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1. RESUMEN

La Hiperplasia Epitelial Multifocal es una enfermedad benigna que se manifiesta
en boca con la proliferacién en labios, lengua, carrillos, regién yugal y en
ocasiones en Uvula y conjuntiva de lesiones papulonodulares, que van de 0.5 a 12
mm. de forma redonda u ovalada, de color de la mucosa oral normal, benignas y
asintomaticas en su mayoria. Esta enfermedad ha sido descrita como poco usual y
se han encontrado pocos casos en diferentes partes del mundo predominando en

regiones de tribus centroamericanas.

Se revisaron 2933 reportes histopatoldgicos del servicio de Patologia Oral y
Maxilofacial de la Unidad de Especialidades Odontolégicas SEDENA, del afio
2006 al afio 2016; se obtuvieron 70 muestras (2.38%) con diagndstico clinico e
histopatolégico de Hiperplasia Epitelial Multifocal, de las cuales 47 muestras
fueron utilizadas en este estudio; de estas, 27 muestras fueron seleccionadas para
ser analizadas por medio de PCR y secuenciacion; el 100% de las muestras
fueron positivas a la amplificacién de VPH con los primers MY9/MY11, GP5/GP6,
L1/L2 y BG.

Los resultados obtenidos en las variables clinicas, nos indican la aparicién de esta
enfermedad en un 65% de los casos en comisuras labiales que pueden ser
unilaterales o bilaterales y que se extienden hacia la piel, misma que no es

reportada de manera precisa en la literatura.

De las 27 muestras, 12 (44.4%) fueron utilizadas para la secuenciacion, de las
cuales 3 (25%) fueron positivas a VPH subtipo 13, 1 muestra (8.33%) tuvo una
correlacion entre el subtipo 13 y el subtipo 6, 1 muestra (8.33%) fue positiva a
VPH subtipo 32 con una correlacion al subtipo 6, 1 muestra (8.33%) fue positiva a
VPH Subtipo 160, 1 muestra (8.33%) fue positiva a VPH Subtipo 205, 1 muestra
(8.33%) fue positiva a VPH Subtipo L-55, 2 muestras (16.66%) fueron analizadas
como Virus No Clasificado mientras que 2 muestras (16.66%) no referian alguna

secuencia similar.



Los resultados obtenidos en la secuenciacion confirman la asociacion de las
muestras al virus del papiloma humano subtipo 13 y 32 tal como lo mencionan
diversos autores, sin embargo en este estudio se encontro la correlacion de estos
mismos junto con el subtipo 6; asi mismo se reportod la enfermedad con nuevos
subtipos de VPH tales como 160 y L-55 ; estos subtipos estan relacionados a la
familia Alphapapillomavirus, y el subtipo 205 a la familia Gammapapilomavirus, lo
que nos indica, junto con la frecuente aparicibn en comisuras labiales que la
Hiperplasia Epitelial Multifocal puede considerarse como una lesidbn mucocutanea

papilomatosa.

Palabras clave

Hiperplasia Epitelial Multifocal, VPH, Tipificacion.



2. ABREVIATURAS

PCR Reaccion Cadena Polimerasa

RT-PCR Reaccién Cadena Polimerasa en Tiempo Real
ADN Acido Desoxirribonucleico

ddNTPs Dideoxinucleotidos

dNTPs Desoxinucledtidos

VPH Virus del Papiloma Humano

Ng Nanogramo

nM Nanomolar

ul Microlitro

pb Pares de base



3. INTRODUCCION

La Hiperplasia Epitelial Multifocal es una enfermedad benigna que se manifiesta
en la cavidad oral afectando zonas anatémicas como lengua, labios, carrillos,
regibn yugal y en ocasiones en uUvula y conjuntiva en forma de lesiones
papulonodulares, que van de 0.5 a 12 mm, de forma redonda u ovalada, de color
de la mucosa oral normal, asintomaticas y mdiltiples en su mayoria. Esta
enfermedad se ha descrito como poco usual y existe poca evidencia y pocos
casos en diferentes partes del mundo. La incidencia de esta patologia se presenta
en la primera y segunda década de vida, afectando a mujeres en su mayoria.
(1,2)

Los factores asociados a su prevalencia son la falta de nutrientes y de vitaminas;
mayormente se presenta en personas con un nivel socioeconémico bajo. Otros
factores asociados encontrados en la literatura son la predisposicién genética, los
traumas oclusales y la presencia de restauraciones con amalgama en boca debido

a la irritacion por corrientes galvanicas.

Esta enfermedad se encuentra asociada a los subtipos 13 y 32 del Virus del
Papiloma Humano, e histolégicamente es caracterizada por una proliferacion
epitelial exofitico, paraqueratosis, acantosis con proyecciones epiteliales que se
anastomosan horizontalmente y la presencia de redes de crestas elongadas y

gruesas que pueden confluir en la base. (3)

En Latinoamérica se le ha llamado a esta enfermedad hiperplasia multifocal del
epitelio, ya que al usar este nombre se describe la principal caracteristica clinica
(lesiones mudltiples) y el principal hallazgo histologico (hiperplasia del epitelio).En
México, se encuentran escasos reportes de este padecimiento, por lo que se
considera una enfermedad poco usual con poca poblacion afectada; el primer
reporte de la enfermedad se obtuvo en 1971. Las prevalencias mas altas han sido
encontradas en comunidades apartadas como es el caso de Yucatan y algunas
zonas del Estado de México. (4,5, 6, 7)



4. MARCO TEORICO

4.1 Caracteristicas generales de los virus

Los virus son moléculas quimicas que tienen la capacidad de penetrar a una
célula y modificar sus funciones normales, asi como inducir la sintesis de nuevas

moléculas por accion de su acido nucleico. (8)

Existen distintas clasificaciones, una con base en su acido nucleico, (virus con
ADN vy virus con ARN) de cadena sencilla o doble, Unica o segmentada, positiva o
negativa; otra forma es dependiendo de la cépside, esto quiere decir segun la
forma de prismas de 20 caras y 12 vértices o en forma de espiral o hélice (virus
icosaédricos y virus helicoidales); también pueden clasificarse por la presencia o
ausencia de peplos (envoltura), asi como el nimero de capsémeros y didmetro de
la nucleocapside en los virus helicoidales y el modo de replicacién que utilizan los
virus. Con base en dichos parametros, los virus se ordenan en familias y géneros

que a su vez forman grupos y subgrupos.

VIRUS CON ADN
FAMILIA GENERO
Adenoviridae Mastademovirus
Aviadenovirus
Herpesviridae Herpesvirus
Alfa
Beta
Gamma
Parvoviridae Parvovirus
Poxviridae Orthopoxvirus
Molluscipoxvirus
Papoviridae Poliomavirus
Papovavirus
Hepadnavoridae Hepadnavirus

Tabla 1. Clasificacién de virus con ADN.
(Romero CR. Microbiologia y Parasitologia Humana, 2007)



4.1.1 Generalidades del Papillomavirus

Los virus del genero Papillomavirus son provenientes de la familia Papoviridae,
estructuralmente miden alrededor de 55 nanometros de diametro, estan formados
por doble cadena de ADN, de 8000 pares de base, una capside de 72
capsomeros, conformada en un 95% por la proteina L1 y en un 5% por la proteina

L2, son icosaédricos y carecen de envoltura. (8,9)

4.2 Genoma del Virus del Papiloma Humano

El genoma puede dividirse en 3 regiones:

La Region Larga de Control (LCR), también denominada Unidad Reguladora no
Codificada (URR), ocupa el 10% del genoma o de 0.4 a 1 kilobases (kb) de
longitud, esta es esencial para funciones reguladoras del genoma en la
replicacion, origen de replicacion del ADN y potenciadora de la transcripcion viral

promotores de sintesis del ARN.

La region E por sus siglas en inglés Early = temprano, o de expresion temprana
(segunda region), formada por varias secuencias (E1-E7) que codifican proteinas
responsables de las funciones de transformacion celular, replicacion y de la
persistencia del ADN integrado en las células a las que infecta. Destacan las
proteinas que intervienen en la replicacion viral (E1, E2), su control (E1, E4) vy,
sobre todo, las que intervienen en los procesos de transformacion celular (E5, E6,
E7).

Especial interés tienen las regiones E6/E7, que poseen un importante papel en los
mecanismos de transformacion celular. Estas regiones estan siempre virtualmente
expresadas en el cancer asociado al VPH. Las proteinas codificadas por estos
genes virales se unen a los genes supresores de tumores p53 y Rb105, que
inactivan su funcién, mecanismo que puede explicar en parte la intervencion de los

VPH en el proceso de oncogénesis.



