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INTRODUCCION

La Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR) es causado por el Virus del Papiloma
Humano (VPH) esta enfermedad es caracterizada por una proliferacion de mudltiples
papilomas en el tracto respiratorio con tendencia a la recurrencia. Afecta a los individuos
de todas las edades con una variada evolucion clinica, dependiendo en la edad que inicien
los sintomas, se clasifica en Papilomatosis Respiratoria Recurrente Juvenil (PRRJ) y

Papilomatosis Respiratoria Recurrente del Adulto (PRRA)"

La PRRJ es el tumor laringeo benigno mas frecuente en la edad pediatrica®. Durante las
ultimas dos décadas, la incidencia y prevalencia se han mantenido relativamente
constantes con una variabilidad menor al 0.01%?3. Es por esto que la incidencia estimada

de Papilomatosis laringea es 4 por 100,000 en nifios y 2 por 100,000 en adultos?.

Entre los factores de riesgo para desarrollar PRRJ esta la transmisién vertical de madres
infectadas que contagian al nifio ya sea prenatal o perinatal, parto por via vaginal, ser
primogénito y edad materna®. En la mayoria de los nifios la manifestacion inicial de la
enfermedad ocurre entre los dos y cuatro afios de edad, siendo los cambios de la voz el
sintoma inicial, el crecimiento progresivo de las lesiones da lugar a la obstruccién de la via

respiratoria, provocando disnea y estridor®.

El lugar mas frecuente afectado es la laringe, especificamente en la porcion membranosa
y en aproximadamente el 30% de los casos estas lesiones se pueden encontrar en sitios
extralaringeos, en particular la cavidad oral y traquea. Las lesiones Papilomatosis pueden
ser sésiles o pediculadas y con frecuencia parecen racimos exofiticos®*®

El VPH es un virus encapsulado de doble cadena de ADN que infecta el epitelio cutaneo y
mucoso, es causante de multiples lesiones desde tumores benignos, como verrugas
genitales y lesiones verrucosas en la via aérea hasta enfermedades malignas como cancer

anogenital’.

Hay aproximadamente 8000 pares de bases en el genoma del VPH y estan divididos en 3
regiones, 6 regiones tempranas (Early Region siglas en ingles, E1, E2, E3, E4, E5 y E6), 2
regiones tardias (Late, L1y L2) y region larga de control (LCR). De acuerdo a su asociacion
con el cancer, se clasifican en bajo (VPH-6 y VPH-11) o alto riesgo (VPH-16,18). EI VPH

infecta preferentemente a las células basales mitdéticamente activas a través de
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microdesarreglos en el epitelio mucoso y cutaneo. El ciclo replicativo viral se sincroniza con
el programa de diferenciacion epitelial uniéndose a los factores de transcripcion celular por

medio del LCR en las diferentes capas epiteliales®®.

Ha sido propuesto que la variabilidad de la severidad de la enfermedad es de acuerdo al
subtipo de VPH, esto esta relacionado con la edad y la habilidad que tenga el sistema
inmune en combatir con los diferentes oncogenes del VPH. Buchinsky'' et al. asociaron
intervalos cortos de cirugias en pacientes con el serotipo VPH-11 comparado con el serotipo
VPH-6'""" asociandose también a un alto nivel de E6 y E7 en VPH-11"2. Adicionalmente si
el paciente se diagnostica antes de los 24 meses de edad tendra mas niveles de E7

independientemente del subtipo viral'.

Se estima que 1% de la poblacion general tiene presente los subtipos VPH-6 y VPH-11 en
el epitelio laringeo, pero una pequefa fraccion de estos llega a exponer y desarrollar
lesiones papilomatosas, esto puede ser debido a variacién y susceptibilidad del sistema

inmune’®.

