a las mujeres a los 11012
afios. La segunda dosis 1 a 2 meses después de la primera dosis y la tercera
dosis 6 meses después de la primera dosis.

La vacuna tetravalente puede administrarse en una serie de 3 dosis a los
varones de 9 a 18 afios para reducir su probabilidad de contraer verrugas
genitales.

[ 4. Se compard la presencia de DNA ]

7

Positivo

v

[ Negativo

=

Toma en cuenta los
factores relacionados y
protégeta.

.
J J
Con manifestacion clinica

\P

Serds remitido a patologia !

Sin manifestacion clinica

v

Se sugiere que repitas la prueba un afio
después para verificar si la infeccidn persiste.

+ Instituto Nacional de Cancerologia {INCan)
http://www.incan.edu.mx

- Intemnational Papillomavirus Societw
WWW.iDVSOC.OTg

= International Academy of Oral Oncology (IA00)
http://www.iaoo.info

» Centers for Disease Control and Prevention, Division of Oral
Health (CDC)
http://www.cde.gov/oralhealth /topics/cancer.htm

+ Oral Cancer Foundation
http://www.oralcancerfoundation.org/

= Dr. Enrigue Acosta Gio
Jefe de laboraterio de Microbiologia
DEPel Facultad de Odontologia
Tel. 562255 64
Mail: acostag@servidor.unam.mx

- C.D.Damaris Sosa de Antufiano
Programa de Maestria en Epidemiologia

Mail: damaris sda@hotmail.com
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