La region L por sus siglas en ingles Late = tardia, formada por dos secuencias (L1
y L2), responsables de la codificacién de las proteinas de la capside en la fase
final de ensamblaje viral. La L1 codifica para proteina principal de la capside
(regidn altamente conservada entre VPH) y la L2 para proteinas secundarias

antigeno-especificas. (10)

ugpeoyday

s poli-A (temprana)
4000

Estimulacion de
crecimiento

Figura 1. Genoma del Virus del Papiloma Humano

4.2.1 Clasificacién del papillomavirus

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), menciona que la
clasificacion de los tipos, subtipos y variantes del papilomavirus es determinada
por el porcentaje de variacion que hay en el gen L1, ya sea de un 10%, de un 2-

10% o por un maximo de 2% respectivamente. (11)

El International HPV Reference Center, a la fecha tiene registrado 210 subtipos de
VPH agrupados en varias especies y familias. Estos virus son pertenecientes a
los géneros Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,

Mupapillomavirus y Nupapillomavirus, que son aquellos que afectan a los

humanos. (12)
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Alphapapillomavirus:
Se divide en 15 especies. Presente en lesiones cutdneas y mucosas de humanos
y primates. Su clasificacion es de alto (lesiones malignas y pre malignas) y bajo

riesgo (lesiones benignas).

Betapapillomavirus:
Se divide en 5 especies. Presente en lesiones cutdneas en humanos, en

infecciones latentes que afectan a la poblacion general.

Gammapapillomavirus:
Se divide en 5 especies. Presente en lesiones cutaneas en humanos.
Histologicamente es ditinguido por medio de cuerpos especificos de inclusion para

estas especies.

Mupapillomavirus:
Se divide en 2 especies. Histologicamente distinguido por cuerpos de inclusiéon

intracitoplasmaticos.
Nupapillomavirus:

Se divide en 1 especie. Presente en lesiones cutaneas benignas y malignas en

humanos. (13)

11



A su vez, los tipos de VPH se han clasificado de acuerdo al grado de malignidad.

TIPO DE VPH LESION ASOCIADA

CUTANEOQS
1,4 Verruca plantaris
2,4 Verruca vulgaris
3,10 Verruca plana
5,8,14,17,20 Epidermodisplasia verruciformis
7 Verrugas del carnicero
9,12,15,19,21-25,36,46,47 Epidermodisplasia verruciformis
41 Carcinoma de células escamosas
cutaneas
MUCOSOS
6 Condiloma acuminado
11 Papiloma laringeo
13,32 Hiperplasia epitelial multifocal
16,18,31,33,35,45,51,52,56 NIC, Carcinoma de cérvix
30 NIC, Carcinoma laringeo
39 NIC, Carcinoma de cérvix y pene
34,58 NIC
40 NIC, NIP
42 NIC, Papiloma vulvar
43 NIC, Hiperplasia vulvar
44 NIC, Condiloma vulvar
54 Condiloma acuminado
55 Papulosis Bowenoide
57 NIC
59 NIV
NIC = Neoplasia intraepitelial del cérvix NIP = Neoplasia intraepitelial del pene
NIV = Neoplasia intraepitelial de la vulva

Tabla 2. Clasificacion de Virus de Papiloma Humano

Tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/infecciones-transmision-

sexual.html
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4.3 Hiperplasia Epitelial Multifocal

La hiperplasia epitelial multifocal se define como la proliferacion de la mucosa oral,
de origen viral, caracterizada por la presencia de lesiones mdultiples en los tejidos
blandos de la cavidad oral. Estadisticamente entra dentro de las quince lesiones
mas frecuentes en boca; representa una de las reacciones mas comunes de los

tejidos blandos orales. (1, 14)

4.3.1 Antecedentes historicos

La hiperplasia epitelial multifocal fue conocida internacionalmente en el afio de
1965 por Archard, Heck y Stanley, quienes relataron casos aislados en indios
norteamericanos en Nuevo México, asi como casos aislados en el estado de Mato
en Brasil, y un caso en un nifio esquimal en Alaska; debido a los hallazgos clinicos
pasaron a denominar a esta entidad como Hiperplasia Focal del epitelio, la

enfermedad popularmente se le conoce como Enfermedad de Heck. (15)

En Latinoamérica, la hiperplasia epitelial multifocal fue descrita por primera vez en
Colombia, en la regién de indios Caramatas por Estrada en el afio de 1956,
reporté una serie de lesiones papilomatosas y verrugas intraorales que también

descubrié en otra regién de Colombia con los indios Katios. (3, 16, 17)

En 1964, se encontré la mayor prevalencia de Latinoamérica en Venezuela,
Soneira y Fonseca estudiaron la enfermedad en 160 nifios y dedujeron que el
33.8% de ellos padecian la misma enfermedad, atribuyéndole a esta un origen

viral por los hallazgos clinicos e histopatolégicos. (4,18)

En el afio de 1894, Helms realiza lo que podria considerarse el primer reporte de
Hiperplasia epitelial multifocal, ya que describe lesiones que podrian
considerarseles asi en esquimales de Groenlandia. Fue hasta el afio de 1970, que
Praetorius-Clausen publicé un estudio de 460 esquimales de los cuales el 19.4%
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padecian esta entidad, sin embargo la prevalencia y apariciéon era en habitantes

mayores de 30 afos en un 33.1%. (19, 20)

En México, aun se considera que hay poca informacion de la enfermedad, el
primer articulo que hablaba de esta enfermedad fue presentado por Rojas en
1971, donde presenta 3 casos clinicos. El primer reporte de grupos familiares

afectados lo realizo Luengas en 1987. (21, 22)

Uno de los estudios mas grandes realizados en México, fue hecho por Sedano,
quien estudi6 a 32,022 nifios de comunidades pobres de diversos estados del

pais, encontrando 19 casos (0.05%). (5)

En el mismo afio, Morales en su estudio de prevalencia de Hiperplasia Epitelial
Multifocal en puebla, concluyé que dicha alteracién no constituye un problema de
salud publica en Puebla, donde se pensaba que podria serlo. (23)

Gonzalez en 1995, encontré que de 2,308 pacientes geriatricos, correspondientes
a los 24 municipios del estado de México, solo 537 presentaban lesiones en boca
encontrando que el 3.16% presentaban Hiperplasia Epitelial Multifocal. (24)

En el afio de 1987, Hernandez-Jauregui reportd el primer estudio de analisis de
ADN en la enfermedad con pacientes mexicanos, como resultado encontrd la

presencia del VPH subtipo 13 en 7 de los casos. (25)

Uno de los estudios en México mas recientes los realizo, Ceron en el afio 2011,
este realizd una revision de 71 casos en el area sureste de Yucatan, mencionando
qgue la mayoria de los pacientes tenian una edad igual o menor a 7 afos, que se
encontré la enfermedad con predominio en sexo femenino (63.3%) y que el 91%

de los casos presentaron lesiones multiples con localizacion lengua. (6).
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En ese mismo estado de la Republica, Carrillo-Montiel, en el afio 2015 hizo una
revision de 525 nifios, encontrando 62 (11.8%) casos positivos a Hiperplasia
Epitelial Multifocal, donde se afectaba mayormente a nifias. (7)

La ocurrencia de casos familiares y la tendencia a afectar determinados grupos
étnicos sugieren que una predisposicion genética podria contribuir al desarrollo de
la enfermedad. Un estudio mexicano evidencié una asociacion significativa entre la
HEF y el HLA-DR4, alelo relativamente frecuente en poblaciones indigenas

(Mazatecas y Nahuatl), Guatemala y Colombia. (26)

4.3.2 Epidemiologia

La aparicion de estas lesiones es en las dos primeras décadas de vida, Aunque
existen reportes de adultos afectados, mas del 90% de los que acuden a consulta,
son nifos y adolescentes entre los 3y 17 afios de edad. (6,27)

El predominio es en mujeres en una relacion 1:0.4 a 1:1, esto puede ser debido a

las condiciones de vida dentro de sus grupos étnicos. (28)

4.3.3 Raza

Reportes sefialan que la frecuencia en cuanto a raza es mayor en mestizos
mientras que es rara en caucdasicos y nula en individuos de raza negra, sin
embargo reportes recientes han hablado de casos en paises asiaticos tales como

Iran con reportes de 7 casos y también Sri Lanka con 3 casos. (29,30,31)