La respuesta inmunoldgica de la laringe juega un papel critico en la adquisicion de la
infeccion por VPH y la formacion de papilomas. Su localizacion en la union entre el tracto
respiratorio y digestivo, hace que la laringe sea un punto para mediar la tolerancia
inmunoldgica y la activacion inflamatoria en respuesta a los patégenos que pasen por esta
via™,

Los pacientes con PRRJ presentan niveles altos de linfocitos T CD4+ que expresan
citocinas Th2. El aumento de estas citocinas Th2, suprime la produccion de interferon gama
(IFN-y), lo cual evita que se elimine el VPH'. Las células laringeas infectadas, sobre
expresan el Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR, por siglas en ingles) y
€S0 causa una respuesta proinflamatoria con la formacién subsecuente de papilomas. Por
esto es evidente que la respuesta inmune del tejido laringeo y la susceptibilidad del sistema

inmune contribuye a la formacién de papilomas’®.

El diagndstico de laboratorio de la infeccion por VPH depende de técnicas moleculares
como la hibridacion del ADN o la amplificacion de acido nucleicos. La técnica de

amplificaciéon de acido nucleicos por fluorescencia en tiempo real, demostré ser altamente
b



sensible, rapida y eficiente. Pero actualmente la mas utilizada es la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), esta puede distinguir secuencias
estrechamente relacionadas sobre la base de la amplificacion seguida de analisis de la
temperatura de fusion del ADN y puede utilizarse para deteccion e identificacion de diversos
tipos de VPH'"'®, El aporte de estas pruebas a la cinica es que con la identificacion

temprana del subtipo viral se podria determinar el probable prondstico de la enfermedad °.

El pronodstico de la enfermedad puede variar desde cuadros leves a severos. Algunos nifios
experimentan sintomas menores con remision y recuperacién espontanea al llegar a la
pubertad mientras que otros quieren multiples cirugias durante toda la edad pediatrica®.
Aunque la PRRJ es fundamentalmente benigna, una transformacion malginapuede ocurrir

en menos del 1%?2"

Actualmente no existe un tratamiento curativo, el manejo esta basado en tratamiento
sistémicos y resecciones quirurgica repetitivas con el objetivo de permeabilizar la via aérea
y mejorar la calidad de la voz?. Otras opciones de tratamiento utilizadas son la terapia
adjuvante y la vacunacion, la cual han demostrado una disminicién de los cuadros de

severidad y recurrencia®®.



ANTECEDENTES

Dentro de las patologias pediatricas mas frecuentes de la via respiratoria, se encuentra La
Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR) ésta es considerada la tumoracion laringea
de caracteristicas benignas mas comun la edad pediatrica y la segunda causa de disfonia

2324 " El Virus del Papiloma Humano (VPH) esta establecido con el agente

en la infancia
etiologico de la PRR con predileccion por de la mucosa de la via aerodigestiva desarrollando
asi lesiones con caracteristicas exofiticas de apariencia verrucosa®. Este virus pertenece
a la familia papovaviridae constituida por un grupo de virus ADN epiteliotrépicos con gran
afinidad por 6érganos tubulares en contacto con el exterior tales como fosas nasales, cavidad
oral, faringe, laringe, traquea, bronquios, es6fago, vagina, etc®. El VPH esté clasificado en
dos grupos, los de alto riesgo de malignidad (VPH-16, 18 y 31) y bajo riesgo (VPH-6 y 11),
los de bajo riesgo son los que causan lesiones benignas, de estos ultimos subtipos, la
variante VPH-11 es considera la mas agresiva por presentar mayor riesgo de recurrencia y

esta establecido en que a menor edad de presentacién peor evolucion clinica?’%.

