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GLOSARIO

VPH: Virus del Papiloma Humano.

DNA: Acido desoxirribonucleico

CMI: Inmunidad mediada por células.

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad

HLA: Antigeno de Leucocitos Humanos (MHC en el humano)
Haplotipos: Conjunto de genes ligados que se transmiten juntos
TNF: Factor de Necrosis Tumoral

HEF: Hiperplasia epitelial focal

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SSP: Iniciadores especificos de secuencia

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RNA: Acido Ribonucleico

Taq polimerasa: Enzima termoestable aislada de la bacteria Thermus
aquaticus, que es capaz de formar una cadena complementaria de DNA a
partir de nucledtidos libres

TdT: Desoxitransferasa terminal

SSO0: Oligonucledtidos especificos de secuencia

ddUTP-Dig: Didesoxiuracilo trifosfato-Digoxigenina

p: Probabilidad

pc: Probabilidad corregida, multiplicando el valor por el nimero de alelos
presentes en la poblacidon estudiada

RM: Razén de Momios

FE: Factor etioldgico
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RESUMEN

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus causante de verrugas en
diferentes sitios de la piel y mucosas. En los Ultimos afios se han llevado a
cabo estudios que hablan acerca del papel que juega el complejo HLA
(Human Leukocyte Antigens) en la proteccidon contra este patogeno,
sugiriendo que el locus relevante en la infeccién por este virus se localiza en
la region HLA-DQ. El objetivo de este estudio fue identificar las frecuencias
alélicas de los genes HLA-DQA1l y-DQB1 en pacientes mexicanos con
verrugas cutdneas y compararlas con individuos sanos. Se reclutaron 32
pacientes con diagnodstico clinico de verrugas en piel, sin otra enfermedad
concomitante y 314 controles aparentemente sanos. Para la tipificacidon
molecular de los alelos, se amplificé el segundo exdén de los loci HLA-DQA1 y
-DQB1 y se utilizd el método de dot-blot e hibridacion con sondas
especificas de secuencia (SSO). Los resultados indican que la region HLA-DQ
es relevante para el desarrollo de la enfermedad, encontrandose una
asociacion significativa con los alelos DQA1*030101 (p=0.005; pc=0.03) vy
DQB1*0302 (p=0.004; pc=0.03) y con el haplotipo DQA1*030101-
DQB1*0302 (p=0.004). La Razén de Momios fue similar en las tres
asociaciones, indicando que los individuos que presentan estos alelos o el
haplotipo tienen 3 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad, que los
gue no los presentan. La fraccion etiolégica indica una contribuciéon de mas
del 50% de estos genes con la enfermedad. La asociacién del DQA1*030101
también se describié en alemanes, lo que sugiere que DQA1 es el principal

gen de susceptibilidad en infecciones de piel por VPH.
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Abstract

The human papilloma virus (HPV) is a virus responsible for warts in different
parts of the skin and mucosa. In recent years there have been studies that
talk about the role the Human Leucocyte Antigen (HLA) system plays in the
protection against this pathogen, suggesting that the main loci for this
disease is located in the HLA- DQ region. The main objective of this study is
to identify the allele frequencies of HLA-DQA1 and DQB1 in the Mexican
population with common warts and compare it to healthy individuals. Thirty
two patients with the diagnosis of common warts and no systemic disease
were recruited and compared with 314 healthy individuals. For the
molecular typing of the alleles the second exon of the loci HLA-DQA1 and
HLA-DQB1 were amplified using a dot-blot method and hybridization of
sequence specific probes. The results obtained indicate that the HLA-DQ
region is relevant for the development of the disease, having a significant
association with DQA1*030101 (p=0.005; pc=0.03) and DQB1*0302
(p=0.004; pc=0.03) alleles and DQA1*030101-DQB1*0302 (p=0.004)
haplotype. Odds ratio was similar in the three associations, indicating that
the individuals with these alleles and haplotype have three times greater risk
of developing the disease than the people who do not present them.
Etiologic fraction indicates a contribution higher than 50% of these genes to
the disease. The association of DQA1*030101 was also described in
Germans, suggesting that DQA1 is the main gene of susceptibility in skin

infections due to HPV.
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1. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus DNA de doble cadena capaz
de provocar infecciones en piel y en mucosas. En piel es causante de
verrugas que clinicamente pueden ser clasificadas segun su morfologia y
localizacion en vulgares, planas o plantares.

El sistema de HLA juega un papel critico en la defensa del organismo contra
este agente patdégeno. En el caso de las verrugas cutaneas, varios estudios
han revelado que la susceptibilidad genética esta localizada en los alelos del
HLA clase II. En lo que corresponde a México, existen dos estudios en los
cuales se identificaron las frecuencias alélicas de HLA-DR en pacientes con
verrugas cutaneas y enfermedad de Heck. Por otro lado, se ha reportado que
existe una asociacion entre algunos alelos del HLA-DQA1 y -DQB1 con
verrugas cutaneas inducidas por el VPH, lo que permite pensar que la
presencia elevada de estos alelos aumenta el riesgo de adquirir esta
infeccidn, pero esta susceptibilidad genética en la poblacion mexicana no ha
sido aun explorada, por lo que seria importante determinar si existe alguna
asociacion del HLA-DQA1 y -DQB1 con la susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad. La realizacién de este trabajo nos permitira conocer cuales son
los alelos y haplotipos mas importantes en esta infeccidén y si esta asociacion
coincide con la reportada en otras poblaciones con caracteristicas similares a

la nuestra.
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2. ANTECEDENTES

Las verrugas cutaneas son proliferaciones benignas de la piel y mucosas que
resultan de la infeccidon por el virus del papiloma humano (VPH), se
consideran tumores epidérmicos benignos y aunque su presentacion en la
poblacién general es muy frecuente su transmisién es limitada. El curso
clinico de la infeccién se caracteriza por lesiones de superficie anfractuosa
poco elevadas, se clasifican de acuerdo a su morfologia y localizacién en:
planas, vulgares, plantares o0 acuminadas. Los subtipos del VPH
correlacionan con el tipo de verruga; por ejemplo, los subtipos de 2 y 4 lo
hacen con verrugas vulgares, el 1 y 2 con verrugas planas, el 3 y 10 con
verrugas plantares y el 75 y 77 lo hacen con pacientes inmunosuprimidos
con transplante renal (1). Es una de las 10 dermatosis mas frecuentes en
México, en el Hospital General de México se encuentra entre las cinco
primeras enfermedades de la piel en 10,000 consultas pediatricas (2). En el
Departamento de Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” se observa una prevalencia del 3.6% anual (no publicado), similar
a lo reportado en San Francisco donde varia del 35% a 5% (3). En Alemania
la prevalencia en la poblacion escolar es del 7.2% y en Estados Unidos se
encuentra una incidencia del 10% con predominio en nifos y adultos
jovenes, misma que disminuye notablemente durante la vejez (4). Con