4.3.4 Descripcién de la lesion

Esta enfermedad se presenta en forma de lesiones papulonodulares mdltiples
aunqgue en ciertas ocasiones son unicas y localizadas. Su color es el mismo que la

mucosa adyacente 0 mucosa sana, su diametro varia de 0.1 mm hasta extenderse
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1 cm, sin embargo también se puede extender a varios centimetros por la
coalescencia de varias lesiones pequefas, son lesiones circunscritas, de forma
redonda u ovalada, en ocasiones se presentan elevadas, pero generalmente son
de superficie plana, su consistencia es blanda y se caracterizan por un crecimiento
lento. En la mayoria de los pacientes, son lesiones asintomaticas, sin embargo

pueden interferir en la masticacién provocando molestias en la cavidad oral. (32)

Pietropaolo en 1981 menciona que una caracteristica propia de estas papulas es
la resiliencia, esto se refiere a que cuando se la mucosa se estira, la lesion
desaparece y cuando regresa a su estado normal la lesiébn se hace nuevamente

visible. No se encuentra compromiso en piel. (18,33)

4.3.5 Diagnostico histopatolégico

Con la técnica de hematoxilina-eosina, se observa microscOpicamente una
prominente acantosis del epitelio que algunas veces se asemeja a la forma de un
trébol debido a que las extensiones epiteliales se anastomosan y se dirigen hacia
el tejido conectivo. Se observan la presencia de células escamosas que son
queratinocitos que contienen un nucleo alterado y son llamados células mitosoides
debido a que son muy similares a una mitosis normal. Se pueden encontrar
células con citoplasma claro, nucleo pictonico o ausencia de este, llamados
coilocitos. (2, 18, 34, 35)

Los estudios de microscopia electrénica son poco sensibles para demostrar la
presencia del HPV. En los casos positivos se observan inclusiones nucleares de
particulas virales de 45 a 50 mn de diametro, dispuestas en forma aislada o en
grupos de mas de 100 dentro del nucleo. Se han descrito casos en los que se
observaba una degeneracién nuclear, parecida a mitosis, importante para el

diagnéstico. (33)
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4.3.5 Diagnaostico viral

Pfister en el afio de 1983 describe por primera vez la presencia del subtipo 13 en
la Hiperplasia Epitelial Multifocal, y no fue hasta 1986 que Beaudenon describe un
nuevo subtipo de VPH identificado en las muestras estudiadas, tiempo después se

le considerd llaméarsele subtipo 32. (36,37)

Estos subtipos virales predominantes se encuentran casi en el 90% de esta
enfermedad, a su vez no se les ha encontrado en otras zonas que no sean la
mucosa oral. (38) Distintos autores describen a su vez la presencia de otros
subtipos de VPH que pueden dar reacciones cruzadas como los subtipos 1, 6, 11
y 16 y 18. (18, 39)

4.3.6 Diagnosticos diferenciales

Enfermedad de Cowden o Sindrome de multiples Harmatomas:

Se define como genodermatosis autosémica dominante. Tiene hallazgos
caracteristicos tales como triguilenomas localizados en cara como nariz y orejas y
las zonas aledafias a la boca.

Son papulas color piel, rosado o café que tienen la apariencia de verrugas
vulgares. También pueden encontrarse dentro de boca en mucosa oral, labios,
encias y lengua que dan la apariencia caracteristica de “empedrado” semejando a
la Hiperplasia Epitelial Focal. Histolégicamente estas pdapulas orales se
caracterizan por mostrar nédulos fibromatosos compuestos de fibras relativamente

acelulares en remolino o tejido fibrovascular con acantosis. (40, 41)

Esclerosis tuberosa:

Es Proveniente de un desorden heredado en forma autosomica dominante y se
caracteriza por la triada de retardo mental, epilepsia y angiofiboromas en la cara.
Pueden aparecer fibromas pequefios de consistencia dura en las encias que

pueden ser Unicos o multiples, semejados a la HEM.
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Histologicamente estos fibromas presentan fibroblastos grandes, estrellados y

fibrosis de apariencia glial, ocasionalmente dilatacion capilar. (42, 43)

Verruga vulgar:

Es un incremento exofitico sésil, circunscrito, con una superficie papilomatosa que
en el examen histolégico se observa la existencia de hiperqueratosis, el estrato
granuloso es mas pronunciado y las crestas interpapilares se encuentran de modo
caracteristico. Se presenta con mayor frecuencia en mujeres a partir de los 20
afos de edad. (44, 45)

Papiloma Escamoso Mdltiple:

Su prevalencia es 1 de cada 250 adultos. Se consideran elevaciones pequefias,
sésiles o pedunculadas, refieren crecimiento lento y vascularizaciéon limitada, son
de color blanquecino o grisdceo. Las ubicaciones méas frecuentes son paladar,
lengua y posteriormente labios, en menor predominio se localizan en encias y
mucosa yugal. Histologicamente son lesiones pedunculadas con una superficie
semejante a la de una coliflor y contienen un ndcleo delgado central de tejido
conectivo, el cual se encuentra cubierto por un epitelio escamoso

hiperqueratosico. (46, 47)

Condiloma acuminado:

Es una enfermedad de transmision sexual, causada por el virus del papiloma
humano subtipo 2. Es la manifestacion mas comun de la infeccién por VPH. No
presenta sintomas y la infeccion desaparece por si sola. Son lesiones filiformes
pedunculadas; en ciertos casos tienen forma de coliflor. Se le considera una

hiperplasia epitelial benigna con acantosis y papilomatosis considerables. (45)
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Enfermedad de Darier (ED):

Es una genodermatosis autosomica dominante, caracterizada por un trastorno de
la queratinizacién. Afecta epidermis, ufias y mucosas. Aparece en la segunda o
tercera década de la vida en ambos sexos. La microscopia destaca acantdlisis con
clivaje suprabasal y disqueratosis, manifestada por cuerpos redondos y granos,
predominan en regiones seborreicas y pliegues, con evolucion cronica, con

periodos de remision y exacerbacion. (48)

Autores han mencionado una posible alteracion inmunoldgica en los casos de
aparicion de HEM en pacientes con glomerulonefritis crénica, colitis ulcerosa y

artritis reumatoide que estaban en tratamiento con inmunosupresores. (49)

4.3.7 Tratamiento

Se han reportado regresiones espontaneas tras meses o0 afios. En lesiones
antiestéticas o lesiones favorecidas a trauma recurrente, se puede realizar una
cirugia excisional conservadora. Como alternativas de tratamiento se puede
utilizar crioterapia, dioxido de carbono (CO2), laser o electrocoagulacion. (33, 50)
Hasta el momento, el tratamiento que se prefiere utilizar es el de aplicacion de
nitrogeno liquido, sin embargo se han realizado estudios recientes en México
donde se ocupa con éxito el Acido Tricloroacético al 5%, Imiquimod al 5% y con
menores resultados pero también efectivo el Acido glicirricinico. (51)

Como coadyuvante a estos tratamientos también se recomienda la

suplementacién con vitamina E. (32)

4.3.8 Prondstico

El prondstico de las lesiones es favorable utilizando cualquier tipo de tratamiento,
sin embargo se recomienda una evaluacién periédica sobre todo si se encuentran

habitos perniciosos en el paciente. (2)
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4.3.9 Métodos de diagnhdstico

Dentro de los métodos para diagnosticar la presencia de VPH existen los
convencionales tales como la citologia, la cual es ampliamente usada para la
deteccion oportuna de cancer cérvico-uterino; la colposcopia que evalla pacientes
con citologias anormales ya que analiza areas especificas del epitelio gracias a la
aplicacion de acido acético diluido sobre el tejido que se supone afectado y la
histopatologia, la cual se lleva acabo estudiando fragmentos de tejido dafiado a
través de un microscopio, logrando diferenciar los estratos del epitelio y la

infiltracion de células infectadas en tejido sano. (45, 52, 53)

4.4 Técnicas moleculares para la deteccion de VPH

Hasta la fecha las técnicas basadas en la deteccién del ADN del VPH son las méas
precisas, sensibles y especificas en la deteccion de lesiones pre-malignas y han

demostrado su utilidad en el diagnéstico. (54)

4.4.1 Captura de hibridos

Es una técnica que utiliza un método colorimétrico para la determinacion de
muestras humanas positivas a la presencia de virus; se basa en la formacion de
hibridos de moléculas de DNA viral con sondas especificas de RNA, estos
hibridos se exponen al reconocimiento de anticuerpos especialmente disefiados y
que se encuentran acoplados a moléculas coloridas, las que son finalmente
detectadas en un lumindmetro. La desventaja de este método es que se ha
demostrado que esta prueba tiene una sensibilidad que varia entre el 70% y el
96.8%. (55)
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4.4.2 Extraccion de ADN

Este método consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN y se
basa en las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. EI ADN esta constituido
por dos cadenas de nucledtidos unidas entre si formando una doble hélice. Los
nucleotidos estan integrados por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una
base nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina). La unién de los nucleétidos
ocurre entre el grupo fosfato y el azlicar, mediante enlaces fosfodiéster, dando
lugar al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen

mediante puentes de hidrogeno y mantienen estable la estructura helicoidal.

