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DETECCIÓN DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN LAS VIAS 

BILIARES DE LOS NIÑOS CON ATRESIA DE VIAS BILIARES Y EN EL 

CUELLO UTERINO DE SUS MADRES 

MARCO TEORICO: 

La Atresia de Vías Biliares Extrahepáticas (AVBEH} .es• una· lesión 

destructiva progresiva del árbol biliar que ocurre en el período .perinátal·Y 

es una de las causas más comunes de colestasis i-ieor:i'a!.;11· (1). Se 

presenta en 1 de cada 10,000 recién nacidos vivos; es, además;· la causa 

más frecuente de trasplante hepático en pediatría (2) .. En el . Hospital 

Infantil de México se realizó la recopilación de todos los casos de AVBEH 

en el período de 1979 a 1987 obteniendo 46 casos, 30 mujeres y 16 

hombres (3). Se desconoce la incidencia real de este padecimiento en 

nuestra población. En un estudio realizado en Suecia por Fischler (4), se 

analizaron los factores que causan colestasis en neonatos y se observó 

que de 85 pacientes con colestasis, la atresia de vías biliares representó 

32% de los casos, seguida de la deficiencia de alfa-1 antitripsina y de la. 

colestasis intrahepática progresiva, que representaron 11% de los.casos 

cada una por separado. 

Desde la descripción de éste padecimiento se. h.an '·tratado. de 

encontrar las causas que lo expliquen. Al parecer hay vá;i~~ ¡;;;610.:i:.:s 
implicados, de los cuales una quinta parte podría.ser de c)rig'e~··ge~ético 
y el resto multifactorial (2,5). Cuando hay implicaciones, ge~étiéas;~· la 

AVBEH puede asociarse a malformaciones'a.otros.niveles (2}; 

Becerra y colaboradores (6), comprobaron que los hígados de Jos 

niños con AVBEH tienen una activació.n coordinada' de Jos genes 

involucrados en la diferenciación leucocitaria; la sobreexpresión de 

osteopontina e interferon gama, así como las citoquinas Th-1, juegan 

algún papel en Ja patogénesis de la enfermedad. 
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Existen varios estudios que apoyan el papel importante que tiene el 

HLA en la patogenia de la AVBEH. Entre ellos. un estudio realizado en 

Egipto, en donde se investigó la presencia del HLA en biopsias hepáticas 

en 18 niños con diagnóstico de AVBEH, y encontraron a los subtipos 88 

y DR 3 con mayor frecuencia que en los pacientes sanos (83.3% y 94% 

en pacientes con AVBEH. comparado con 6.5% y 14.9% en la población 

general) (7). 

Asimismo, en Tokio se comparó la expresión del HLA-DR en los 

conductos biliares de 13 niños con AVBEH con testigos, y se encontró en 

el 68% de los casos. Los tipos más comúnmente observados· fueron: 

HLA-A33, 844 y DR 6 (8). 

Silveira (9), en Brasil, realizó otro trabajo en el que en 5_5 niños .con 

AVBEH con y sin malformaciones congénitas asociadas se investigó la 

presencia del HLA, y se encontró una mayor frecuencia ·d;.I HLA-812 

(A9-B5, A28-B35) principalmente en pacientes con m.;,lform.;,.;¡ones 

congénitas asociadas. 

Sin embargo, en otro estudio se buscó la presencia. de ·varios-
- -- ·--- :-- . ,-

subtipos del HLA, asi como de polimorfismos en algunas citocinas en 

pacientes con AVBEH, comparados con individuos sanos y no se 

encontró diferencia entre los dos grupos (1 O). 

Se ha demostrado la presencia de mutaciones en el_ gen Jf-G1 
(que también se había postulado para el síndrome de Alagille) en 9 

pacientes con AVBEH de un grupo de 102 pacientes. Se demostró. que 

estas mutaciones fueron esporádicas en siete (78º.1>) casos y_familiares 

en dos (22o/o) casos. y que los pacientes que tenían mutaciones 

requirieron trasplante en menos de cinco años (11 ). 

También se ha descrito la presencia de esta entidad en hermanos, 

lo que apoya la etiología genética (12-16). 

Otros factores han sido implicados en la patogenia de la AVBEH, 

entre ellos las infecciones virales. Se han propuesto dos vías como 

medio de transmisión de la infección de la madre al producto: la primera 

Trs;-2 CGJ f 
; f)J:;_·~L- . .::__::~31GEN f 
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a través de la placenta (congénita) y la segunda a través del canal de 

parto al momento del nacimiento (perinatal), aunado a otros factores 

perinatales como la edad materna avanzada, madres multigestas y 

productos de bajo peso al nacimiento (17). 