respecto a la relacion hombre-mujer lo reportado va de 0.8 a 0.9 (5,6).
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El contagio del VPH probablemente depende de diversos factores, donde se
incluye la localizacion de la lesidén, cantidad del virus, grado y naturaleza del
contacto, principalmente el estado inmunoldgico especifico en contra del VPH
del individuo expuesto. Los Pacientes con deficiencia de la inmunidad
mediada por células (CMI) son particularmente susceptibles a la infeccion por
el VPH, como los pacientes transplantados renales o pacientes con terapia
inmunosupresora. La fuente o reservorio del VPH son individuos con lesiones
clinicas o subclinicas, asi como la presencia del virus en el medio ambiente.

La evolucién y la respuesta al tratamiento es variable en cada individuo, en
algunos casos las lesiones son autolimitadas, otros pacientes responden
adecuadamente al tratamiento y algunos mas son refractarios al tratamiento,

siendo esta Ultima situaciéon mas dificil en pacientes inmunosuprimidos.

Caracteristicas bioldgicas del VPH.

El VPH es un virus de doble cadena de DNA, que se encuentra en los
humanos y en otras especies, es altamente especifico de cada huésped.
Cada genoma se compone aproximadamente 8000 pares de bases de
nucledtidos, este genoma codifica sélo ocho o nueve proteinas, que se han
separado histéricamente en dos grupos, el “E” de early y el “L” de “late”.
Las proteinas E principalmente participa en la replicacién del DNA viral,
regulando la expresidn genética, se expresa antes de la proteina L y no se
incorpora a las particulas virales infecciosas. Las proteinas L1 y L2 codifican

proteinas estructurales que forman las proteinas de la capside.
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Patogénesis de la infeccion por VPH en piel

Sobre la patogénesis de la enfermedad, se puede decir que el mecanismo de
inoculacién es favorecido por una epidermis dafada, pero hay evidencia de
gue existen células receptoras para el VPH, como las integrinas tipo a6p4,
gue son las moléculas de adhesidon encontradas en la superficie de
gueratinocitos basales. Cuando estas células basales se dividen, el genoma
viral también se replica y es transportado dentro de las células hijas que
migran hacia la superficie del epitelio (7). La transcripcién del RNA viral
permanece lenta hasta llegar justo antes de la capa granular, entonces
comienza la replicacién del DNA, resultando en cientos de copias de DNA
viral por célula. Las proteinas de la capside (L1 y L2) son sintetizadas y
ensambladas en viriones en el nlcleo de la célula. Las Proteinas virales
llamadas E1-E4, producidas por la unién de RNA de los genes E1 y E4,
pueden inducir colapso de los filamentos de queratina citoplasmatica y se
postula que este hecho facilita la liberacidon de viriones desde el citoesqueleto
de la célula hacia otros sitios o hacia el medio ambiente. Por otro lado,
también son muy importantes las proteinas E5, E6 y E7, las cuales se
relacionan con la facilidad que tiene el virus para alterar la proliferacidon
celular.

El papel de la susceptibilidad genética para desarrollar la infeccion causada
por el VPH aun no estda completamente establecido, asi como tampoco el

mecanismo de la respuesta inmunoldgica para eliminar la infeccién. Se
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piensa que la inmunidad innata puede contribuir en la resistencia a la
infeccion, pero la mayor parte de la evidencia sugiere que la inmunidad
adquirida juega un papel significativo en la regresidon de las lesiones, dado
que los individuos con deficiencia en la CMI son particularmente susceptibles
y es notoria la resistencia al tratamiento. En un estudio realizado en Londres
por Coleman y cols.(8) en verrugas genitales, se muestra cdmo las lesiones
con regresion espontanea muestran una respuesta inmune celular activa ya
que contienen mas cantidad de linfocitos T activados CD4+ y CD8+ en el
estroma y en el epitelio superficial, ademas de una marcada expresion en CD
25 y HLA DR, este ultimo junto con el ICAM-1 se encuentran ampliamente
distribuidos en los queratinocitos de las células epiteliales escamosas de las
verrugas en regresion (8). Algo similar se ha observado en pacientes con
verrugas planas que se presentan en regresion espontanea, pues en estas
lesiones se observa un infiltrado celular mononuclear; ademas de la
evidencia en algunos casos, que cuando se da tratamiento una o varias
verrugas, esto lleva a la resolucion completa de todas las lesiones en
pacientes inmunocompetentes (9).

La manera en que responden los linfocitos T a la presentacidon antigénica aun
no estd muy clara, las células de Langerhans son las principales
presentadoras de antigeno a los linfocitos T en la superficie del epitelio. En
las infecciones por VPH éstas células se encuentran disminuidas y tienen
alteraciones morfoldgicas (10), en el estudio de Coleman el nimero de

células de Langerhans (CD1la+) intraepitelial no fue estadisticamente
17



diferente en verrugas con regresion y no regresidon espontanea, aunque si
mostraron en ambos casos anormalidades en su morfologia (8).

Por ultimo, se observa un descenso en la frecuencia de presentaciéon de las
verrugas virales en piel con la edad (4), lo que sugiere que con el tiempo se
desarrolla resistencia a la infeccidon, inclinando la balanza a la inmunidad

adquirida en la fisiopatologia de la eliminacion del virus.

Polimorfismo de Ios genes del complejo principal de

histocompatibilidad.