Los grupos fosfato estdn cargados negativamente y son polares, lo que le confiere
al ADN una carga neta negativa y lo hace altamente polar, caracteristicas que son
aprovechadas para su extraccion. Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a
repelerse, debido a su carga negativa, lo que permite disolver al ADN en
soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la molécula. Pero,
en presencia de etanol, se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los
grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la union con cationes como
Na+ que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleétidos y
permiten que el ADN precipite. Por otro lado, la carga neta negativa del ADN le

permite unirse a moléculas y matrices inorganicas cargadas positivamente. (56)
En general, los protocolos tradicionales consisten de cinco etapas principales:

homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos,

precipitacion y redisolucion del ADN.
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4.4.3 Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

La PCR se basa en la replicacion celular en la que actiuan varias proteinas para

sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde.

La sintesis de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando: el ADN que
contiene el o los fragmentos que se van a amplificar, la polimerasa, los iniciadores
(fragmento de ADN de 15-30 nucleotidos que flanquean la region a amplificar,
desoxinucleétidos (dNTPs), cloruro de magnesio (MgCIl2) u otro co-factor
necesario para que trabaje la polimerasa y una solucién amortiguadora que
mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis. Esta mezcla se
somete a la repeticion de varios ciclos a diferentes temperaturas (ciclo de PCR)

que sustituye a la mayoria de las proteinas que acttan en la replicacién celular.

Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalizacién o separacion de la doble
hélice de ADN mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre
94 y 96 °C para romper los puentes de hidrogeno que las unian, de esta manera
cada cadena queda como molde para la sintesis de una nueva cadena
complementaria de ADN. Una vez separadas las cadenas del ADN, se alinean los
iniciadores a sitios especificos complementarios de las cadenas sencillas de la
region que se va a amplificar, para que esto suceda se baja la temperatura entre
40y 60 °C lo que permite la unién (alineamiento) de los iniciadores. Finalmente, se
sintetiza una nueva cadena en sentido 5 a 3’ para lo cual se incrementa la
temperatura, por lo general a 72 °C, porque es la temperatura Optima a la cual la

ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza la replicacion. (57)
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Existen tres pasos obligatorios en una PCR: Desnaturalizacion, Alineamiento y
Extension.

1. Desnaturalizacion: Es el proceso mediante el cual la doble cadena de ADN
es separada y se lleva a cabo a 94°C.

2. Alineamiento: Temperatura a la cual los primers o iniciadores especificos
para la secuencia de ADN que se quiere detectar, reconocen Su
complemento y se alinean; la temperatura a la que sucede esto depende de
la secuencia de los mismos.

3. Polimerizacion o Extension del ADN: Es el paso en el cual se forma la
cadena completa de ADN a partir de los iniciadores que reconocieron la
secuencia. Las bases van reconociendo su complemento y de esta manera

se extiende el fragmento que posteriormente sera detectado.

PCR amplification
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Figura 2. Etapas de Reaccion Cadena Polimerasa

Tomada de: http://www.gmotesting.com/Testing-Options/Genetic-analysis
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Estas tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extension del ADN, se
repiten de 30 a 40 veces en un tiempo corto, a esto se le conoce como ciclos; en
cada nuevo ciclo se amplifica simultaneamente la region de interés de las dos
cadenas complementarias. Los productos generados aumentan su concentracion
de manera exponencial porque cada nueva copia sirve de molde en los ciclos
subsecuentes, dando origen a millones de copias del fragmento seleccionado.
Este proceso se lleva a cabo en equipos automatizados especiales llamados
termocicladores. (56, 57, 58)

4.4.4 Reaccion en Cadena Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

En la PCR en Tiempo Real, los termocicladores, o equipos de amplificacién llevan
incorporados un sistema de deteccion de fluorescencia (fluorimetro), basandose
en la utilizacion de moléculas especificas llamadas fluoréforos; este sistema es
capaz de mostrar en tiempo real lo que sucede en cada ciclo de amplificacién y
adicionalmente, con la ayuda de equipos computarizados especializados se
pueden hacer andlisis de fragmentos por electroforesis capilar de alta resolucion.
(59)
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Figura 3. Curva de incremento a la Fluorescencia.

Tomada de http://www.cultek.com/inf/otros/soluciones/Soluciones-QPCR-protocolos.pdf

24



Los estudios ideales para la identificacion del virus son por PCR, ya que el virus se
replica solamente en células epiteliales diferenciadas. La region blanco
frecuentemente mas usada en los ensayos de PCR es la regioén L1, asi como otros
primers generales de regiones conservadas del genoma, dentro de los ensayos
universales de deteccion de VPH se incluyen los sistemas MY9/MY11, GP5, GP6.
(59, 60)
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5. DISENO DE METODOLOGIA

5.1 Planteamiento del problema

La Hiperplasia Epitelial Multifocal es una enfermedad benigna de las mucosas
producida por el virus del papiloma humano (VPH); existen varios reportes donde
se asegura que los papilomavirus subtipos 13 y 32 son los responsables de esta
condicién, sin embargo la literatura es escasa y como resultado no existe un

tratamiento especifico, eficaz y adecuado para esta patologia.

5.2 Justificacién

La Hiperplasia Epitelial Multifocal es una enfermedad que se considera poco usual
gue afecta a la mucosa oral, y que se manifiesta entre la primera y segunda
década de vida; de inicio se le da una importancia clinica ya que afecta a una
poblacion en desarrollo. A pesar de saber la incidencia en México, no existen
series de casos clinicos recientes con tipificacion viral reportados, y los casos
clinicos presentados son aislados, lo cual nos obliga a determinar los datos
estadisticos en nuestra poblacién hospitalaria, con el objetivo futuro de hacer un
estudio mexicano multicéntrico y comparar los datos con los publicados a nivel

nacional.

5.3 Objetivo general

Conocer los tipos de virus que se asocian a la Hiperplasia Epitelial Multifocal en

los pacientes atendidos en la Unidad de Especialidades Odontologicas SEDENA.

5.4 Objetivos especificos

a. Conocer las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los
pacientes cuyo diagndstico histopatoldégico fue Hiperplasia Epitelial

Multifocal.
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b. Determinar los subtipos de VPH que se asocian a la Hiperplasia Epitelial
Multifocal en biopsias obtenidas de pacientes atendidos en la Unidad de
Especialidades Odontolégicas a través del método de PCR vy

Secuenciacion de ADN.

5.5 Hipotesis

a. Hipoétesis de trabajo: Los subtipos 13 y 32 del Virus del Papiloma
Humano son los Unicos que tienen relacion con la Hiperplasia Epitelial
Multifocal.

b. Hipodtesis nula: Los subtipos 13 y 32 del Virus del Papiloma Humano no

son los anicos que tienen relacién con la Hiperplasia Epitelial Multifocal.

a. Hipotesis de trabajo: Existen otros subtipos de papilomas aparte del
subtipo 13y 32 que son causantes de la Hiperplasia Epitelial Multifocal.
b. Hipdtesis nula: No existen otros subtipos de papilomas aparte del

subtipo 13y 32 que son causantes de la Hiperplasia Epitelial Multifocal.

5.6 Tipo y disefio de estudio

Estudio retrospectivo, transversal, descriptivo y observacional.

5.7 Poblacion y tamafio de muestra

Biopsias de pacientes diagnosticados clinica e histopatolégicamente como

Hiperplasia Epitelial Multifocal.
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5.8 Criterios de inclusion

a. Biopsias con datos completos de pacientes diagnosticados con Hiperplasia

Epitelial Multifocal.

b. Expedientes completos de pacientes valorados en la Unidad de
Especialidades Odontologicas, con diagnostico histopatoldégico de

Hiperplasia Epitelial Multifocal de ambos sexos.