Dentro de los virus que se han encontrado asociad_os "se· 

encuentran: el Citomegalovirus (CMV), Reovin.ls tipo 3 (Reo-3), Rotavirus 

tipo C y el Virus del Papiloma Humano (VPH). 

Lurie (18), en 1987, informó de una serie de cuatro autopsias de 

pacientes con infección fatal por CMV, en las que encontró · en las 

biopsias hepalicas diferentes grados de hepatitis y en tres de ellas datos 

de patrón colestásico con fibrosis portal y proliferación de colangiolos; 

hallazgos que no difieren de los observados en las biopsias de hígado de 

los pacientes con AVBEH. Así mismo, en 1995, Hart (19), reportó un 

caso de gemelos con AVBEH en qúienes se documentó serológicaniente 

la infección por CMV. 

En el Departamento de Pediatría del Hospital Central de 

Washington se sele=ionaron los pacientes con AVBHE de 1989. a 1993 •. 

Se obtuvieron en total 23 pacientes, de los cuales 21 se estudiaron por. 

medio de biopsia hepatica y serología para fa detección de~.cM.v.~.se 

encontró este germen en 5 (24%) pacientes (20). 

En un estudio realizado por Fischler (21) en 1998; .s·é erlc-ollfró 

CMV por medio de serología en 38% de los pacientes cC:,i(~vséí-i; por: 

rea=ión en cadena de fa polimerasa (PCR) en fas biopsias ·de hígado y 

conductos biliares, se tuvieron resultados positivos. en ··~u':'v~· p~cientes. 
de los 1 8 en los que se realizó. 

Jevon (22) en 1999 publicó un trabajo retros¡:>ectivo de 5 años, en 

el que en 12 niños con AVBEH buscó. la presencia del CMV; sin embargo 

no encontró hallazgos histopatofógicos • (inclusiones virales) y no pudo 

demostrar su presencia por medio de hibridación in situ ni PCR. 

También se han visto implicados otros virus como el Reovirus tipo 

3 (Reo-3). En 1980, Bangaru (23) realizó un estudio en el que se inoculó 

f -=1 '~-¡::.-::;-----. 
, . ~·. . ·) ~...,. l,. i\' ~ 

II>_r~;JJ._;_:.·'~~ --;.;r,-.p;u-/ 
'-- ... i...:,1J'J.:.J.!~ 
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el Reo-3 a ratones transgénicos y con ello se produjeron lesiones 

obstructivas de las vías biliares similares a Jas lesiones histológicas 

encontradas en los hígados de los niños con AVBEH.· Además 2 de 12 

pacientes tenían anticuerpos antireovirus demostrados, con 7 testigos 

serológicamente negativos. Se observó que en los ratones la obstrucción 

no es definitiva; es decir. revirtió cuando se resolvió la infección. 

En el 2002, Szaway realizó un estudio (24) en donde se inoculó el 

Reo-3 tipo Dearing y tipo Abney en ratones, los cuales fueron 

observados durante 1 O días sin encontrar cambios obstructivos o 

atrésicos en sus conductos biliares; sin embargo 60% desarrolló 

colestasis y solo el 15o/o de ellos se recuperó de la enfermedad. Aunque 

no se observó atresia como tal, se encontró inflamación y destrucción 

parcial de los conductos biliares en los ratones inoculados con el Reo-3 

tipo Abney únicamente, mientras que Jos inoculados con el otro tipo no. 

Estudios por medio de determinaciones serológicas también 

demostraron la presencia del Reo-3. Morecki y Glaser en 1982 (25), 

demostraron por inmunofluorescencia que 17 de 25 pacientes (68%) con 

AVBEH tenían anticuerpos contra Reo-3, y en 7 pacientes esos títulos 

fueron 4 veces mayores que en sus madres. Solo 8% de Jos testigos 

sanos tuvo anticuerpos contra Reo-3 positivos. 

En 1983, en Ja revista HepatoJogy (26). se reportó la -aparición 

espontánea de AVBEH en un mono Rhesus en el que se. hicieron 

determinaciones serológicas seriadas del Reo-3 y se·"· encontraron 

positivas. 