El MHC en el humano se conoce como Complejo HLA (del inglés: Human
Leucocyte Antigens). Se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca
aproximadamente 4,000 Kb (Fig. 1). Se han descrito alrededor de 50 genes
HLA. Este complejo genético induce y regula a la respuesta inmunoldgica y
discrimina lo propio de lo extrafo (11, 12). Incluye regiones que codifican
para los bien conocidos antigenos de superficie HLA-clase I y -clase II que
presentan antigenos a las células T CD8+ y CD4+, respectivamente. Entre
las regiones de clase I y clase II del MHC del humano esta la regién de clase
ITI que incluye genes para algunos de los componentes del sistema del
complemento (13, 14). Centromérico a la region de clase I se localiza la
region de clase IV donde se encuentran genes que codifican proteinas
involucradas en la inflamacién, como son los genes de la familia del factor de
necrosis tumoral TNF (TNF-o, LTA y LTB), asi como a los genes B144

(D6S49E), 1C7 (D6S2570E), AIL-1, IkB-like (NFKBIL1) y SKI2W (15, 16).
18
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Figura 1. Localizacion y organizacién del Complejo de HLA en el
Cromosoma 6

Los antigenos HLA clase II estan formados por dos cadenas de glicoproteinas
unidas por enlaces no covalentes, ligadas a la cadena por una porcidn
intracelular. A estas cadenas se les llama a y B, cada una de las cadenas
consta de tres regiones: wuna regidon extracelular, un segmento
transmembrana y una porcidn intracitoplasmatica. Ambas cadenas tienen
dos dominios extracelulares, cada uno denominado al, a2, Bl y B2

respectivamente (17) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura de las moléculas del HLA clase I y II.

En cuanto al locus HLA DR, la cadena B es extremadamente polimorfica y la
cadena a es constante; las moléculas HLA DP y DQ en ambas cadenas
presentan polimorfismo, donde la cadena B es mas polimdrfica que la cadena
a.

La funcién del producto de los genes clase II es la presentacidon de péptidos
derivados de antigenos exdgenos. Los linfocitos T reconocen un antigeno
sOlo cuando éste es presentado unido a una molécula del MHC en la

superficie de una célula presentadora de antigeno, en general las moléculas
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de clase I unen péptidos de proteinas intracelulares y las de clase II
presentan péptidos de proteinas extracelulares, aunque las moléculas de
clase I y II también puede presentar antigenos extracelulares e intracelulares
(17). En conclusion los posibles mecanismos de asociacién entre el MHC y la
presencia de enfermedades se pueden resumir de la siguiente manera:
alteracién molecular de autoantigenos, similitud molecular entre antigenos
propios y foraneos, moléculas del MHC como receptores para agentes
patdgenos, alteraciones del repertorio de las células T adultas, expresion
inapropiada de moléculas del MHC, interaccion del MHC con moléculas
coestimuladoras, y genes alterados de la region central del MHC

(complemento, proteinas de choque térmico, TNF, etc).

Marco de Referencia

Entre los primeros estudios que relacionan el HLA y la infeccion por VPH se
encuentra uno realizado en conejos donde se observa que la regresiéon de las
lesiones inducidas por VPH estd asociado a los haplotipos MHC clase 1II,
posteriormente en verrugas genitales Coleman reporta cdmo las lesiones con
regresion espontanea muestran una respuesta inmunoldgica celular activa y
una marcada expresion de HLA DR sobre los queratinocitos de las células
epiteliales escamosas (8, 10, 18).

El Unico estudio en verrugas en piel fue realizado en Alemania en 2004 por
Spelten, donde se analizaron 71 pacientes con verrugas virales causadas por

VPH 2/27/57 con una persistencia de por lo menos 18 meses, comparandolos
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con 92 individuos sin verrugas o con verrugas que duraron menos de 18
meses. Se observd que la frecuencia alélica de DQA1*0301, DQB1*0301,
DRB1*07 y DRB1*09 se encontraba elevada y la frecuencia alélica de
DQA1*0501 y DQB1*0603, DRB1*01 y DRB1*03 estaba disminuida. Sélo se
encontrd diferencia significativa en DQA1*0301 y DQB1*0301, lo que sugiere
que en la historia natural de las verrugas vulgares persistentes causadas por
el VPH 2/27/57 puede estar modulada por los alelos de los genes HLA-DQA1
y HLA-DQB1 (5). Llama la atencién que los alelos DQ también estan
asociados a epidermodisplasia verruciforme (19) y cancer cérvico-uterino (Ca
cu) relacionado al VPH 16 (20, 21), inclinando la evidencia a que estas
moléculas probablemente tiene un papel mas alld de la asociacion con
enfermedades causadas por la infeccién por el VPH.

Por otra parte, existen estudios en pacientes con otras entidades también
causadas por VPH donde se afectan mucosas o la piel en forma
precancerosa, que muestran la relacion entre el HLA clase I/II y la infeccion
causada por subtipos de la familia de los VPH. Un ejemplo de estas
entidades es el Ca Cu asociado a VPH, papilomatosis laringea, hiperplasia
epitelial focal y epidermodisplasia verruciforme, que se describen a
continuacion.

En el caso de los VPH asociados Ca Cu la literatura ha mostrado asociacion
con los siguientes alelos del HLA: DRB1*0301- DQB1*0201 con 2 veces
menor riesgo de infecciones transitorias o persistentes por el virus; con el

DRB1*1102-DQB1*0301 con bajo riesgo sélo para persistencia, y por ultimo
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con DRB1*1601-DQB1*0502 y DRB1*0807-DQB1*0402 con un incremento
en el riesgo 7 y 3 veces mayor, respectivamente para persistencia (21). Sin
embargo, otros estudios refieren que los pacientes con Ca Cu relacionado
con infeccién por largo tiempo de VPH-16, se asocian con los alelos
DRB1*1501 y DQB1*0602, lo que indica que los alelos de clase II
contribuyen a la incapacidad de combatir la infeccién por el VPH (22-26). En
el caso de la papilomatosis laringea, la cual se relaciona con el VPH 6 y 11,
se asocia con los alelos DQB1 (*0302, *0303) y DQA1*0101/04 en
afroamericanos y el alelo DQA *0102 en caucasicos (27). Otra entidad que
afecta mucosa es la hiperplasia epitelial focal la cual se relaciona con el VPH
13 y 32, en un estudio realizado en 22 pacientes mexicanos se encontrd
asociacion con el alelo DRB1*0404 y en la tipificacidon viral sélo se encontré
la presencia del VPH-13 (28). Por Ultimo en la epidermodisplasia
verruciforme que se relaciona con el VPH 5 en que se observan multiples
verrugas con riesgo de desarrollar carcinomas epidermoides, se encontrd
asociacion con el alelo HLA-DQB1*0301 (19).