5.9 Criterios de no inclusién

a. Biopsias sin datos de registro del paciente.
b. Expedientes incompletos

5.10 Criterios de eliminacioén

a. Muestra insuficiente para la realizacion de PCR.
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5.10 Definicion de Variables

5.10.1 Variables demogréaficas

VARIABLE DEFINICION OPERACIONALIZACION CATEGORIA ESCALA DE UNIDAD DE
CONCEPTUAL MEDICION MEDICION
Tiempo
transcurrido de su i .
NP Edad que indica el paciente Cuantitativa Razon Anos
fecha que acudio al
servicio
H Dicotdmica:

Hombre

Caracteristica El género al que pertenece Cualitativa Nominal
Mujer

sexual de nacimiento el paciente

Lugar de Lugar geogréfico de Lugar registrado en el Cualitativa Nominal Descriptiva

nacimiento nacimiento expediente

5.10.2 Variables clinicas

VARIABLE DEFINICION OPERACIONALIZACION CATEGORIA ESCALA DE UNIDAD DE
CONCEPTUAL MEDICION MEDICION
-Mucosa labial

(labios)
Loolf=e 0= Localizacién de Localizacién de la lesién Cualitativa Nominal -Lengua
lesion para la lesion mas grande para la toma vessa
toma de biopsia de biopsia, registrada en
-Otros
el expediente
Cantidad de
lesiones
Numero de Exploracién registrada en Cualitativa Nominal -Multiples
registradas
lesiones el expediente .
continua -Unica
Enfermedades
que refiere el
Enfermedades registradas Cualitativa Nominal -Descriptiva

Comorbilidades

paciente al

asociadas en el expediente dichas

interrogatorio
por el paciente.
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5.11 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de los datos utilizando frecuencias simples y porcentajes

para variables categoricas, asi mismo se realizaron gréficos de las variables

5.12 Consideraciones éticas y legales

El presente estudio, cumplira con los acuerdos de la Declaracion de Helsinki en
materia de investigacion en humanos, con riesgo menor al minimo, es decir, no
plantea en su estructura intervencién alguna que ponga en riesgo al paciente.

No se daran a conocer datos personales de quienes han sido parte de este
estudio ni se compartirdn; los expedientes contienen la hoja de Aviso de
privacidad.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Recoleccion de datos y biopsias

El presente estudio incluyo la revision completa de expedientes de un total de 70
pacientes del afio 2006 al afio 2016 con un diagndstico clinico e histopatolégico de
Hiperplasia Epitelial Multifocal, de los cuales se seleccionaron un total de 47
muestras que cumplian con los criterios de inclusién. Las biopsias fueron tomadas
por el servicio de Patologia oral y Maxilofacial de la Unidad de Especialidades
Odontolégicas SEDENA.

6.2 Preparacion de la muestra biolégica y extraccion de ADN

Para la preparacion de muestras se utilizé el QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo B) y se almacenaron en el ultra
congelador a -80°C hasta la extraccion de ADN.

El proceso de extraccion de ADN se llevd a cabo en el purificador de ADN
gendmico QIAsymphony SP AxPH siguiendo las instrucciones del fabricante, al

término de la extraccion, las muestras se congelaron a -20° C.
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6.3 Concentracion e integridad de ADN en muestras purificadas

Se cuantificé y se evalud la calidad y concentraciéon del ADN de las muestras
mediante el uso del equipo QIAxpert (QIAGEN), el cual sirve para evaluar la
concentracion e integridad del ADN colocando por cada pozo de su gradilla 5ul de
muestra. Al término del proceso, la integridad de las muestras fue estudiada por
medio de Electroforesis capilar de alta resolucion, utilizando el equipo Qiaxcel
(QIAGEN).

6.4 Eleccion de cebadores de VPH

Para el diagnostico de VPH se amplificaron 3 regiones localizadas en el gen L1 de
este virus, los cuales fueron L1, MY y GP, ademas de la region B-globina que fue
utilizada como control interno para verificar la calidad del ADN y la ausencia de
inhibidores durante la PCR. Se utlizaron como primers GP5(F)/GP6(R),
L1(F)/L2(R) y MY9(F)/MY11(R). (Tabla 3)

F TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC 40 2C 150

R GAAAAATAAACTGTAAATCATAYTC

F CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT 45 2C 244
R CAACTTCATCCACGTTCACC
F CGTCCMARRGGAWACTGATC 55¢2C 450
R GCMCAGGGWCATAAYAATGG

Tabla 3. Primers que fueron utilizados
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6.5 Estandarizacion de las reacciones de PCR

Las pruebas fueron realizadas bajo las condiciones de PCR especificas de cada
cebador (Tabla 4) utilizando el Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (QIAGEN).
Los cebadores elegidos fueron diluidos a una concentracion de 10Mm cada uno
para su uso mientras que la cantidad de ADN total utilizada para cada reaccion de
PCR fue de 100 ng/ul. Cada solucion utilizada para cada reaccion fue calculada
con base a las instrucciones del fabricante (Tabla 5) quedando como volumen final
12.5 yl por reaccion.

I " U R TN

95° C 95° C 95° C 95° C
Desnaturalizacion 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos
-95°C5 seg. -95°C 5 seg. -95°C5 seg. -95°C5 seg.
40 Ciclos -40°C 5 seg. -45°C 5 seg. -55°C 5 seg. -55°C 5 seg.
-60°C 10 seg. -60°C 10 seg. -60°C 10 seg. -60°C 10 seg.
Enfriamiento 27°C 27°C 27°C 27°C
1 minuto 1 minuto 1 minuto 1 minuto

Tabla 4. Condiciones de amplificacion
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Calculo para 1 reaccion Calculo para 25 reacciones

0.3 ul 7.5 ul
0.3 ul 7.5 ul
6.25 pl 156.25 pl
1.65 pl 41.25 pl
4 ul Este se mide solo para una

reaccion individual

Volumen Final 12.5 ul

Tabla 5. Volumen de reacciones con Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit

6.6 Deteccion de VPH

Los productos de PCR se analizaron visualizando su tamafo en pares de bases
(pb) por medio de electroforesis capilar de alta resolucion. Como referencia utilizé
un marcador de peso molecular de 50pb — 1.5 kb (QX DNA Size Marker QIAGEN)

para identificar el tamafio del amplicon.

6.7 Seleccion de las muestras a secuenciar

Se analizaron las amplificaciones de PCR y los electroferogramas realizados de

cada region del virus para seleccionar las muestras a ocupar.

6.8 Purificacion de muestras de PCR

El proceso de purificacion de las muestras fue hecho con el producto Exo-SAP-IT
PCR Product Cleanup (USB), siguiendo las instrucciones del fabricante. (Anexo

)

0
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6.9 PCR de Pre secuenciacion

Las pruebas fueron realizadas bajo las condiciones de temperatura del DTCS-
Quick Start Kit (Genome Lab) (Tabla 6)

Las cantidades utilizadas para cada reaccion fueron calculadas en base a las

instrucciones del fabricante (Tabla 7) quedando como volumen final 19ul por

reaccion.

20 segundos
20 segundos
4 minutos

Numero de Ciclos 30 ciclos

Tabla 6. Condiciones de temperatura para PCR de pre secuenciacion.

Calculo para 1 reaccion

6 ul

1pl
g ul
4 ul

Volumen Final 19 pl

Tabla 7. Volumen de reacciones DTCS-Quick Start Kit.



6.10 Purificacion de muestras post secuenciacion

El proceso de purificacién de las muestras fue hecho con los reactivos del DTCS-
Quick Start Kit (Genome Lab) siguiendo las instrucciones del fabricante. (Anexo
D)

6.11 Secuenciacion y Analisis Informatico en BLAST

La secuenciacion fue realizada en el equipo Genetic Analysis System GeXP
(GenomelLab). Una vez que se determinaron las secuencias se procediéo a
realizar una comparaciéon de estas con las del banco de genes NCBI mediante el
programa computacional de base de datos Basic Logic Alignment Search Tool
(BLAST), para comparar similitudes con las secuencias ya reportadas y

determinar el serotipo al que corresponden.
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7. RESULTADOS

De 2933 reportes del laboratorio de Patologia entre 2006 y 2016, se encontraron
70 reportes con diagnostico de Hiperplasia Epitelial Multifocal y 47 de estos se
utilizaron para este estudio.

7.1 Caracteristicas demograficas

7.1.1 Edad

Se realizaron grupos de edades de 0 a 10 afios, 11 a 20 afios, 21 a 30 afos, 31 a
40 afios, 51 a 60 afios y mayores de 61 afios, de los cuales 10 pacientes (21%)
se encuentra en una edad menor a 10 afos, 4 (8%) estan en el rango de 11 a 20
afios, 13 (28%) estan en el rango de 21 a 30 afios, 6 pacientes (13%) se
encuentran en una edad de 31 a 40 afos, 6 (13%) estan en el rango de 51 a 60

afos, 5 (11%) de 41 a 50 afios y hay 3 (6%) pacientes mayores de 61 afos.

Edad de
ot Pacientes

51-60
11%

11a20
8%

Grafica 1. Distribucion de edad de los pacientes
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7.1.2 Género

Se registraron 33 mujeres (70%) y 14 hombres (30%).

