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Resumen. Evidencias sugieren que los virus pueden participar en la acti-
vacion de la enfermedad periodontal, permitiendo el sobrecrecimiento de bac-
terias periodontopatégenas. El objetivo del estudio fué la deteccién molecular
de VPH en fluido gingival (FG) de pacientes VIH+ con enfermedad periodon-
tal. Se evaluaron muestras de FG de 20 pacientes VIH+ con enfermedad pe-
riodontal que asistieron al Centro de Atencion de Pacientes con Enfermeda-
des Infecciosas (CAPEI) de la Facultad de Odontologia de la Universidad Cen-
tral de Venezuela, 13 bajo terapia antirretroviral (HAART) y 7 VIH+ sin
HAART. Se incluyeron 7 pacientes seronegativos con periodontitis cronica y
como grupo control 7 pacientes seronegativos periodontalmente sanos. Se ex-
trajo el ADN, se amplificé la region L1 de VPH con primers MYO9 y MY11. Las
muestras VPH+ fueron genotipificadas para los tipos 6, 11, 16, 18, 31 y 45.
VPH fue detectado en 46% de los pacientes VIH+ bajo terapia. El contaje
CD4+ en la poblacion VPH+ no presenté diferencias con el grupo VPH-, y la
carga viral mostré valores promedio significativamente mayores (200.470+
324.244 copias/mL) con respecto a los pacientes VPH- (10.246%=23.805 co-
pias/mL). Las muestras VPH+ presentaron los genotipos 6 y 11, de los cuales
66,6% estaban coinfectados con ambos tipos. Las condiciones periodontales
no presentaron diferencias entre los individuos con doble infeccion viral por
VPH y VIH, y los que solo portaban VIH. VPH fue detectado solamente en flui-
do gingival de pacientes VIH+ con HAART, indicando que esta terapia puede
influir en el estado inmunolégico independientemente de las condiciones pe-
riodontales.
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Detection of Human Papillomavirus in gingival fluid
of Venezuelan HIV patients with periodontal disease.
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Abstract. Evidence suggests that viruses may be involved in the activa-
tion of periodontal disease, allowing the overgrowth of periodontal pathogens.
The purpose of the present study was to detect the presence of Human
Papillomavirus (HPV) in gingival crevicular fluid (GCF) in HIV+ Venezuelan
patients with periodontal disease. We evaluated GCF samples from 20 HIV+
patients with periodontal disease from the Infectious Disease Center, Faculty
of Dentistry, Central University of Venezuela, and were clinically examined to
establish their periodontal conditions, 13 under HAART (antiretroviral ther-
apy) and 7 without HAART. Seven seronegative patients with chronic
periodontitis and 7 seronegative patients, without periodontal disease were
included. DNA extraction was performed, the consensus primers MY09 and
MY11 for the HPV L1 region were used for PCR amplification. Geno-
tipification was made for the 6, 11, 16, 18, 31 and 45 genotypes. HPV were de-
tected in 46% of HIV+ patients under therapy. The CD4 cell counts in the
HPV+ patients were not significantly different from the HPV-group. The viral
load in the HPV+ group was significantly higher (200,470 =+ 324,244
copy/mL) than in the HPV- patients (10,246 + 23,805 copy/mL). Genotypes
6 and 11 were observed in the HPV positive samples, of which 4/6 (66.6%)
presented coinfection with both types. No significant differences in the
periodontal conditions were observed between patients with HPV-HIV infec-
tion related to patients with only HIV. HPV was detected only in the gingival
crevicular fluid of HIV+ patients under HAART independently of the
periodontal conditions.

Recibido: 06-12-2010 Aceptado 05-05-2011

INTRODUCCION

En los tiltimos anos el interés por estu-
diar Virus Papiloma Humano (VPH) se ha
incrementado debido a que este agente vi-
ral esta involucrado en el desarrollo de dife-
rentes patologias benignas y malignas loca-
lizadas en piel y tejidos mucosos. En la mu-
cosa bucal se ha demostrado la presencia
de una amplia variedad de genotipos de
VPH como ¢l 7, 13, 32, 6, 11, 16,18 y 35.
Se ha reportado un aumento en la prevalen-

cia de VPH en personas portadoras de Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH), sobre
todo en los pacientes que se encuentran
bajo terapia antirretroviral de alta actividad
(HAART). Adicionalmente, existen reportes
recientes sobre el riesgo de aparicion de le-
siones inducidas por VPH, cuando existe en-
fermedad periodontal, sugiriendo que los
tejidos periodontales podrian actuar de re-
servorios para VPH (1-3).