En 1984, Glaser y Balistieri (27) se cuestionaron·_.sÍ ~l ·R~-ovirus 
también estaba presente en los niños con colestas_is _d~,; ot;...·· etiología (p. 

ej. hepatitis neonatal (HN)); por lo que realizaron una investigación 

serológica en 167 pacientes con coJestasis que incluía 77 testigos, e 

incluso se tomó una muestra de suero en 40 de las madres de estos 

pacientes. Se encontró que 21 de 34 (62%) pacientes con AVBEH y 12 

de 23 (52%) con hepatitis neonatal fueron positivos para la determinación 



de anticuerpos contra reovirus en suero. En las madres de Jos pacientes 

con AVBEH se encontró en 16 de 21(76%). en las madres de Jos niños 

con HN en 6 de 11(54%). Se propuso que hay una proporción importante 

de Jos niños con AVBEH y HN con positividad para reovirus, sin embargo 

no se puede establecer una relación de causalidad ya que no se sabe si 

la colestasis por si misma incrementa en estos niños la susceptibilidad· 

para la infección por este virus. o si la colestasis se produce en respuesta 

a Ja infección. Se observó que hay una baja incidencia de Ja infección por 

reovirus tipo 3 en niños con otro tipo de colestasis. 

En 1988, en Colorado, se hicieron determinaciones séricas de 

anticuerpos por medio de ELISA contra Reo-3 en 23 pacientes con 

AVBEH, 12 con HN, 30 testigos con otras enfermedades hepáticas y 55 

testigos sin hepatopatia. No encontraron diferencias seroJógicas entre Jos 

pacientes con hepatopatia y Jos testigos en cuanio a .la p-ositividad de Jos 

anticuerpos y a los títulos de Jos mismos. Se, realizó el .. método de 

inmunoperoxidasa en 19 pacientes (18 con AVB.EH y 1:con--f::IN)cy.no se 

::,t~l:~~~~:r=~~e::; e~e vi::~ ~~:0~ic~:s:i9r::u~:=~~o~~ejE! uaWotLn~= 
asociación (28). 

fueron o;::li~::o:e p::u~~osde~::c~ó~n:~~0v~:;q~~i-~:~*(~~~1!fk~R~, 
colaboradores (29) no demostraron la presencia del' virÍ.is: por• m'<•dio _de 

inmunohistoquimica en los remanentes biliares de un nifio:C:.;ri'-;.\vsEH; 

sin embargo, por medio de microscopía electrónica. se' encon~traron 
partículas similares al reovirus en dichos remanentes. 

En la Universidad de Oklahoma, en 1995, Steele'(30),•por-medio 

de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) reversa para la detección 

de Reo-3, en 50 pacientes archivados (14 con AVBEH. 20 con HN y 16 

testigos) solo en uno se encontró positividad. 

Tyler y Sokol en 1998 (31). publicaron un estudio en el que se 

realizó PCR reversa para Ja detección de reovirus en 23 pacientes con 

f TT:~0rs c:·c~:_:~r 
Lf:f~)~!~ ~;.·.~~-- -.~(.~'.f:.~.~I 
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AVBEH, 9 con quiste de colédoco (OC) y 33 pacientes con otras 

patologías hepatobiliares al momento de Ja biopsia hepática y 17 

autopsias de pacientes con enfermedad hepatobiliar. Encontraron RNA 

de reovirus en 55°/o de pacientes con AVBEH, 78% con OC. Con e;>tos 

resultados se concluyó que Ja prevalencia del RNA de reovirus fue mayor 

en Jos pacientes con OC y AVBEH que en el resto de pacientes. 

Se ha observado relación también con otros_·- ~{~s }~.~-~-'. -el 

rotavirus. El rotavirus del grupo A, se había considerado> como 

enterotrópico estricto y como la causa más importante de·:diárr~a··~n Jos 

niños; sin embargo, se ha visto que tiene Ja capacidad dei'dlseminarse 

hacia el hígado produciendo hepatitis en ratones (32). 
·. _,. ·,. '»" ... :. 

En 1993, se realizó un estudio multicéntrico en el .. que 'se describió 

obstrucción biliar extrahepática en ratones BALB/c)n-.:núnocompetentes 

infectados con rotavirus del grupo A. Se .··ab.s_e~Ó que dos ratones 

inoculados por via oral tuvieron replicación viral activa en las vías biliares 

y en el hígado 48 horas después de la inoculación; 7 días después de Ja 

inoculación algunos de Jos ratones mostra'ron inflamación y edema de Jos 

conductos biliares. En Ja mitad de - los ratcl'nes sintomáticos hubo una 

obstrucción total de Jos conductos biliares; ésta obstru=ión fue 

irreversible en Ja mitad de Jos casos. Los hallazgos histopatológicos 

fueron similares a Jos encontrados en Jos pacientes con AVBEH (33). 