Con respecto a los alelos del HLA clase I, Friedman en 1982 compard 100
pacientes con verrugas virales y 108 individuos aparentemente sanos, no
encontrando diferencia significativa en la frecuencia de los antigenos HLA-A y
B, por lo que sugiere que la posible susceptibilidad genética en verrugas no
esta relacionada a estos loci (29). Por otro lado, pacientes con diagndstico

de Ca Cu relacionado al VPH se asocio el HLA B7 con el 1.5 de incremento en
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el riesgo de padecer lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado de
malignidad.

Garcia y colaboradores, en el 2008, (datos no publicados) realizaron un
estudio en 52 pacientes mexicanos con verrugas vulgares, sin enfermedad
sistémica acompanante y fue comparada con una poblacidon sana del estudio
de Barquera y cols. (30). En el se encontrd una elevada asociacion con HLA-
DR4 y DR3 y en el se propone investigar la asociacion de verrugas cutaneas

con otros loci vecinos como el HLA-DQA1 y DQB1.
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3. JUSTIFICACION

Existen pocos estudios que relacionan la participacion del MHC y el desarrollo
de las verrugas cutdneas, ademas ninguno se ha llevado a cabo en la
poblacidon mexicana. La realizacion de este estudio nos permitié identificar la
existencia de susceptibilidad genética en el desarrollo de la infeccién, asi
como determinar la participacion de los genes HLA-DQA1 y -DQB1 en la
fisiopatologia de la enfermedad, para poder de esta manera profundizar en el
campo del tratamiento, ya que algunas presentaciones son refractarias. En
este protocolo sdélo se estudiaron los loci HLA-DQA1 y -DQB1, ya que en el
estudio de Spelten (5) se encontrdé una asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de verrugas cutaneas y los alelos DQA1*0301

y DQB1*0301.

24



4. HIPOTESIS

Si en la patogénesis de las verrugas virales participan factores genéticos que
involucren a los alelos del HLA-DQ, entonces nuestros pacientes presentaran

frecuencias alélicas diferentes a las del grupo control.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.

Identificar las frecuencias alélicas de los genes HLA-DQA1l y -DQB1 en

pacientes con verrugas cutaneas y compararlas con individuos sanos.

5.2 Objetivos particulares.

1. Analizar un grupo de pacientes con diagndstico clinico de verrugas
cutaneas por VPH

2. Explorar la presencia de genes de susceptibilidad y/o proteccion en los
loci HLA-DQA1 y -DQB1 en pacientes con verrugas cutdneas y compararla
con sujetos aparentemente sanos de una poblacion abierta.

3. Calcular las frecuencias alélicas para cada alelo, en los loci HLA-DQA1 y
DQB1 estudiados, en los enfermos y en los sanos. Comparar las frecuencias
en ambos grupos y evaluar la significancia estadistica de las comparaciones.
4. Obtener la razéon de Momios y la fraccidén etioldgica si se encuentra un
alelo significativamente aumentado en los enfermos, para conocer el riesgo

de desarrollar verrugas cutaneas.

25



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo de Estudio

Casos y controles, no pareado, abierto, observacional, prospectivo vy

transversal.

6.2. Ubicacion Temporal y Espacial

Entre el periodo comprendido del 1 de marzo del 2008 al 1 de Junio del
2009, se eligieron todos los casos que asistieran de forma espontanea a la
consulta externa de dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” con diagndstico clinico de verrugas cutaneas virales y sin ninguna
enfermedad sistémica conocida. Para la tipificacion del HLA-DQA1 y HLA-
DQB1 se conté ademas con la participacién del Departamento de Biologia

Molecular e Histocompatibilidad del hospital.

6.3. Criterios de Seleccion de la Muestra

Criterios de Inclusion.

Casos:

- Pacientes con diagndstico clinico e histolégico de verruga viral en piel, en
cualquier sitio.

- Pacientes sin enfermedades concomitantes sistémicas o dermatoldgicas.

- Mexicanos de por lo menos dos generaciones nacidos en México

- Cualquier sexo y cualquier edad.
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- Pacientes que firmen la carta de consentimiento informado

Controles:

- Individuos aparentemente sanos, de poblacidon abierta. Se estudiaron 314
controles, todos mexicanos, no relacionados y sin antecedentes de

enfermedad sistémica.

Criterios de exclusion.

Casos:

- Pacientes que padezcan enfermedades inmunosupresoras como: SIDA u
otros estados que lleven a inmunosupresion, enfermedades cronicas
degenerativas, y otras enfermedades dermatoldgicas con o sin involucro
sistémico, etc.

- Pacientes embarazadas

- Pacientes que no acepten entrar al estudio

Criterios de eliminacion.

- Pacientes en los que no se logre completar el estudio por problemas

técnicos en el momento de procesar las muestras
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6.4. Variables

Independientes. (CAUSA) Dependientes. (EFECTO)
Variable Escala Variable Escala
Edad Intervalo HLA-DQA1 Nominal
Sexo H/M HLA-DQB1 Nominal
Pre§encia de verrugas
cutaneas Si/ No
Verrugas virales Nominal

-vulgares

-planas

-plantares

6.5. Tamano de la Muestra.

No existe en la literatura datos sobre la frecuencia de presentacién de los
alelos del HLA clase II en pacientes con infecciones del VPH en piel por lo que
se tomd en cuenta los datos obtenidos del estudio previo realizado por
nosotros, donde se compard a 22 pacientes con Hiperplasia Epitelial Focal
(HEF) contra sujetos sanos, donde el alelo del sistema HLA que se encontro
estadisticamente significativo fue el HLA-DR4, el cual tuvo una diferencia del
30% al compararlo con el grupo control 54.4% vs. 23.7% (28). Se calculé el
tamano de la muestra en programa Epilnfo Version 6: con un nivel de
confianza del 95%, potencia de la prueba 80%, relacién de enfermos por no
enfermos 1:1, frecuencia esperada para enfermos 54%, para no enfermos

del 24%, y una con una razén de momios de 3.93, obteniendo un tamafio de
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muestra de 47 pacientes. Sin embargo, sélo pudieron reclutarse 32

pacientes con verrugas cutaneas durante el periodo del estudio.