VPHs posee ADN como material geno-
mico y son epiteliotropicos, se han identifi-
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cado mas de 120 genotipos; clasificados se-
gun su potencial oncogénico en virus de
alto riesgo, como VPH 16 y 18, que han
sido fuertemente asociados con cancer
ano-genital/cervical, por su capacidad para
insertar fragmentos especificos de ADN (E6
y E7) dentro del genoma celular del hospe-
dero. Como resultado de esta integracion,
se alteran o anulan funciones claves del fac-
tor supresor de tumores (p33 y pRb), con-
duciendo a defectos en la apoptosis, meca-
nismos de reparaciéon del ADN, regulacion
del ciclo celular y finalmente la inmortaliza-
cién celular, lo que induce al fenotipo ma-
ligno. Aunque en un porcentaje menor que
el de la mucosa cervical, VPH de alto riesgo
también se ha detectado en la mucosa bu-
cal (3) y se han identificado por lo menos
30 genotipos a este nivel (4-9).

Las investigaciones de prevalencia re-
portan que en personas portadoras de VIH,
ocurre un incremento de lesiones condilo-
matosas en cavidad bucal asociadas a VPH
(10). Ha sido reportado 11% de prevalencia
en un estudio realizado en Canada (11) y
25% en un estudio realizado en Baltimore
(12). Este incremento ha sido asociado al
uso generalizado de HAART por parte de los
pacientes VIH+, sugiriendo que alguna de
las drogas o su combinacién, podria ser un
factor de riesgo para la infeccion de VPH.

En la actualidad el tratamiento para
VIH radica en la inhibicién de la replicacion
viral, para de esta forma disminuir la inmu-
nosupresion (13). El avance en la terapéuti-
ca con la introduccion de los inhibidores de
proteasa especificos para VIH, combinados
con terapia que bloquea la enzima trans-
criptasa reversa (Terapia de alta actividad
antirretroviral o HAART), ha mejorado el
pronostico de la enfermedad, debido a que
disminuye la replicacion viral y estabiliza ¢
incrementa el contaje de células T coopera-
doras CD4+ (14).

A medida que progresa la enfermedad
el deterioro del sistema inmune se refleja

en un aumento en la incidencia de enferme-
dades e infecciones oportunistas. La candi-
diasis bucal y leucoplasia pilosa, lesiones
asociadas con hongos y virus respectiva-
mente, constituyen las manifestaciones bu-
cales frecuentemente asociadas a VIH, otras
como las verrugas relacionadas a VPH, dlce-
ras aftosas y Sarcoma de Kaposi también
han sido ampliamente reportadas en la lite-
ratura (15).

Las enfermedades periodontales com-
prenden un grupo de entidades que varian
en sus caracteristicas patogénicas y compo-
nentes microbioldgicos. La formacion de
placa dental dentro del surco y su posterior
colonizacion por microorganismos, se con-
sideran los primeros eventos en el inicio de
la enfermedad periodontal. La progresion
inconstante de la misma, caracterizada por
periodos de actividad y latencia, causa la
destruccion de los tejidos de soporte y pos-
terior pérdida de los dientes. No obstante,
no siempre existe una clara relacién entre
la cantidad de placa dental y la pérdida
Osea, lo que podria indicar la existencia de
otros factores que contribuyen a la altera-
cion de los tejidos periodontales. Diversos
estudios sugieren que infecciones virales
pueden participar en el desarrollo de la en-
fermedad periodontal, deteriorando las de-
fensas locales, lo que permite el sobrecreci-
miento de las bacterias periodontopatoge-
nas ¢ incremento de su poder de agresion,
situacién que a su vez potencia la accién
viral (16-24).