En 1997, en Hannover, Alemania, se realizó un estudio en ratones 

BALB/c recién nacidos en Jos que se inoculó rotavirus; 67% de ellos 

tuvieron datos de colestasis y retraso en el crecimiento. Ocho se 

recuperaron espontáneamente. Se realizó microscopía electrónica 

seriada en 46 ratones y se encontró infiltración celular y edema del 

epitelio biliar; diez días después había obstrucción completa de las vías 

biliares, en algunos casos con una dilatación preestenótica. En un caso 

se observó una dilatación similar al OC a los 19 días de vida (34). 

En un estudio retrospectivo en 1996, Riepenhoff-Talty y Gouvea 

(35), realizaron PCR reversa para Ja detección de rotavirus tipo C en 32 

¡-----TEsi:TL.:or·J---i 
: 1~.:l.r.-r.z,. l1f.' Qi'.ii(.!.P'H l 7 
i .1.:,. --- --'- LU.~J.'of'J j 
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muestras de pacientes (20 con AVBEH y QC así como 12 testigos) 10 

(50%) pacientes con AVBEH fueron positivos. Seis de los diez pacientes 

tuvieron más de una muestra positiva. 

Sin embargo en 1997. Bobo y colaboradores (36) realizaron un 

estudio en el que tomaron 1 O pacientes con diagnóstico de atresia de 

vías biliares y 14 testigos con otras patologías hepatobilíares a_ los __ que 

les realizaron PCR reversa con resultados negativos. 

Con todo lo anterior. al haber estudios que apoyan y otros ._que 

descartan la presencia de varios virus asociados a AVBEH, 'utiliz;,.ndo 

prácticamente la misma metodología, no están claras estas asoci_acio-nes. 

La primera vez que se reportó asociación del Virus del .Pá-pilo-ma 

Humano (VPH) con enfermedad hepatobiliar fue en 1996, cuando se 

detectó por medio de PCR. DNA del VPH en 7f7 casos de pacientes con· 

hepatitis neonatal, a quienes también se les realizó PRC p;,;r.;. CMV y fue 

negativa (37). 

Estos hallazgos motivaron la realización: _de _otro- estudio por el -

mismo grupo de investigadores en 1998 (38);--·en~:er.-cual se tomaron 18 

pacientes con diagnóstico de AVBEH_ de io~- .;.¡c,l,¡;,os de Patología del 

Hospital de Niños de La Plata Argentina y 30 pacientes como testigos y 

se fes realizó PCR para VPH in situ. Se fogrÓ-la ampÍificación del virus en 

16 (89%) de los 18 casos. No hubo diferencias histológicas entre los 

pacientes que fueron positivos y los qu .. no. -De los casos positivos. diez 

(62%) amplificaron VPH tipo 6. cuatro (25%) para el tipo 18. y dos 

(12.5%) para ambos. Hubo discreta reactividad en el núcleo de algunos 

hepatocitos en los seis casos en los que·se realizó hibridación in situ. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha postulado que existe una asociación entre el VPH y el 

desarrollo de neoplasias epiteliales y otros trastornos de la diferenciación 

celular, así como la produ=ión de lesiones en el epitelio del tubo 

digestivo y del aparato respiratorio. Tan solo en el cáncer cervicouterino 

en México está presente con serotipos de alto riesgo hasta en 85% de 

los casos (39). Probablemente el daño de las vías biliares se produce 

durante la vida intrauterina por transmisión vertical de la infección, ya que 

se ha observado que el virus se encuentra en el líquido amniótico; o bien 

al momento del paso del producto por el canal del parto. Se han 

realizado estudios que demuestran la presencia del VPH en biopsias. de 

epitelio biliar en niños únicamente por un grupo de investigadores .(38); 

sin embargo. en modelos experimentales en animales gestantes a tos 

que se les ha inoculado por vía intraamniótica el virus, no <se ha 

demostrado daño biliar en los productos (comunicación . personal Dr. 