6.6. Métodos de Laboratorio

Una vez seleccionados los casos con verrugas virales cutaneas, se procedié a
la firma de una carta de consentimiento informado (anexo 1 y 2) vy llenado
de un cuestionario (anexo 3) que incluia datos epidemiolégicos vy
demograficos del paciente. Posteriormente se tomaron imagenes
fotograficas de las lesiones y una muestra de 10 - 20 ml de sangre periférica
con EDTA como anticoagulante para la extraccion de DNA. Luego se les
practicd biopsia por rasurado de las lesiones, las cuales fueron procesadas en
bloques de parafina y tenidas con tincion de hematoxilina y eosina y

sometidas a analisis histopatoldgico para la confirmacién del diagndstico.

Extraccion de DNA:

Cada muestra de sangre periférica se mezclé con un volumen igual de un
medio para el transporte (RPMI 1640 suplementado).

La sangre se centrifugd a 1,600 xg a 4°C durante 30 min, se elimind el
plasma y se obtuvo el paquete de leucocitos. Los eritrocitos se lisaron con 5
mM de MgCl, dos o tres veces y se centrifugaron cada vez a 1,600 xg a 4°C
durante 15 min, hasta obtener el paquete de leucocitos libre de eritrocitos.
El paquete se lisd6 con: 50 mM NaCl; 10 mM EDTA, pH 8.0; 10 mM Tris-HClI,

pH 7.6; 0.2% SDS; 300g/ml proteinasa K y se incubé durante 12 h a 53°C.
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El DNA se extrajo dos veces con fenol equilibrado (v/v), dos con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (v/v) y dos con cloroformo alcohol
isoamilico (24:1) (v/v). En cada extraccion se agité suavemente la mezcla
hasta su homogeneizacion y se centrifugd durante 15 min a 4°C. El DNA se
precipité con 100 mM final de NaCl y un volumen de isopropanol. Una vez
precipitado, se lavd con etanol al 70%, se dejo secar y se resuspendid en

500 ml de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0). (31, 32)

Cuantificacion del DNA:

El DNA extraido de cada sujeto se diluydé 1:100 y se leyé a 240 nm, 260 nm
y 280 nm. La concentracion del DNA se calculé tomando la lectura a 260 nm
X la dilucién X 50 (coeficiente de extincion molar del DNA). La pureza se
verificd haciendo las relaciones de las lecturas a 260/240 y 260/280, que

debian dar entre 1.65 y 2.0.

Amplificacion del DNA:

Para cada individuo se amplificd por duplicado el segundo exén de los loci
DQA1 y DQB1. Los iniciadores utilizados para las amplificaciones son los
diseflados por el XII Taller Internacional de Histocompatibilidad y se enlistan
en el cuadro 1. Las muestras se amplificaron en un termociclador Hybaid
Express, usando 30 ciclos. Las condiciones para cada loci se describen en el

cuadro 2 (33, 34).
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Verificacion de la amplificacion:

Se tomaron 10 ul del producto de cada amplificacidén y se les afadio 5 ul de
colorante para corrimiento (50% glicerol; 0.01% rojo de cresol). Las
muestras se corrieron en geles de agarosa al 2% con TAE y 0.5 ug/ml de
bomuro de etidio, durante 40 min a 90 voltios. El gel se observd con luz UV

(312 nm) y se fotodocumentd para su registro y analisis. (31, 32, 33)

Tipificacion con sondas especificas de secuencia (SSOs):

Se tomaron de 180 pl para sembrar 16 membranas de cada gen, en un
formato de dot-blot. Se llevé a un volumen final de 800 pl con agua
destilada, utilizando cajas de polipropileno con formato de 96 pozos. Se
cortaron membranas de nylon positivamente cargadas (Boehringer) de 12
cm X 8 cm. Para sembrar las muestras se utilizd un aparato de dot-blot
(Bio-Rad). Las membranas se humedecieron en agua destilada, se
acomodaron en el aparato, se colocé la parte superior y se ajustaron los
tornillos. Se conecté el vacio, los pozos se lavaron con 100 ul de TE. Se
quité el vacio y se colocaron las muestras en los pozos con una pipeta
multiple para 12 puntas. Una vez colocadas todas las muestras, se conectd
el vacio y se lavaron los pozos con 100 pl de TE. Todavia con el vacio puesto
se quitd la membrana y se dejo secar sobre un papel filtro a temperatura
ambiente. EI DNA de las membranas se desnaturalizé con 0.4 M NaOH
durante 10 min y se neutralizé con 10X SSPE durante 10 min. EI DNA se fijé
durante 2 h a 80°C y 3 min con luz UV (312 nm). (32, 33)
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Marcaje de los SSOs.

Se colocaron 100 pmoles de cada SSO en tubos de 1.5 ml se afiadid 1 nmol
de ddUTP-digoxigenina, 5 mM cloruro de cobalto, amortiguador para
desoxitransferasa terminal (TdT), 37 U de TdT (Boehringer) y agua destilada
para un volumen final de 40 pl. La reaccidn se incubé a 37°C durante 45
min. El SSO marcado se precipitd con cloruro de litio 8 mM final y 160 ul de
etanol absoluto a -20°C, se centrifugé a 12,000 xg a 4°C durante 60 min.
Una vez precipitado, se lavdé con 100 ul de etanol al 80% vy se centrifugd a
12,000 xg a 4°C durante 30 min. Se dej6 secar y se resuspendié en 100 pl
de TE (1pmol/ ml). En el cuadro 3 se muestran las sondas que se emplearon

para la tipificacion. (31,33)

Prehibridacion e hibridacién de las membranas.

Cada membrana se colocé en un tubo de polipropileno de 15 ml, se
anadieron 10 ml de la mezcla de prehibridacion y se incubaron durante 12 h
a 42°C. Se eliminaron 5 ml de la solucién y se afiadieron 20 picomoles del
SSO marcado con ddUTP-digoxigenina. Las membranas se incubaron durante

12 h a 42°C.
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion de los loci HLA-clase II

Codones Tamaiio

Nombre , Secuencia de la
Exon 2
Banda

DQA1
2DQAAMP-A 11-18 AT GGT GTA AACTTIGTACCAGT 229 bp
2DQAAMP-B 80-87 TT GGT AGC AGC GGT AGA GTT G
DQB1
2DQBAMP-A 13-20 C ATG TGC TAC TTC ACC AAC GG 214 bp
2DQBAMP-B 78-84 CTG GTA GTT GTG TCT GCA CAC

Tomado del XII Taller Internacional de Histocompatibilidad (33).