Hormia y col. en 2005 (2) realizaron
un estudio para detectar ADN de VPH utili-
zando la téenica de hibridacion in situ, ob-
servando que el 26% (8/31) de las muestras
presentaron el genoma de VPH, siendo el
ADN localizado en la parte coronal del epi-
telio de unidn en el saco gingival, sugirien-
do que los tejidos periodontales pueden ser-
vir como reservorio de VPH en la mucosa
bucal normal. En otras partes del cuerpo,
tales como el tracto genital, VPH infecta ex-
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clusivamente las células basales del epitelio
via microlesiones, donde el virus permanece
latente. La tinica zona en la mucosa bucal
donde las células basales estan expuestas al
medio ambiente es el saco periodontal.

El objetivo de esta investigacion fue la
deteccion de VPH en el fluido gingival de
pacientes VIII+ con y sin terapia antirretro-
viral, diagnosticados con enfermedad perio-
dontal.

PACIENTES Y METODOS

Se evaluaron muestras de fluido gingi-
val (FG) provenientes de 20 pacientes
VIH+ con enfermedad periodontal que asis-
tieron al Centro de Atencién a Pacientes
con Enfermedades Infecciosas (CAPEI) de
la Facultad de Odontologia de la Universi-
dad Central de Venezuela, de los cuales 13
(10 género masculino y 3 femenino) esta-
ban bajo terapia antirretroviral (HAART) y
7 ( 7 masculino) VIH+ sin HAART. De igual
forma se incluyeron en la investigacion 7 (3
masculino y 4 femenino) pacientes serone-
gativos diagnosticados con periodontitis
créonica. Como grupo control participaron 7
pacientes seronegativos periodontalmente
sanos (2 masculino y 5 femenino).

Esta investigacion fue aprobada por la
Comision de Bioética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de
Venezuela (UCV). Todos los pacientes elegi-
bles firmaron un consentimiento informa-
do, al inicio del estudio.

El estado inmunolégico en el grupo
portador de VIH fue evaluado y clasificado
de acuerdo al contaje de células CD4+ y la
carga viral en plasma: CD4+ > 500/mm?,
CD4+ 200-500 células/mm?3, CD4+ < 200
células/mm?3. Carga viral Indetectable <
400 copias/mm?, <10.000 copias de ADN
viral y > 10.000 copias. Fueron excluidos
del estudio aquellos pacientes con historia
de tratamiento periodontal o uso de anti-

bidticos en los seis meses previos a la reali-
zacion del estudio.

HAART fue definida como un régimen
antirretroviral que contenia un minimo de
tres drogas que incluyen, 3 nucledsidos in-
hibidores de la transcriptasa reversa
(NRTIs), 2 NRTIs y 1 inhibidor de proteasa,
0 2 NRTIS y 1 no nucleésido de la transcrip-
tasa reversa (NNRTI).

El indice de Placa (IP) (25), indice Gin-
gival (IG) (26), Profundidad de Saco (PS) y
Pérdida de Insercion (PI), fueron evaluados
por un mismo examinador calibrado (Kappa
0,8) en seis sitios por diente en todos los
dientes presentes, utilizando una sonda pe-
riodontal manual graduada tipo Williams
(PQ-OW, Hu-fridey Instrumental Co).

Muestra de fluido crevicular

La toma de muestra de fluido gingival,
se realiz6 removiendo previamente la placa
supragingival. Las muestras subgingivales
fueron obtenidas aislando previamente la
zona con rollos de algodén e insertando
dentro del saco puntas de papel durante 30
segundos. Se selecciond un diente por cada
cuadrante que presentara una PS > a 4mm
y PI > a Smm y se colocaron cuatro puntas
de papel por cada diente (mesiobucal, dis-
tobucal, mesiolingual/palatino y distolin-
gual/palatino). Las puntas de papel fueron
colocadas en 250 uL de solucion salina,
posteriormente hervidas durante 5 minutos
para liberar el ADN viral y almacenadas a
—70°C hasta su posterior utilizacién.