Valencia/Ora. Hemández). Por lo anterior la asociación entre AVBEH y 

VPH aun no está del todo esclarecida. 
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JUSTIFICACIÓN: 

La AVBEH es un padecimiento con graves repercusiones clinicas; 

la asociación con infe=ión por VPH no está clara, si esta lograra 

demostrarse tomando en cuenta las teorías en cuanto a la vía de 

transmisión de las infecciones virales de la madre al feto, seria 

importante establecer programas de detección oportuna y medidas 

preventivas para evitar la infe=ión. 

r-· '"¡'1~. !;!l_. " , •• -·::-~------! -r.• -b-_¡) CUr,,¡ j 
1:1.:.. r r 6 G~ QlUGEN 1 
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OBJETIVOS: 

Demostrar la presencia del VPH en biopsias hepáticas y de 

conductos biliares en los niños con AVBEH y en el cervix uterino de sus 

madres. 

Esta.blecer si. de estar presente el VPH. es. del mismo tipo en el 

cervix uterino .de la madre ·y en .las vías biliares del paciente. 

------- --------·-

r-~~TI-.-¿-S-.i-S~C~,,-.~-1~~-r 

-~ .:_.!~ _L_'_·~-~-__ \ __ ._ ... _'_-~_: 1;N l 
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HIPÓTESIS: 

Si el VPH está presente en el epitelio biliar de los niños con AVBEH, el 

mismo tipo se encontrará en el cervix uterino de sus madres. 

DISEÑO DEL ESTUDIO: 

Prospectivo, transv~ersal y descriptivo. 

12 



MATERIAL Y METODOS: 

Se tomaron 13 biopsias de conductos biliares e hígado en 

pacientes con diagnóstico de AVBEH del HIM, en periodo comprendido 

entre agosto de 1999 a julio del 2000, a los que les fue realizada una 

portoenteroanastomosis tipo Kassai o alguna de sus variantes. Los 

remanentes de conductos biliares y las biopsias de hígado, fueron 

cortados a la mitad. Una mitad de ellos se congeló a menos 70ºC para 

PCR y al resto se les realizó el procedimiento habitual para inclusión en 

bloques de parafina y se realizó búsqueda genérica del virus por medio 

de hibridación in situ (sonda amplio espectro Dako Cat Y 1404, sondas 

tipos 6-11 Dako Cat Y 1411, sondas tipos 16-18 Dako Cat Y 1412, 

sondas tipos 31-33 Dako Cal Y 1413). Además se tomaron muestras de 

citologia vaginal, previo consentimiento por escrito en 8 de las madres de 

los pacientes. Una parte de la muestra obtenida se colocó sobre 

laminillas para tinción con hematoxilina-eosina y la otra se le realizó 

hibridación in situ para VPH. Además se realizó reacción en cadena de 

la polimerasa para detección del VPH en estas muestras. Como testigos 

se utilizaron biopsias de papilomas laríngeos secundarios a infección por 

VPH, obtenidas del archivo del departamento de Patología del HIM. 
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RESUL TAC-OS: 

En el periodo de un año:> en el Hospital Infantil de México se 

obtuvieron -;3 biopsias de remanentes de los conductos biliares así como 

bicpsic.s hepáticas de niños con AVBEH. quienes fueron candidatos a la 

realizack•n de una port:Jer.teroanastomosis tipo Kassai o alguna de sus 

variante,;,. De los 13 pacientes, 9 (69%) fueron mujeres y 4(31ºA>) 

hombres: lo que representó una proporción 2:1. Las edades de los 

pacientes oscilaron entre los 40 y los 90 días con un promedio de 67 

di as. 

Distrib...,ción por sexo y edad al momento del diagnóstico 

Sexo Número de pacientes Edad en días al 

momento de la 

cirugía 

Femenino 9 (69.2%) 53-90 X - 70.5 

rv:asculrno 14 (30.7%) 40-90 X - 61 

Los ha!lazgos histopatológicos no fueron diferentes a los casos de. 

AVBEH previamente descritos: cinco de los trece pacientes tuvieron 

fibrosis moderada y el resto fibrosis grave; en la totalidad de los casos se. 

encontró tanto proliferación de colangiolos como tapones de bilis; ~o_cho 

casos tuvieron colapso hepatocelular; once casos tuvieron 

transformación pseudoacinar y gigantocelular. El diámetro de los 

conductos fue variable; en cuatro casos midieron menos de 50µ, en· tres 

casos midieron entre 50µ y 100µ, en cinco casos midieron entre 1 00µ y 

150µ, y en un solo caso midieron entre 150µ y 200µ. (Fogs. 1-0). 

Se realizó hibridación in situ (";g 7-10). en las biopsias de hígado y 

conductos biliares de todos los pacientes y los resultados fueron 

negativos con testigos positivos. Además se realizó PCR. con la cual no 

se consiguió amplificar el DNA viral en los casos, con testigos positivos 

adecuados. 