Género

Graéfica 2. Distribucion de género de los pacientes

7.1.3 Lugar de Nacimiento

20 pacientes (43%) nacieron en la Ciudad de México, 8 (17%) en Veracruz, 7
pacientes (15%) en el Estado de México, 3 pacientes (7%) en Guerrero, 2
pacientes (4%) en puebla, 2 pacientes (4%) en Chiapas, 1 paciente (2%) en
Quintana Roo, 1 paciente (2%) en Oaxaca, 1 paciente (2%) en Coahuila, 1

paciente (2%) en Monterrey y 1 paciente (2%) en Zacatecas.

37



COAHUILA
CHIAPAS

2%
OAXACA __ 4% MOR\;ERREY ZACATECAS
0, 0, 0
2% pUEBLA o _— ™
4% O\ "

QUINTANA R. —
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7%

Lugar de nacimiento

Grafica 3. Distribucion de lugar de nacimiento de los pacientes

7.2 Variables clinicas

7.2.1 Topografia

La toma de biopsia fue realizada en la lesion mas grande encontrada en cada
paciente, la localizacibn mas frecuente fue en la mucosa yugal encontrando 18
pacientes (38%) seguidos por 16 pacientes (34%) en mucosa labial (labios) y por

ultimo 13 pacientes (28%) en lengua.

Localizacion de lesion para
toma de biopsia

Gréfica 4. Localizacién de la lesion
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Figura 4. Presentacion clinica Figura 5. Fotografia clinica donde
Noétese la presencia de la lesion se observa la HEM en el borde
generalizada. lateral de la lengua.

Dentro de la revision de expedientes se encontré la presencia de multiples

verrugas en comisuras labiales en un 65%.

Lesiones en comisuras labiales

Grafica 5. Lesiones en comisuras labiales
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Figura 6. Fotografia clinica donde Figura 7. Fotografia clinica donde

se observa la aparicion de se observa la aparicion de

lesiones en comisuras labiales lesiones y manchas en comisuras
labiales

7.2.2 NUmero de lesiones

El 100% de los casos presentan lesiones clinicas mdltiples.

NUmero de lesiones

UNICA
0%

Grafica 6. Nimero de lesiones por paciente
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7.2.3 Comorbilidades asociadas

Dentro de los expedientes, 38 pacientes (81%) fueron referidos como
aparentemente sanos, 4 pacientes (9%) refirieron ser diagnosticados con anemia,
3 pacientes (6%) refirieron ser diagnosticados con Diabetes e Hipertension
Arterial, 1 paciente refirid ser diagnosticado con Diabetes (2%), y un paciente (2%)

refirid ser diagnosticado previamente con VPH en genitales.

ANEMIA DIABETES E
9% HIPERTENSI
DIABETES /_ ON

2% 6%

VPH
2%

Grafica 7. Comorbilidades asociadas

7.3 Seleccién de muestras

Se realiza la seleccion de 27 muestras para andlisis de PCR y amplificacion.
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7.4 Verificacién de la integridad del ADN

Se observan las concentraciones correspondientes a las muestras utilizadas.
(Tabla 8)

MUESTRA CONCENTRACION
190.2 ng/ul
110.6 ng/ul
217 ng/ul
167.8 ng/ul
225.9 ng/ul
57.8 ng/ul
155.3 ng/ul
89.9 ng/ul
129 ng/ul
162.3 ng/ul
104.2 ng/ul
35 ng/ul
239.5 ng/ul
81.9 ng/ul
7.9 ng/ul
33.2 ng/ul
5.8 ng/ul
90 ng/ul
203.9 ng/ul
39.4 ng/ul
296.7 ng/ul
23.4 ng/ul
104.3 ng/ul
118.2 ng/ul
105 ng/ul
79.7 ng/ul
67.8 ng/ul

Tabla 8. Concentraciones de ADN
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Por medio de electroforesis se observa la integridad de los productos de la

extraccion de ADN de las muestras. Cada carrii nombra la muestra
correspondiente. (Figura 4)
t & & & & & 4 & ©o u o & & U B B o U G Uuw Duw Dy Hw Dw Dw Gw Dw
343938 T9 54 3% 34 T Ty TS 58 30 3E T0 T4 30 35 28 593 3033359 20 53 35 19
a ¢ ¢ oo G e o ¢ O o o ¢ M®m D D M D D DD DM M MO DM M H B B

[t

Paak Sizg,

Figura 4. Electroforesis de material nucleico de las muestras obtenidas. Electroferograma de alta

resolucién capilar
7.5 Amplificacién de Regiones de VPH

Se observa cdmo se comportaron las amplificaciones al someter a los productos

de la PCR a desnaturalizacion por medio del aumento de la temperatura, a lo

que se le llama andlisis melting.

COLOR | MUESTRA | COLOR MUESTRA COLOR MUESTRA

1E 7E 11E
2E . 7S 11S

' 2S . 8E 12E

' 4E . 8S . 13E
4S 9E . 14E

' 55 9s . 15E

' 6E 10E . 16E
6S 10S

Tabla 9. Muestras de PCR con cebador GP
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Figura 5. Curva Melt para VPH. Se observan las fluorescencias para la amplificacion de

muestras con GP.

1070
10-15
G
S
=
[ =20
= 107
£ )
107 ' /”\
107° : /% Z ,
5 10 15 20 25
Cycle

Figura 6. Andlisis de curvas de amplificacion de muestras con GP. Se muestran las curvas de
amplificacion analizadas, donde se observan los ciclos en los que alcanzaron cada una de las

muestras su amplificacion logaritmica.
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COLOR | MUESTRA | COLOR MUESTRA COLOR MUESTRA
1S 7E 11E

2S . 7S 11S

3S . 8E 12E

] |

' 4E . 8s . 13E
4s 9E . 14E

' 55 9s . 15E

' 6E 10E . 16E
6S 10S

Tabla 10. Muestras de PCR con primer L.

dF idT

55 60 65 70 75 80 85 80 95 100

Figura 7. Curva Melt para VPH. Se observan las fluorescencias para la amplificacién de

muestras con L. Véase que en la grafica el pico aumenta a los 70°C.
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Norm. Fluoro.

Figura 8. Analisis de curvas de amplificacion de muestras con L. Se muestran las curvas de
amplificacion analizadas, donde se observan los ciclos en los que alcanzaron cada una de las

muestras su amplificacion logaritmica.

COLOR | MUESTRA | COLOR MUESTRA COLOR MUESTRA
1E 7E 11E

2S . 7S 11S

3S . 8E 12E

I |

| | 4E | 8s [ | 13E
4s 9E . 14E

' 5S 9s . 15E

' 6E 10E . 16E
6S 10S

Tabla 11. Muestras de PCR con primer MY
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0.7 4

dF fdT

Figura 9. Curva Melt para VPH. Se observan las fluorescencias para la amplificacion de

muestras con MY.

Norm. Fluoro.

S || \

Figura 10. Analisis de curvas de amplificacion de muestras con L. Se muestran las curvas de
amplificacion analizadas, donde se observan los ciclos en los que alcanzaron cada una de las

muestras su amplificacion logaritmica
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COLOR MUESTRA \

. 1E

2E

3E

5E

CONTROL 1

CONTROL 2

1E BG

2E BG

Tabla 12. Muestras de PCR con primer MY y control interno Beta globina

0.4-

Figura 11. Curva Melt para VPH. Se observan las fluorescencias para la amplificacién de

muestras con MY y el control endégeno Beta globina.
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Figura 12. Andlisis de curvas de amplificacion de muestras con MY y el control endégeno Beta

globina. Se muestran las curvas de amplificacion analizadas, donde se observan los ciclos en los

que alcanzaron cada una de las muestras su amplificacién logaritmica.

7.6 Andlisis de amplificacion de PCR
) D w 2 ] PEIETETIEIE T ETE T dp 2 25 24 2 dm 2% 20w 20
H R B KW K K B B KB H M M 6 @@ 6 G 66 6 6 6 6 G0 o1
() {oel
X0
e pe————.
—
B b
: ¥
" J
¢ — hoea — p— §
L
10 ——
t‘ u
) ot ] . ‘
— -, 5B_ == =
D e —— A p———— o |

Figura 13. Electroforesis de PCR con primer GP. Carriles F1 a G11, muestras amplificadas con GP

(150 pb).
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Figura 14. Electroforesis de PCR con primer GP. Catrriles E1 a E4, muestras amplificadas con GP

(150 pb).