Deteccion de VPH por la téenica de PCR

La extraccion del ADN-VPH se obtuvo
utilizando el KIT QIAGEN™®, Para la ampli-
ficacion de la region L1 de VPH se emplea-
ron los primers genéricos MY09 y MY11.
Las muestras que resultaron positivas fue-
ron genotipificadas usando el KIT SEEPLEX
(Seegene®) para los genotipos 6, 11, 16,
18, 31 y 45.
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Anilisis estadistico

Se utilizaron estadisticos descriptivos
para determinar los promedios y desviacio-
nes estiandar con respecto a las variables
edad e indices periodontales evaluados.
Para las comparaciones entre los diferentes
grupos se emplearon las pruebas estadisti-
cas no paramétricas Kruskal-Wallis, “U
Mann-Whitney”. Las pruebas de asociacion
se realizaron utilizando la Prueba Exacta de
Fisher.

RESULTADOS

Al evaluar el contaje de células CD4+
entre los pacientes VIH+ con HAART vy sin
terapia (Tabla I), se encontraron valores
mayores de CD4+ en el grupo bajo terapia.
Con respecto a la carga viral, los valores
fueron mayores en el grupo VIH+ sin
HAART, siendo las diferencias estadistica-
mente significativas entre ambos grupos
(p<0,05).

Referente a las variables: Indice de
Placa, Indice Gingival, Profundidad de Son-
daje y Pérdida de Insercion, no se observa-
ron diferencias significativas entre los dos

Al examinar las condiciones periodon-
tales; IP, IG, PS y PI entre los grupos VIH+
sin HAART vy el grupo seronegativo con pe-
riodontitis crénica, se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (p< 0,05), siendo mayores
los valores promedios para IG, PS y PI en el
grupo de pacientes con periodontitis créni-
ca. En relacién al indice de placa no se ob-
servaron diferencias entre ambos grupos.
Sin embargo, los pacientes VIH+ sin
HAART presentaron valores mayores en los
tres indices en comparacion al grupo con-
trol (p< 0,05), mientras que en relacion al
indice de placa dental, los valores fueron si-
milares para todos los grupos evaluados.

En relacion con los grupos VIH+ con
HAART y VIH- con periodontitis crdnica, se
observaron valores de Sondaje y Pérdida de
Insercién, mayores en el grupo de pacientes
con periodontitis cronica, siendo estas dife-
rencias estadisticamente significativas (p<
0,05). Respecto al Indice de Placa e Indice
Gingival, no se observaron diferencias signi-
ficativas entre los dos grupos.

El grupo VIH+ con HAART present6
valores mayores de las tres variables en

Srupos: comparacion con el grupo  control

TABLA I
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES PERIODONTALES, CONTAJE DE CELULAS CD4+
Y CARGA VIRAL EN LOS GRUPOS EN ESTUDIO

n Edad _Ip _1IG _PS _PI CD4+ Carga viral VPH+

X = DS X = DS X = DS X = DS X = DS X = DS + DS n
VIH+ con 13 37,6x84 13+03 1,5+0,5% 2,9+0,6* 3,1+0,7% 400,3+251* 98.042+ 6
HAART 232.016
VIH+ sin 7 28,762 1303 1,2+x04* 2,7+x0,3* 2,9+0,6* 154,4+89,2 265.664* 0
HAART 304.935*
VIH- con 7 43+8.4 1,5+0,3 1,6x0,2* 3,7+x0,5% 3,9+0,7 0
Periodontitis
Croénica
Grupo 7 43+12 0,8+0,6 0,6x0,4 1,5%0,2 1,5+0,3 0
Control
Total 34 6

IP: Indice de placa dental.  IG: Indice Gingival.  PS: Profundidad de sondaje.  PI: Pérdida de insercion.

CD4+: CGélulas CD4. *p<0,05
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(p< 0,05), aunque no hubo diferencias sig-
nificativas con el indice de placa.

Los pacientes con periodontitis crénica
mostraron valores promedios mayores esta-
disticamente significativos de todas las varia-
bles evaluadas con respecto al grupo control.