Se realizó toma de citología vaginal en 8 de las madres de los 

pacientes, el resto no autorizó el estudio. En éstas, no se encontraron 

datos citológicos compatibles con infe=ión por yirus del papiloma 

humano. únicamente en un caso se observó metaplasia escamosa 

(hallazgo inespecifico). La hibridación in situ (Fig. 11) y la PCR fueron 

negativas en estas muestras. 
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DISCUSIÓN: 

En éste estudio no se pudo demostrar Ja presencia del virus del 

papiloma humano, a diferencia de lo reponado previamente por un grupo de 

investigadores (38). Se utilizaron prácticamente las mismas técnicas de 

biología molecular para la detección y amplificación del virus. 

Posterior a la realización de nuestro trabajo, en Texas, se publicó un 

estudio en el 2000 (40), cuyo propósito era confirmar los reportes de la 

asociación entre VPH y AVBEH o HN; sin embargo, en un total de19 

pacientes no se pudo amplificar el virus. También realizaron PCR para 

Citomegalovirus (CMV), virus del Epstein Barr (VEB), herpesvirus tipo 6 

(HV6) y parvovirus 819 (PVB19). Dos casos de HN y un caso de_AVBEH 

fueron positivos para CMV, en 2 pacientes de HN, 2 pacientes con 

AVBEH y 2 controles se detectó HV6, lo cual no apoya una explicación o 

asociación causal. 

Las posibles razones de la obtención de nuestros resultados 

pueden ser: 1) la existencia de un factor ambiental en la región de La 

Plata (en donde fue realizado el estudio previo) o una mayor incidencia 

de infección por VPH en las madres de esos pacieni.;,s, que favorezca la 

infección por VPH en recién nacidos, 2) los especímenes de los 

remanentes de conductos biliares no fueron significativos (exceso de 

fibrosis y pocas células epiteliales), 3) las copias del. virus no fueron 

suficientes (aunque la PCR detecta una sola copia, en ocasiones hay 

falsos negativos), 4) que haya serotipos aun no identificados que no son 

detectados por los inciadores comerciales. 

Si bien es cierto que en nuestro país no hay. datos de la 

prevalencia de infección por VPH. el porcentaje de asociación de 

serotipos de VPH de alto riesgo con cáncer cervícouterino es hasta de 

85% (39), y podemos considerarlo como un dato indirecto de Ja 

frecuencia de esta infe=ión en nuestro medio. En las citologías 

vaginales de las madres no se hallaron cambios histológicos sugestivos 

de infección por VPH y con las pruebas moleculares tampoco. 
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En nuestro grupo de estudio, la proporción por género.fue similar a 

lo informado en la literatura. 

Es posible que individuos genéticamente predispuestos· tuvieran 

mayor susceptibilidad para la infe=ión por VPH y otros yiru_s, pero 

desconocemos si los agentes virales causan directamente la infe=ión o 

que, paradójicamente, se reproducen adecuadamente'· en _.ambientes 

colestásicos. 

Aparentemente hay mayor riesgo de AV8EH en productos de 

madres de edad avanzada, multíparas y en productos de bajo peso al 

nacimiento (17). Aunado a ello, hay, además. factores de riesgo de tipo 

genético [HLA 88 y DR3 (7), A33, 844 y DR6 (8) y 812 haplotipos A985 

y A28835 (9) y mutaciones en el gen JAG1 ( 11 )), los cuales podrían estar 

interviniendo conjuntamente en la patogenia de esta enfermedad. 

La interacción entre este tipo de factores genéticos y los agentes 

virales no está descrita; sin embargo, una alteración genética podría 

incrementar la susceptibilidad de un organismo a la infección viral. y con 

ello a Ja aparición de la secuencia de eventos inflamatorios que dan 

como resultado la AVBEH. 
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Figura. 7. !\1icrofotobr-rafia que n1ucstra hibridación in si-¡u para VPH e;; 
epitelio laríngeo. Los núcleo~ azules son posit1vos para éste virus. 
(Hibridación in siru :.- :!00) 
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Anexo l. METODO PARA INCLUSIÓN EN PARAFINA 

Se fijaron en formol al 10% amortiguado a pH 7 durante 24 horas, 

posteriormente se lavaron en agua destilada y se deshidrataron mediante 

el uso de alcoholes graduales en cada uno de los cuales permanecieron 

durante 20 minutos, los porcentajes de los alcoholes fueron al 70°/o, 90% 

y al 100%. Se aclararon con xilol durante 30 minutos y se colocaron en 

parafina a 60ºC durante 30 minutos, finalmente se incluyeron en bloques 

de parafina (41 ). 