Cuadro 2. Condiciones usadas para la amplificacion de los genes HLA DQ

Gen Desnaturalizacion Alineacion Extension MgCl, Final
DQA1 96°C/ 1 min 56°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
DQB1 96°C/ 1 min 56°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM

Tomado del XII Taller Internacional de Histocompatibilidad (33).
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Cuadro 3. Sondas empleadas en la tipificacion del gen DQA1 (33)

No. de sonda Tm°cC Alelo(s)

2501 56 *0101,0102,0104,0401,05011,05012,05013,0502
2502 56 *0102,0103,0601

2503 56 *03011,03012,0302

3401 56 *0101,0104

3402 56 *102,0103,05011,05012,05013,0502,
3403 58 *0401,0601

5501w 50 *0101,0102,0103,0104

5502 50 *0201

5503 50 *03011,03012,0302

5504 46 *0401,0601,05011,05012,05013,0502
6901 54 *0101,0102,0103,0104

6902 50 *0201,03011,03012

6903 50 *03012,05011,05012,05013,0502
6904 52 *0401,0601

7502 48 *0201,0401,0601

7504 48 *05011,05012,05013,0502

Sondas utilizadas para la tipificaciéon del gen DQB1

No. de Sonda Tm°C Alelo (s)

2301 64 *0401

2302 66 *0402,03031,0305

2601 60 *0501,0502,05031,05032
2602 52 *0301,0304,06011,06012
2603 54 *0302,03031,03032,0602
2604 54 *0603,0604,0607,0608
4501 62 *0301,0304

4901 62 *0501

5701 60 *0501,0604,06051,0606,0608,0609
5702 62 *0502,0504

5703 62 *05031,06011,06012
5704 60 *05032,0602,0603,0607
5705 64 *0201,0202

5706 64 *0301, 03031, 03032
5707 68 *0302, 0304, 0305

5708 64 *0401,0402

7005 62 *0201, 0202
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Quimioluminiscencia.

Las membranas se lavaron dos veces con 2X SSPE, 1% SDS a temperatura
ambiente durante 10 min, dos veces a la Tm de cada SSO (Tm= 2 (A+T)+4
(G+C)) con 6X SSPE, 1% SDS durante 15 min. Posteriormente se lavaron
con AMORTIGUADOR 1 (100 mM Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.3%
Tween 20) dos veces durante 5 min a temperatura ambiente. Se incubaron
con reactivo bloqueador (Boehringer) (AMORTIGUADOR 2) durante 30 min a
temperatura ambiente. Después se incubaron con Fab anti-digoxigenina
(Boehringer) 1:10,000 en AMORTIGUADOR 2 durante 60 min a temperatura
ambiente, se lavaron dos veces durante 5 min a temperatura ambiente con
amortiguador 1, se incubaron 5 min a temperatura ambiente con
AMORTIGUADOR 3 (100 mMTris-HCI, pH 9.5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl5).
Finalmente se incubaron 5 min a temperatura ambiente con CSPD
(Boehringer) diluido 1:500 en amortiguador 3. Se quitd el exceso de CSPD
de las membranas y se colocaron en bolsas de plastico transparente, se
sellaron con calor, se incubaron a 37°C durante 15 min y se expusieron en
placas de rayos X durante 15 min. Se llevaron a cabo varias exposiciones

para el analisis correcto de los resultados (5 min, 8, min, 15 min.). (33)

6.7. Andlisis Estadistico

Se calcularon las frecuencias alélicas (FA) por conteo directo. Se
compararon las FA entre los pacientes y los controles. Para probar

asociaciones significativas entre los alelos y la enfermedad se utilizé la
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prueba de X? con la correccién de Yates, o la prueba exacta de Fisher,
considerando p < 0.05 como el minimo nivel de significancia, ademas de la
correccion de Bonferonni para pruebas multiples cuando el valor de p fue
significativo, multiplicando la p por el nUmero de alelos detectados en cada
locus y por el nUmero de comparaciones (p.). El resultado se considerd
significativo con pc < 0.05. Se calculd la razén de momios (OR) con un
intervalo de confianza del 95% mediante la aprobacién de Cornfield. En el
caso de asociacion de alelos particulares se calculd la frecuencia etioldgica

(FE) fraccion preventiva (FP). (35)
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7. Resultados

En este estudio se participaron 32 pacientes de los cuales 19 fueron hombres
y 17 mujeres con una relacidon de 1.46 entre ambos sexos. La edad de los
pacientes oscild entre los 6 afos hasta los 66 afios, con una media de 23
anos. En el 50% de los casos se encontré un antecedente familiar positivo.
El tiempo de evolucidn de la enfermedad al momento de la captacién de los
casos fue variable desde los 2 meses a 8 afios (promedio de 25 meses). La
presentacién clinica mas frecuente fue la verruga vulgar en 31 pacientes, 5
presentaron la forma plana Unicamente y ninguno presento la forma plantar.
En 3 casos coexistieron 2 tipos de lesiones, vulgar y plana (figura 3). De
todos los casos el 40.6% refirio haber presentado cuadros previos de
verrugas en piel mientras que 59% negaron episodios anteriores. El 50% de

estos pacientes no recibieron tratamientos previos.
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Figura 3. Presentacion clinica de verrugas cutaneas

En el cuadro 4 se muestran las frecuencias alélicas de los genes DQA1 y
DQB1 encontradas en el estudio y obtenidas de los 32 pacientes con
verrugas cutdneas comparadas con los 314 controles. En el gen DQA1 los
alelos mas frecuentes fueron el *030101, *0401 y *0501, mientras que para
el DQB1 el *0302, *0402 y *030101 fueron los mas encontrados. De todos
los alélos encontrados el DQA1 *030101 y el DQB1 *0302 resultaron ser los
que se asocian con mayor frecuencia a la presencia de VPH en piel, con una
frecuencia alélica de 42.19% y 26.7% respectivamente.