VPH fue detectado solamente en pa-
cientes VIH+ bajo terapia (Tabla II), 6 de
13 (46%). El promedio de células CD4+ en
la poblacién positiva para la infeccién por
VPH fue de 425,6 = 321 células/mm?3, no
encontrandose diferencias con el grupo que
no presenté VPH (379 = 198 células/mm?3).
En cuanto a la carga viral para el grupo
VPH+ se observaron valores promedio sig-
nificativamente  mayores (200.470 =+
324.244 copias/mL) con respecto a los pa-
cientes VPH- (10.247 = 23.805 co-
pias/mL). Las muestras positivas para VPH
fueron genotipificadas, mostrando positivi-
dad solo para los tipos 6 y 11, de los cuales
4/6 (66,6%) presentaron coinfeccion con
ambos genotipos.

Para evaluar la posible asociacién en-
tre las variables, dadas sus caracteristicas y
tamano de la muestra, se decidi6 emplear
la Prueba Exacta de Fisher. Los resultados
demostraron una asociacion entre la pre-
sencia de VIH+ con tratamiento antirretro-
viral y la presencia de VPH (p< 0,05). La in-
tensidad de esta asociacion en Odds radio
fue de: OR= 1,857 (IC 95%: 1,123 y 3,072).
Estos resultados indican que la asociacién
entre las variables es positiva y significativa.

En cuanto a las condiciones periodon-
tales no se observaron diferencias entre los
individuos que presentaron doble infeccion
viral con VPH y VIH, con respecto a los que
solo portaban VIH.

DISCUSION

No obstante el extraordinario progreso
en el conocimiento y manejo de la patogé-
nesis del VIH, se observa una persistencia y
progresion de lesiones escamosas intraepi-

TABLA 11
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES PERIODONTALES, CONTAJE CD4+, CARGA VIRAL
E INFECCION POR VPH EN PACIENTES VIH+ CON HAART

Pacientes VIH+ Edad  Sexo P 1G PS PI CD4+ Carga Tipo
con HAART Viral VPH+
1 50 M 1,04 1,06 2,5 3,26 253 400
2 50 M 1,1 1,4 2,6 3 700 400
3 39 M 1,97 2 44 5,03 479 250
4 37 M 1,3 1,5 2,96 3,17 723 50 6y11
5 49 F 1,1 0,6 2,73 29 227 400
6 27 1,81 2 3,28 3,28 279 673 6
7 35 M 1,5 1,2 24 24 80 750.000 6yll
8 36 M 0,96 2,67 34 3,5 293 64.000
9 37 1,14 147 2,56 3,23 331 50 6y11
10 23 F 1,5 1,8 2,52 2,57 228 452.000 6
11 40 M 0,74 1,11 2,68 274 913 50 6yll
12 29 F 1,3 1,7 2,45 2,77 158 6.206
13 37 M 1,41 1,55 3,46 3,46 541 72
IP: Indice de placa dental.  IG: Indice Gingival.  PS: Profundidad de sondaje.  PI: Pérdida de insercién.  -: ne-

gativo para VPH
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teliales en pacientes VIH+, sugiriendo que
HAART parece tener poco o ningin efecto
benéfico sobre la historia natural de este
tipo de lesiones (27).

Los resultados obtenidos en la presen-
te investigacion demuestran que las dife-
rencias significativas observadas en el esta-
do inmunol6gico y en la carga viral en pa-
cientes bajo terapia y sin HAART, no influ-
yen sobre las condiciones periodontales, ya
que se evidenciaron resultados similares en-
tre los indices periodontales evaluados en
ambos grupos.

Los pacientes diagnosticados con pe-
riodontitis crénica, presentaron valores ma-
yores en los indices periodontales (IG, PS,
PI) evaluados con respecto al grupo VIH+,
comprometido inmunolégicamente, que se
encontraba sin HAART, sugiriendo que las
condiciones inmunoldgicas locales, dada su
persistencia y cronicidad determinan el de-
sarrollo de una respuesta inflamatoria pro-
longada que contribuye a la destruccion de
los tejidos periodontales, pudiendo ello ¢jer-
cer una mayor influencia que las condicio-
nes sistémicas. Resultados similares se ob-
servaron en los pacientes VIH+ con trata-
miento antirretroviral, destacindose que los
valores correspondientes al indice de placa
fueron semejantes para los tres grupos.