Se realizaron cortes a 4 micras en un microtomo ·marca Leica, 

para las técnicas de Hematoxilina~eosina e Hibridación in situ. 
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Anexo 2. TÉCNICA DE LA TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA: 

Después de la obtención de los cortes, estos fueron 

desparafinados en una estufa a 60ºC durante media hora y colocados en 

xilol durante 15 minutos y se hidrataron mediante el uso de alcoholes 

graduales a 100%, 95% y 80% y en agua destilada durante 1 minuto en 

cada uno y se tiñeron posteriormente en una solución de Hematoxilina de 

Harris durante 5 minutos, se lavaron en agua corriente y se colocaron en 

una solución de eosina floxina durante 5 minutos y se deshidrataron 

mediante el uso de alcoholes graduales al 95% y 100% durante 1 minuto 

en cada uno de ellos y finalmente en xilol durante 1 minuto. Se montaron 

mediante el uso de entellan (Baker), Jos resultados fueron analizados por 

un Patólogo (41). 

Tabla 1 

SOLUCION MATRIZ DE EOSINA 

Eosina Y hidrosoluble 1.0g 

Agua destilada 100.0ml 

I SOLUCION MATRIZ DE FLOXINA 

¡F1oxina B 1.0g 

Agua destilada 100.0ml 

1 SOLUCION DIARIA DE EOSINA-

FLOXINA Combine en un cilindro 

de 1000ml 
1 

Solución matriz de eosina 100.0ml 

Solución matriz de tJoxina 10.0ml 

¡Etanol al 95% 780.0ml 

Acido acético, glacial 4.0ml 
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Anexo 3. TÉCNICA DE HIBRIDACIÓN IN SITU: 

Se utilizaron cortes a 4 micras los cuales fueron colocados sobre 

laminillas cargadas eléctricamente (Fisher Biotech). Los cortes fueron 

colocados en una estufa a 60ºC durante 30 minutos posteriormente se 

desparafinaron mediante el uso de xilol por 15 minutos y se 

deshidrataron mediante el uso de alcoholes graduales de 100%, 90%, 

70% y agua destilada, durante un minuto en cada uno de ellos y se 

dejaron secar al aire y se les hizo una digestión .enzimática con pepsina 

al 1.25% (SIGMA) durante 5 minutos. Se lavaron y se deshidrataron 

mediante el uso de alcoholes graduales al 70% al 90% y al 100o/o durante 

1 minuto en cada uno de ellos y se dejaron secar al aire. Para la 

hibridación a Jos cortes se les colocó 20 µL de los cuatro tipos de sondas 

(una sonda por laminilla) Una de las sondas era de amplio espectro 

(Dako Cat. Y1404) y las restantes eran de los tipos 6-11(DakoY1411), 

16-18 (Dako Cat. Y1412) y 31-33 (Dako Cat. Y1413).Los tejidos y la 

mezcla de reacción fueron calentados a 95ºC durante 10 minutos en una 

placa de calor (Thermolyne). Al final del tiempo de incubación se 

colocaron a 37ºC en una cámara húmeda donde permanecieron durante 

toda la noche. Se lavaron durante 5 minutos en TBS (Dako Cato S3001) 

posteriormente se hicieron lavados astringentes con .la ;;01;.iciÓn de 
astringencia (Dako Cat. S3500) a 47ºC durante 30 min.:itos. ·5~ 1~'1aro-rí 
con TBS y se les agregó una solución de estreptavidin~··. pe~oxidasa 
(Dako K1016) en la que permanecieron 30 minutos. Se lavaron y·se 

reveló con una solución de BCIPNBT (Dako . K059B). Se lavaron 

nuevamente y se dejaron secar al aire y finalmente se montaron con 

entellan para su observación por un Patólogo (42). 