[i] [] i 1] 1] 1] 1] i i 7] [ [ ] 7] ] [] [ i [ [ [1] [i] [i]
-] =) 2 =] S 2w 2 = 2 el = 2 2 2 28 28 24 2 DN 2R 2Y 24 28
ZA 2z zR z¥ z¥ zR z¥ z¥ zH zH z8 z¥ zw zR 29 z8 zd zd zd z0 z 24 2%
AL R OB M M M AT A A AD AL AR B B2 B B4 BS B B B8 B9 B0 BU
40
30
u
- |
S0
&
8
[
0o
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5 — — [ | e — — — — — — [ —— — — —
— — — — —
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Figura 15. Electroforesis de PCR con primer L. Carriles A1 a B11, muestras amplificadas con L (244

pb).
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Figura 16. Electroforesis de PCR con primer MY. Carriles G1 a H11, muestras amplificadas con MY
(450 pb)
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Figura 17. Electroforesis de PCR con primer MY. Carriles D1 a D6, muestras amplificadas con MY

(450 pb). Carriles D7 y D8 refieren control endégeno.
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7.7 Selecci6n de muestras a secuenciar

Seleccion de muestras positivas a VPH con los primers GP5/GP6, MY9/MY11 y
BG

Region Polimorfica(+) Control
MUESTRA MY L1 GP BG
1E - - +
1S - - -
2E - - -
2S - - -
3E = - + +
3s - - -
4E . _ -
4s . _ -
5E - - +
55 - - -
6E - - -
6S - - -
7E - - -
7S
8E
8s - - -
9E - - +
9s - - -
10E - - -
10S - - -
11E - - -
115 - . . +
12E - . +
13E - - -
14E - - -
15E - - -
16E - - -

Tabla 13. Muestras seleccionadas
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7.8 Analisis en BLAST

Una vez identificados los casos positivos, 12 muestras fueron secuenciadas.
(Anexo E)

Tomando en cuenta los casos en los que se logré determinar el tipo viral se

identificaron los siguientes subtipos del Virus de Papiloma Humano:

1E F GP Virus no clasificado
1ERGP Secuencia no similar
3EFGP Subtipo 13
Subtipo 6
3ERGP Subtipo 13
S5EFGP Subtipo 13
S5ERGP Subtipo 160
9E FGP Subtipo 32
Subtipo 6
9E RGP Subtipo 13
3EFBG Virus no clasificado
3ERBG Subtipo 205
11SF BG Secuencia no similar
11SR BG HPV L-55

Tabla 14. Resultados de Secuenciacion.
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8. DISCUSION

La Hiperplasia Epitelial Multifocal es una enfermedad que antes era descrita en la
primera década de vida; analizando nuestros resultados, reportamos que la edad
es variable ya que donde encontramos mas casos fue en pacientes pertenecientes
a los grupos etarios de 0-10 afios y de 21-30 afios en comparacion a Gonzalez-
Loza y colaboradores que reportaron un predominio en la cultura maya en

menores de 15 afios en un 79.1%. (24)

Con respecto al predominio de sexo; la hiperplasia epitelial multifocal se presento
mas frecuentemente en mujeres en un 70%, dato que coincide con lo publicado en

los ultimos 10 afios por autores como Carrillo-Montiel en un 53%. (7)

La predisposicion geografica encontrada en este estudio, fue favorable en un 43%
a pacientes que nacieron en la Ciudad de México, sin embargo nuestro estudio
arroja que el Estado de Veracruz en un 17% y el Estado de México en un 15%

presentan datos de esta patologia.

La lesién méas grande y de donde se tomo la biopsia en los pacientes de la Unidad
de Especialidades Odontolégicas se encuentra en la mucosa yugal con un 38%,
seguido en la mucosa labial (labios) con un 34% y posteriormente en la lengua con
un 28%; estos datos son similares a los resultados presentados por Ledesma-
Montes que reporta como principal sitio afectado la mucosa yugal, seguida de
mucosa labial (labios); por el contrario reporta el paladar como tercer sitio mas
frecuente en la hiperplasia epitelial multifocal. (48)

Dentro de los reportes estudiados encontramos la presencia de multiples verrugas
en comisuras labiales en un 65% de los casos, las cuales se describen como
manchas y verrugas bien definidas, que van desde planas hasta una elevacion de
0 a 5 mm; se describen unilaterales y bilaterales y que van desde la mucosa con

extensiéon hasta piel.
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Nuestro estudio encontré que nuestra poblacion presenta lesiones multiples en un
100% de los casos difiiendo con autores como Cerdn que presenta como
resultados 91% lesiones multiples y 9% lesion Unica. (6)

Por otro lado, respecto a las comorbilidades asociadas, el 9% de nuestros casos
refieren presentar anemia, que si bien como menciona Elizondo y colaboradores
aun no es demostrable para su diagnostico, puede tener correlacién con la
enfermedad. (67)

En referencia a nuestros experimentos de PCR, encontramos que los cebadores
GP5(F)/GP6(R) mostraron mayor especificidad para la amplificacion de VPH a
diferencia de Guitekin y colaboradores (61), quienes con el uso de los cebadores
MY09/MY11 encontraron VPH subtipo 11, 13 y 32; también demostramos
amplificacion de VPH con el cebador BG, al igual que Gonzéalez Losa en el 2011.
(62)

Los subtipos de VPH 13 y 32, propios a la Hiperplasia Epitelial Multifocal,
provienen de la familia de los Alphapapillomavirus, la cual se distingue por estar
presente en lesiones cutaneas; en nuestro estudio se destaca el hallazgo
virolégico del subtipo de VPH 160 en una de nuestras muestras; este nuevo
subtipo de VPH, fue descubierto en verrugas planas y también forma parte de la
familia de los Alphapapillomavirus; a su vez se encontré la presencia de otros dos
nuevos subtipos de VPH llamados 205 y L-55, estos son provenientes
genéticamente de la familia de los Gammapapillomavirus, la cual, al igual que la
familia de los Alphapapillomavirus, se encuentra presente en lesiones cutaneas;
estos nuevos subtipos de VPH, han sido mencionados en una ocasion y fueron

encontrados en piel sana expuesta al sol, y en heces fecales de recién nacidos.
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La aparicion de una doble infeccidon de subtipos de VPH se hizo presente en 2
muestras y se relaciono al subtipo de VPH 6, esta correlacién coincide con Henke
y colaboradores, los cuales mencionan la presencia de VPH subtipo 13 y 6 en una

muestra. (63)
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9. CONCLUSIONES

Dentro de esta investigacion, percibimos que la Hiperplasia Epitelial Multifocal es
una enfermedad la cual ha aumentado su incidencia con el tiempo y se encuentra
ya no solamente en zonas especificas de la Republica Mexicana, sino que

también ya afecta otros estados no descritos en la literatura.

Al encontrar clinicamente la presencia de esta enfermedad fuera de la cavidad
oral, en las comisuras labiales, sugerimos estudiar las lesiones que se encuentren
en esta zona en un futuro para identificar si el subtipo de VPH corresponde a los
propios de la Hiperplasia Epitelial Multifocal o si se encuentra un nuevo subtipo,

quiza alguno de los que hayamos identificado en este estudio.

Con base en nuestros resultados, tanto clinicos como de laboratorio, podemos
elucidar que esta enfermedad que ha sido llamada como una enfermedad
papulonodular que se presenta en la mucosa, también puede estar asociada a
lesiones cutaneas, por lo que se debe de considerar una lesion mucocutanea

papilomatosa.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo A

Formato de Biopsias

2

SECHETARIA DE LA DEFENSA MACIOMAL.
L DIRECCION GENERAL DE SANIDAD.
UMIDAD DE ESPECIALIDADES ODOMNTOLOGICAS.
k i DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA ORAL % MAXILOFACIAL.

ESTUDND HISTOPATOLOGICO.

GRADO, NOMBRE Y TEL:

MATRICULA

EDAD

SEXO

Mo. de control

PROCEDENCIA: RAZA, LUGAR DE NAC.

SITUACION:

MEDICO TRATANTE FECHA RECEPCION |FECHA DE REPORTE

INFORMACION CLINICA DE LA LESION
HUMERC:

LOCALIZACICN:

FORMA:

COLCOR:

TAMANC:

CONSISTENCIA:

BASE ¥/O BORDES:

TIFC DE BICFS1A:

SINTOMATOLCGIA:

PROEAELE CALSA:

INFORMACION MEDICA RELEVANMTE:
TIEMPO DE EVOLUCION:

ESTUDIOS O TRATAMIENTOS FREVIOS:

DIAGNO S TIOD CLINTCC:

DESCRIPCION MACROSCOPICA:

PROSECTOR:

FECHA:

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICC:

FECHA:

PATOLOGED:
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11.2 Anexo B

Protocolo de uso: QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

P 0w h P

Realizar un corte de tejido de cada biopsia con un peso de 0.04 grs.
Colocar cada corte en un tubo de 2 ml.