En esta investigacion, VPH fue detecta-
do tnicamente en el grupo de pacientes
VIH+ con HAART (46%), resultados que
confirman las observaciones realizadas por
Sroussi y col. (13), quienes refieren que a
pesar de que HAART disminuye la prevalen-
cia de enfermedades oportunistas, se repor-
ta un incremento de lesiones verrugosas re-
lacionadas con VPH. Cameron y col. (10)
reportan que este tipo de tratamiento pare-
ce jugar un papel importante en el incre-
mento de la infeccion por VPH bucal en in-
dividuos HIV+.

En este estudio las condiciones inmu-
nolégicas para el grupo VPH+, referidas
por el contaje de células CD4, no presenta-

ron diferencias en comparaciéon con el gru-
po VPH- de los pacientes VIH+ con HAART.

La terapia antirretroviral de alta activi-
dad o HAART, esta asociada con disminu-
cion sostenida de la replicacion viral y esta-
bilizacién en el incremento del contaje de
células CD4+ cooperadoras. Es general-
mente aceptado que el riesgo a desarrollar
manifestaciones bucales asociadas al VIH
incrementa cuando disminuye el contaje
CD4 y aumenta la carga viral. Sin embargo,
esta observacion es menos exacta en pobla-
ciones con largo historial de infeccion por
VIH debido, a que el contaje CD4 no mide
directamente la funcién inmune. Es proba-
ble, que la presencia de infecciones oportu-
nistas sea un reflejo del estatus de enferme-
dad por VIH. Esta desconexion entre infec-
ciones oportunistas y de CD4+ podria ser
explicada por un deterioro transitorio de la
funcién inmune durante la respuesta inicial
a la medicacién contra el VIH, conocida co-
mo sindrome de reconstitucion inmune
(28, 29).

Cameron y col. (10) determinaron la
prevalencia y el genotipo de VPH en mues-
tras de saliva y el impacto del uso de
HAART sobre marcadores del status de en-
fermedad e inmunosupresion como CD4+ y
carga viral, reportando que el 35% de los
sujetos fueron positivos para VPH-ADN. El
contaje de células CD4 y la carga viral no se
relacioné con el incremento del riesgo para
la infeccién por VPH. Resultados similares
fueron observados en el presente trabajo.
En un estudio previo Cameron y col. (27)
determinaron en saliva y exudado transmu-
coso bucal la presencia de anticuerpos de
tipo IgG contra VPH 6, 11 y 16, observando
en saliva 31% para los tipos 6 y 11 y 19%
para el tipo 16 y en transudado de mucosa
bucal 19% para los tipos 6/11 y 17% para el
genotipo 16 en individuos VIH+.

Aun cuando estos autores refieren que
VPH bucal fue detectado igualmente en pa-
cientes con HAART y sin HAART, encon-
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trandose con mayor frecuencia en aquellos
pacientes con un efectivo tratamiento,
nuestros resultados demostraron la presen-
cia de VPH tnicamente en pacientes VIH+
con HAART.

Con respecto al genotipo en nuestra
investigacion se observaron solo genotipos
de bajo riesgo oncogénico, a diferencia de
los resultados observados por Cameron y
col. (10) que reportaron la presencia de ti-
pos de alto riesgo.

El aumento en la infecciéon por VPH
puede deberse, al menos en parte, a una in-
crementada exposicién a diversos tipos de
VPH, también puede representar una desre-
gulacion del sistema inmune después del
uso de HAART (30).

El virus papiloma humano, causa ade-
mias de los efectos citopaticos (coilocito-
sis), proliferacion de las células epiteliales,
ya que la proliferacion y migracion del epi-
telio de unién es una caracteristica de la
enfermedad periodontal, este efecto biolo-
gico del VPH podria proveer un puente de
union entre la infeccion viral y la enferme-
dad periodontal.

Este es el primer reporte sobre detec-
cion de VPH en fluido gingival, demostran-
do que este tipo de muestra puede ser utili-
zado para la determinacién de infeccion vi-
ral en cavidad bucal. VPH fue detectado so-
lamente en fluido gingival de pacientes
VIH+ con HAART, indicando que esta tera-
pia puede influir en el estado inmunolégico
independientemente de las condiciones pe-
riodontales.
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