En el cuadro 5 se observan los distintos haplotipos encontrados mostrandose

en mayor numero los de DQA1*030101-DQB1*0302 seguido por
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DQA1*0401-DQB1*0402 con frecuencias alélicas de 39.1% y 31.3%
respectivamente. En el cuadro 6 se ven los alelos y haplotipos que
mostraron mayor asociacidn con los pacientes con verrugas cutaneas

presentando una RM=3.2, siendo esto estadisticamente significativo con una

p=0.004.
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Cuadro 4. Distribucion de alelos HLA-DQA1 y DQB1 en pacientes con

verrugas cutaneas y en controles

ALELO PACIENTES FA CONTROLES FA
N=32 (%) N=314 (%)
DQA1
*0101/4 4 6.25 57 9.55
*0102 3 4.69 46 7.48
*0103 0 0.00 15 2.39
*0201 2 3.13 27 4.30
*030101 25 42.19 159 30.57
*0401 18 31.25 104 17.99
*0501 8 12.50 145 27.71
DQB1
*0201 2 9.6 55 9.39
*0301 10 24.0 136 25.48
*0302 25 26.7 147 27.39
*0303 0 0.9 3 0.48
*0402 18 14.8 103 17.99
*0501 4 7.7 47 7.96
*0502 0 1.4 5 0.8
*0503 0 1.1 9 1.43
*0504 0 0.3 1 0.16
*0601 1 7.7 6 0.96
*0602 2 2.3 32 5.1
*0603 0 1.1 11 1.75
*0604 0 0.3 6 0.96
*0609 0 0.3 1 0.16

FA= Frecuencia alélica
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Cuadro 5. Distribucion de haplotipos

Haplotipo Pacientes Controles
DQA1-DQB1 N=32 FH% N=314 FH%
*0101/4-*0501 2 3.1 46 7.8
*0101/4-*0502 0 0.0 1 0.2
*0101/4-*0503 0 0.0 8 1.3
*0101/4-*0601 1 1.6 1 0.2
*0101/4-*0603 0 0.0 1 0.2
*0102-*0201 0 0.0 1 0.2
*0102-*0501 1 1.6 1 0.2
*0102-*0502 0 0.0 4 0.6
*0102-*0504 0 0.0 1 0.2
*0102-*0601 0 0.0 3 0.5
*0102-*0602 2 3.1 30 4.8
*0102-*0604 0 0.0 6 1.0
*0102-*0609 0 0.0 1 0.2
*0103-*0503 0 0.0 1 0.2
*0103-*0601 0 0.0 2 0.3
*0103-*0602 0 0.0 2 0.3
*0103-*0603 0 0.0 10 1.6
*0201-*0201 1 1.6 23 3.7
*0201-*0301 0 0.0 1 0.2
*0201-*0302 1 1.6 0 0.0
*0201-*0303 0 0.0 3 0.5
*030101-*0201 0 0.0 5 0.8
*030101-*0301 3 4.7 13 2.1
*030101-*0302 24 39.1 148 27.6
*030101-*0402 0 0.0 1 0.2
*0401-*0301 0 0.0 1 0.2
*0401-*0402 18 31.3 103 17.8
*0501-*0201 1 1.6 28 4.8
*0501-*0301 7 10.9 121 22.9

FH = Frecuencia haplotipica



Cuadro 6. Alelos y haplotipos que contribuyen en la susceptibilidad a
desarrollar verrugas planas

Alelo ) &'t p pc RM (95% IC) FE
DQA*03011 7.7 0.005 0.03 3.3(1.4-7.9) 0.54
DQB1*0302 8.1 0.004 0.03 3.3(1.4-7.5) 0.52
Haplotipo

DQA1*030101-DQB1*0302 7.9 0.004 --- 3.2(1.4-7.4) 0.52

RM= Razén de Momios; FE= Fraccion etioldgica; p= probabilidad; pc= probabilidad
corregida

8. DISCUSION

Los datos demograficos de este trabajo muestran que la forma clinica mas
comun de presentacion de las verrugas es la vulgar en un 87.5% de los
casos, su edad de inicio oscila entre los 6 a 66 afios, con un tiempo de
evolucion variable de 2 meses a 8 anos. Al momento de la realizacidon del
estudio 13 pacientes (40.63%) ya habian tenido por lo menos un episodio
previo de verrugas cutdneas. Mientras que el 50% manifestd tener un
familiar en primer grado con antecedente de haber tenido verrugas en piel.
Los hallazgos ya mencionados son semejantes a los encontrados en otros
reportes previamente consignados (1-6).

En lo que respecta a la susceptibilidad genética que puede mostrar un
individuo con verrugas cutaneas por VPH, existe un estudio publicado por

Spelten y colaboradores (5) en una poblaciéon alemana con la enfermedad,
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en la cual se encontré predominio del HLA-DQA1*030101 compatible con el
resultado obtenido en nuestra poblacion mexicana con verrugas cutaneas.
Asi mismo ese estudio reporta asociaciéon con HLA-DQB1*030101, dato que
difiere con lo encontrado en este estudio donde la mayor asociacion del gen
DQB1 fue con HLA-DQB1*0302. Estos datos nos llevan a pensar que en el
locus DQB1 las dos poblaciones difieren por su etnicidad, pero que
comparten el locus DQA1*030101 lo que confirma que este es el alelo que
brinda la mayor susceptibilidad a la infeccidon por VPH.

En esta poblacién encontramos que el haplotipo mas frecuente fue
DQA1*030101-DQB1*0302 diferente al reportado en el estudio de Spelten
donde el mas frecuente fue DQA1*0501-DQB1*030101. Estas diferencias en
haplotipos pueden ser debidas a diferentes mecanismos de accidon del agente
infeccioso, VPH, sobre la piel (5,6).

Es importante sefalar que tanto los alelos como los haplotipos que
presentaron mayor asociacion registraron una RM: 3.3 y 3.2
respectivamente, indicando que su presencia aumenta 3 veces el riesgo de
padecer verrugas cutaneas por VPH que la poblacién general.

La fraccidon etioldgica de estos alelos y haplotipos sugiere que estos estan
contribuyendo en mas del 50% a la presencia de infeccién por VPH y podrian
estar actuando como detonadores de la enfermedad.