A cada tubo afiadir 180 ul de Buffer/ tampdén ATL

Anadir 20 pl de Proteinasa K por cada tubo, mezclar golpeando ligeramente
el tubo.

Llevar los tubos al termociclador e incubar a una temperatura de 56°C
agitandolos a 900 rpm aproximadamente 3 horas, hasta que el tejido esté
lisado completamente.

Mantener los tubos en el termociclador aproximadamente 16 horas para
eliminar trozos de material insoluble antes de la extraccion de ADN.

Mantener los tubos en una congelacién de -80°C.

65



11.3 Anexo C
Protocolo de uso ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (USB)

1. Mantener el tubo de ExoSAP-IT en hielo mientras se ocupe.

2. Mezclar 2ul de ExoSAP-IT por cada 5ul de muestra post-PCR, afnadir
proporcionalmente.

3. Incubar las muestras en termociclador a una temperatura de 37°C durante 15
minutos para degradar sobrantes de primers y nucleétidos.

4. Incubar las muestras en termociclador a una temperatura de 80°C durante 15
minutos para inactivar el producto ExoSAP-IT.

5. Congelar los productos listos a una temperatura de -20°C hasta nuevo uso.
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11.4 Anexo D

Protocolo de purificacion de muestras Post secuenciacion DTCS-Quick Start
Kit (Genome Lab)

1. Preparar tubos de 1.5 ml estériles para cada muestra

2. Preparar la Solucion (Fresh Stop Solution) mezclando 2 pl de 3M Acetato
de Sodio pH 5.2 (NaOAc), 2 ul de Na2-EDTA (100mM) y 1 ul de Glicégeno.
Colocar 5 pl de Fresh Stop Solution a cada tubo.

3. Transferir las reacciones de PCR de secuencia a los tubos
correspondientes y mezclar generosamente.

4. Anadir a cada tubo 60 pl de etanol/agua al 95% congelado a -20°C y
mezclar generosamente. Inmediatamente centrifugar a 14,000 rpm a 4°C
por 15 minutos. Remover cuidadosamente el sobrenadante con
micropipetas. La perla (pellet) debe ser visible.

5. Resuspender la perla (pellet) dos veces con 200 ul de etanol/agua a 70%
congelado a -20°C. Por cada re suspension, centrifugar inmediatamente a
14,000 rpm a 4°C por un minimo de 2 minutos. Remover el sobrenadante
con micropipetas.

6. Después de remover todo el etanol posible, colocar las muestras en
vacuum durante 40 minutos (sin temperatura).

7. Resuspender la muestra en 40 pl de Sample Load Solution (SLS)
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11.5 Anexo E

Secuencias

1EFGP

CACTCTCTATCAANACACTAGATAATACTCTCTGGAGAAAGATACTAACCAAAG
CACACATGATGAAAAAGTAGATCGAGANATGCNTACAANGAATATCATTTAAG
AGTTTGATTAGTAAAAAAAGATNGTGCCAATCTACGCGGCATAGGACGGGGA
CGNATAAGCGGTGCGNGACAGNAGGACCGACCCCACCCGGCCCCNGACCG
CCCCCCGLCLCLLLiLeasreeeeeeceeeeaecececececceececececce

1IERGP

TTATCTGTATATCTCCTCGTGGCCATATCTCGTCGTCTAGACCAGAGCTAGCC
TCGTCCGTCGGCTCAGCACACACNTGTACGCTCGTACCCGATCCCTCGCGTA
GATCCGCGATCCTCCATCCCACACANGATACAACAACGCGGGGGGCGGTGG
TGGCCGGCCCCCACAGACCCACCCCNCCGGCGCAAAGCCGCACGGAGCEG
NGCGAGGCCAAACCAGACAGCGCCACCAGCCGGCCACGCTGGCAGACGCT
GGCCAGCCAGCCGGCCAGCCCACGAGCACC

3EF GP

ACTGTGTGTGACAGACCACTACATACATACTACTTTACAGACACATATAAGGA
CCACAGAATATAAACAGTACATGCGACATGTAGAAGAGTATGATTTACAGTTTA
TATAAACANGTGGCTGTAGAATAGGGAAGGGAGAGAGAGGGGGAAAGNNNN
NNNNNNNN

3E RGP

TACTGTGTTATATTCTGTGGCCTTATATGTGTCTGAAAGAGATGATGTAGTGG
CTGCACACACAGTCATGTTAGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAAA
GGGGGGGGGGGGGAAGATNGAGAGGAAGGGGAAGAGANCGAGAGGAAGAG
AGAGAGAGNN

SE F GP

AATGACTGTGTGTGCAGCCACTACATCATCTCTTTCAGACACATATGAAGGCC
ACAGAATATAAACAGTACATGCGACATGTAGAAGAGTATGATTTACAGTTTATG
ATAACAGGGTGTGCTGTGGGGCATATGGGGGGGATAGGGCGGGAGAGGGG
GGGGGGNGGGGGGGGGG
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SE R GP

ATCGNGATNCGNTGGGATGCTATGCATTCGTCTCGTTCAGGTCGGGCCCCNT
ATCATTTCTTTCGATTCGATNCATAGAACATGATGAATGGGTTAGTACCGTCG
GACAGACACACACNGATNGCTNGATTAGTACACTAGACGTAGTAGTCTAACTA
ACACACAGATAAAACAGGNGGGGGGCGNGGGTGGGTNGNCGNGNGCACAA
CACAGGGACCTTTCCCACGCCGTTCGCCAAGGAACCAACCCGACGCGGACN
GCGGACTCTCGACCGTCACGGGGTGCACGGGAGGGAGCACAACAAAACGGG
GCGACAAACAAAGGCGGCTAAACNCGATGGGACTCTGATTACAATCAATGTA
ACAACAAGCGCCCTGCGTACCGACAGCTGTCTGCATACGNAGTGCCGTNCTA
CATGCCTCGCNTGGGNAN

9E F GP

TGGACTGTCGTGTGTAGCACGAGATCATCTACTGCTGAGAGACATCATGAGG
TGCCACGAATATAGAAACGTAACTGTCAACTGTAGAAGAGTATGATTAACGTT
ATAAAAGGGNTGGGAAAGGGGAAGGGAGGGNNNNNNNNNN

9E R GP

CATGTACTGTGTATATCCTCGTGGCCTTATATGTGTCACGAAAGAGATGATGT
CAGTGGCTGCACACACAGTCATGTCCAGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGT
CAACAAAACCCCCCCCLLeeeeeeeeeeecceccecceeecececcececececececececececcecece
CCCCCCCCCCrrrGLeeeeareeeeeeecceceececceeeccecceecececcecececceccecececcecec
CCCCCCCCACCLCCTLreeececececeeeeecececcecececeeecececcececAaccececececcececececcc
CCCCCCCCCCCCCCTLL L eLeeeeceeeceeeeeeecceceecceccececececececeacececea

CCCTCCCCCCCCCCCCCLCLCLLLeeaGTeeNLCCeececeeecraeeeeraseecec

3EF BG

AAGCTTAGAACTCGATAGTATGGAGGCCACACCCGTAGGGTTGGCCAATCTA
CTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGG
CAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAAC
CTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTAC
TGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTA

3ERBG

TTCGCTCACGTCACTTCTCCTCCGGAGTACGGTGCCCTGGTGTCTGTTTGAG
GTTGCTAGTGACCGTTGTGTCGAAGCATGTGAGCCTGGATGGCTCTGCCCTG
ACTTTTATGCCCGCCCTGGCTCCTGCCCTCCCTGCTCCTGGGAGTAGATTGG
CCCCCCTAGGGTGTGGCTCCNCNGGGTGAGGTCTCGTGATGGACCGCCGTT
CCTGTCCTTGGCTCTTC
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11SF BG

AACTAGAACTCGATGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAG
GAGACAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGA
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTACTGACACAACTCTTGTTACACTACGACAAC
CTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTAC
TGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTT

11SR BG

TTCTACAAGCAAACTTCTACCTCAGGAGTACAGAGTGCACCATGGTGTCTGTT
TGAGGTTGCTAGTGAACACAGTTGTGTCAGAAGCAAATGTAAGCAATAGATGG
CTCTGCCCTGACTTTTATGCCCAGCCCTGGCTCCTGCCCTCCCTGCTCCTGG
GAGTAGATTGGCCAACCCTAGGGTGTGGCTCCACAGGGTGAGGTCTAAGTGA
TGACAGCCGTACCTGTCCTTGGCTCTACAA
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