Anexo 4. TÉCNICA DE 

POLiMERASA: 

a. Extracción del DNA: 

Se usaron fragmentos de tejidos de 100mg aproximadamente. se 

colocaron en amortiguador TE (Tris 10mM:EDTA 1mM;10mM) con SOS 

al 0.5% en la que se mantuvieron en agitación a 37ºC durante toda la 

noche. Posteriormente se les agregó proteinasa K (SIGMA P-2308) hasta 

alcanzar una concentración de 0.05% en Ja que se mantuvieron de 2 a 3 

horas a 50ºC. Cuando la digestión se completó se inactivó Ja proteinasa 

K a 95ºC durante 5 minutos y se les agregó un volumen igual de Fenol y 

se mezcló suavemente, se centrifugo durante 5 minutos a 14,000 rpm. el 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se Je agregó un volumen 

igual de Fenol: cloroformo-isoamilalcohol (24:1) y se mezcló suavemente, 

se centrifugo nuevamente durante 5 minutos a 14000 rpm y el 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio en el que se le agregó una 

solución de cloroformo-isoamilalcohol (24:1) y se mezcló suavemente. 

Nuevamente se centrifugo durante 5 minutos a 14000 :..pin.:·y:-_ el 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio donde se le agregóundécimo 

del volumen de NaOAc 3M y se mezcló suavemente. Se. agregaron . 3 

volúmenes de etanol absoluto a -20ºC y se me:Z.::1ó f~or .-¡;,mersión 

durante varios minutos. Las muestras se colocaron -~-..'..'2();¿- d~'r.;1;.iíe i a 3 -- -
horas y se centrifugo a 4ºC a 14000 rpm por 30 minutos. Se-clecanÍó el 

etanol y el precipitado se lavó con 1 mi de etanol a1)·0°A; a ·.;.2o~c y se 

centrifugo durante 5 minutos a 14000 rpm el etánol :Se "decantó y el 

precipitado se dejó secar al aire y se resuspendfó e,;, a~o'rtigú.;,dor TE 

durante toda la noche a 37ºC. ..~C:::c:"· __ ·. _· .- :: <-- -
La concentración del DNA obtenido·: -fue:-~- ;;:~antifidacia por 

espectofotometria con luz uv para' lo cúaJ, sé~céil~ctó-:una' muesfra y se 

diluyó 1 :50 hasta obtener un -voÍurnE.n 'de 1 ºº: rnié:r;Jitros ·e,, él.lar fue 

colocado en una celda y se Jeyó a 260 y 280nm. La concentración fue 

obtenida mediante el uso de Ja siguiente fórmula: 
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i 1T'C''"r.< cr.;•r -···· ; · ··-:Jlu U.i.\' ¡ 
[DNA]final=(F)(.6260)(Dil) 1 FA r. f l .. ~- rn· ~-, ... 1-,·,v ¡· 

de donde: L; - '"'"-·-~· ~··---.:.i_S•:;!Ji!__ _ _J 

F= SO correspondiente a 50microg de DNA por cada valor de 

absorbencia a 260nm 

.6260= Valor de absorbencia obtenido a 260nm 

Dil= Factor de dilución de la muestra leida. 

Y también se obtuvo la concentración final de proteínas mediante la 

siguiente fórmula: 

[Proteínas] final= (F)(.6260)(Dil) 

En donde 

F= Factor 1.200 que corresponde a 1 mg de proteina por cada 0.8 DO 

L\260= Valor de absorbencia obtenido· a 260nm. 

Dil.= Factor de dilución de la muestra leida (42). 

b. Reacción en cadena de la polimerasa: 

En un tubo de microcentrifuga nuevo y estéril se colocó la siguiente 

mezcla de rea=ión 

Tabla 2 Reactivos y concentración para realizar PCR 

REACTIVOS CONCENTRACION UTILIZADA 

Enzima Taq Polimerasa 1-2.5 U/µL 

DNTP's 200µM 

MgCl2 1.5mM 

Iniciadores 3µM . 
¡ DNA genómico 500ng 

Amortiguador 5µL .. 

La mezcla de rea=ión se cubrió con 20µL de aceite· mineral para 

evitar la evaporación y se colocó en un termociclador en el que se le 

aplicaron 20 ciclos de amplificación. Cada ciclo constaba de un paso de 



desnaturalización a 95ºC. por. un. minuto, seguido de un paso de 

alineación de los iniciadores . a 50ºC por 2 minutos y un paso de 

elongación de cadenas a 72ºC por 1.5 minutos. Se añadieron 

25picomolas de los iniciadores GP5. y GP6. así como )a Taq polimerasa. 

Se llevaron a cabo 35 n<Je;¡os ciC:los y las muE!stras ;se incubaron por 5 

minutos a 72ºC. Los: pr()d<Jcto~ sé ~clocaron sobre. gel .de agarosa con 

bromuro de etidio al 2% para fa electroforesis (42}. 
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