Es ademas importante mencionar que el alelo DQA1*030101 esta siempre en
desequilibrio de enlace con el gen HLA-DR4, por lo que en esta serie de

casos esperariamos encontrar que 25 pacientes tengan dicha asociacion con
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HLA-DR4. En el HLA-DQB1 este desequilibrio no siempre se ve presente, por
lo que la busqueda de otros alelos de HLA-DR en estos pacientes nos
ampliaria el conocimiento de la susceptibilidad a esta infeccién en particular.
Es por eso que sugerimos la realizacion de otros estudios a lo largo de esta

linea de investigacion (36).
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9. CONCLUSIONES

1.- En este trabajo se pudo comprobar que si existe asociacion entre los
pacientes con verrugas cutdneas y los alelos HLA-DQA1*30101 vy
DQB1*0302.

2.- La frecuencia elevada del alelo HLA-DQA1*30101 en distintas poblaciones
con infeccion por VPH confirma que este es el alelo de susceptibilidad para
VPH.

3.- La elevada prevalencia de HLA-DQB1*030101 en la poblacion mexicana
con verrugas vulgares fue distinta a la reportada en otras poblaciones con
infecciones de piel por VPH.

4.- El Haplotipo registrado con mayor frecuencia fue el DQA1*030101-
DQB1*030101, diferente al encontrado en estudios previos de verrugas
cutaneas

10. PERSPECTIVAS

Estudiar en esta misma poblacion si existe susceptibilidad genética con otros
HLA-DR aparte del DR4 vy tipificar el VPH por medio de los bloques de

parafina ya existentes.
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Anexo 1

Secretaria de Salud. Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzalez"
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud,
Titulo Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos CAPITULO I
Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En toda investigacion en la que el ser humano sea
sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de
sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacién se consideré como riesgo minimo
de acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el
Articulo 21:

Se me ha explicado que padezco de verrugas virales cutdneas (mezquinos) y que se me
propone participar en el proyecto para estudiar si hay algun factor hereditario que
predisponga el desarrollo de mis verrugas.

Se me ha informado que se tomara una muestra de sangre de 10 ml, esta toma es adicional
al estudio que requiere mi enfermedad. Ademas se me tomara biopsia por rasurado de la
verruga.

Se me explicd que la toma de sangre de 10 ml (una jeringa pequena) y el rasurado de la
verruga pueden dar como resultado moretones, sangrados e infeccion, estos se resolveran
con las indicaciones del médico en término de una o 2 semanas.

Los resultados de este estudio ayudaran a determinar si hay algun factor hereditario que
predisponga el desarrollo de mis verrugas.

Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el
estudio y mi participacion.

Se me aclaré que esto no sevird para cambiar el diagndstico clinico o el tratamiento, sélo
para conocer mas su frecuencia. Puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin
que ello afecte mi atencion de parte del médico o del hospital.

Autorizo la publicacion de los resultados de mi estudio a condicién de que en todo momento
se mantendra el secreto profesional y que no se publicard mi nombre o revelara mi
identidad.

Los estudios de laboratorio que se practicaran seran cubiertos por los Departamentos de
Dermatologia y de Biologia Molecular e Histocompatibilidad.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez
que se me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el
proyecto, acepto participar en el estudio titulado:

Verrugas cutaneas causadas por VPH asociadas a alelos del HLA DQ en poblacién mexicana
que acude a la consulta externa de Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del Investigador
0 responsable legal Responsable
Nombre y firma del testigol Nombre y firma del testigo2

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacion o de su representante legal y el otro en poder del investigador.
Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Octavio Sierra Martinez, Presidente de
las Comisiones de Etica y de Investigacion al (01 55) 4000-3000 Ext. 3218.
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Anexo 2

Secretaria de Salud. Hospital General *'Dr. Manuel Gea Gonzalez™
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud,
Titulo Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacién en Seres Humanos CAPITULO I
Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En toda investigacion en la que el ser humano sea
sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de
sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacién se consideré como riesgo minimo
de acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el
Articulo 21 vy Capitulo III de la investigacion en menores de edad. Articulo 34 a 39:
A mi tutor o responsable del menor de edad
se me ha explicado que éste padece de verrugas virales cutaneas
(mezquinos) y se me propone participar en el proyecto para estudiar si hay algun factor
hereditario que predisponga el desarrollo de sus verrugas.
Se me ha informado que se le tomara una muestra de sangre de 10 ml, esta toma es
adicional al estudio que requiere mi enfermedad. Ademas se le tomara biopsia por rasurado
de la verruga.
Se me explicd que la toma de sangre de 10 ml (una jeringa pequefa) y el rasurado de la
verruga pueden dar como resultado moretones, sangrados e infeccion, estos se resolveran
con las indicaciones del médico en término de una o 2 semanas.
Los resultados de este estudio ayudaran a determinar si hay algun factor hereditario que
predisponga el desarrollo de las verrugas.
Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el
estudio y mi participacion.
Se me aclaré que puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin que ello afecte mi
atencion de parte del médico o del hospital.
Autorizo la publicacion de los resultados del estudio a condicion de que en todo momento se
mantendra el secreto profesional y que no se publicara el nombre o revelara la identidad del
menor.
Los estudios de laboratorio que se practicaran seran cubiertos por los Departamentos de
Dermatologia y de Biologia Molecular e Histocompatibilidad.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez
que se me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el
proyecto, acepto participar en el estudio titulado:

Verrugas cutaneas causadas por VPH asociadas a alelos del HLA DQ en poblacién mexicana
que acude a la consulta externa de Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”

Nombre y firma del tutor o Nombre y firma del Investigador
o responsable legal del paciente

Nombre y firma del testigol Nombre y firma del testigo2

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacion o de su representante legal y el otro en poder del investigador.

Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Octavio Sierra Martinez, Presidente de
las Comisiones de Etica y de Investigacién al (01 55) 4000-3000 Ext. 3218.
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Anexo 3

Cuestionario

No.

Fecha:

Nombre: Registro:

Edad: Sexo: Ocupacion:

Originario y residente: Tel:

Antecedentes familiares de verrugas virales en piel:

Tipo de lesiones:

Sitio de las lesiones:

Tiempo de evolucion:

Tratamiento:

Cuadros previos (numero y tiempo de evolucién):

Tratamientos previos:

Enfermedades concomitantes:

Resultados: Comentarios:
HLA DQA1 HLA-DQB1
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