Esta enfermedad tiene una presentacion bimodal, en menores de 12 afios también conocida
como Papilomatosis Respiratoria Recurrente Juvenil (PRRJ) y la que se presenta en la edad
adulta, Papilomatosis Respiratoria Recurrente del Adulto — (PRRA, 20-40 afios)®:
Clinicamente presenta un curso variado, la manifestacion clinica dependera de la
localizacion y progresion de las lesiones, siendo estas mas comunes en la laringe
especificamente en la porcion membranosa de los pliegues vocales, iniciando con cambios
de la voz y posteriormente a medida que van creciendo éstas pueden causar obstruccién
de la via aérea requiriendo de forma inmediata tratamiento quirtrgico®. Aun no se
comprende en su totalidad el porque algunas personas se mantienen asintomaticos o con
sintomas leves sin la necesidad de multiples intervenciones mientras que otros son
afectados de forma recurrente con multiples episodios de obstruccion respiratoria y con
diseminacion de la enfermedad mas alla de la laringe dejando secuelas significativas,
aunque ya existe postulados que puede deberse a las interacciones del sistema
inmunoldgico®'*2. Las prevalencias reportadas son muy variables ya que estas dependen
de la edad de presentacion, pais y nivel socioeconémico®. En un estudio publicado por

|34

Pefialoza-Plascencia et al.”* estima que la incidencia de PRR en la poblacién pediatrica en
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México es de 3870 casos por afio, en Estados Unidos se estima una incidencia de 80 a
1500 casos por afio®. Campisi en Canada desarrolla una base de datos para PRR juvenil
definiendo una incidencia de .24/100,000 habitantes, asi como una prevalencia de
1.11/100,000 habitantes®. Derkay y cols describen una incidencia de Papilomatosis
subdividida en sus grupos de presentacion juvenil y adulta, siendo de 4.3/100,000 y
1.8/100,000 respectivamente®. Se ha encontrado una disminucion de la incidencia desde
la introduccién de la vacunacion (Gardasil, Merck), el propésito fue el de prevencion del
cancer cérvico uterino y de los resultado mas prometedores se presentd en Australia donde
la vacuna fue incorporada al programa nacional de vacunacion y en 5 afios desde su
introduccion (2007) se observd una reduccion de la incidencia de 0.16 a 0.02/100,000
habitantes con solo 15 nuevos casos a nivel nacional en ese periodo de tiempo, resultados
similares son esperados en Estados Unidos y Canada®. La etiologia de la PRR en el nifio
es generalmente debida a la transmision del virus durante la gestacion o a través de la
exposicion al virus durante el transito del nifio por el canal de parto al nacimiento, de
acuerdo a un estudio de casos y controles en nifios daneses el riesgo de PRR aumenta 231
veces mas (OR 231 95% CI, 135.5 — 395.3) cuando la madre tiene condiloma genital
durante el parte y esto se duplica cuando el parto demora mas de 10 horas®. La causa
infecciosa como etiologia primaria de las verrugas en nifos fue identificada desde el siglo
19y los principales estudios que usaron la técnica molecular de hibridacién fue a finales de
la década del 1970 y para la época de 1980 se observé como el VPH era causante de la
PRRJ y posteriormente en ese mismo periodo se identificaron los subtipos de VPH (6, 11)
mas frecuente en la poblacion pediatrica y en los siguientes afios se detectaron nuevos
subtipos de VPH(13,39,40 y 56) *>** . Los subtipos VPH-6 y VPH-11 se han encontrado que
participan en el 95% de las infecciones de PRR, el otro 5% es de los subtipos VPH
16,31,33,35 y 39, el subtipo VPH-11 esta asociado a mayor riesgo de severidad,
presentacién a temprana edad, mdultiples intervenciones quirurgicas y peor calidad de
vida®®. Se ha demostrado la presencia de multiples infecciones de VPH, en el estudio
publicado por Azzimonti et al*® de dos a tres tipos de VPH en el 60% de 28 lesiones VPH
positivas. Nicollas et al*’ reporté un caso de PRR en una paciente de 11 afios edad con que
también presento coinfeccion con VPH-6 y VPH-16. El riesgo de malignidad en la poblacion
pediatrica es raro, Derkay reportd 13 casos de transformacion maligna en un total de 1193
pacientes (<1%), este porcentaje aumenta en la poblacion adulta ®*%. Actualmente no existe
un tratamiento curativo, el manejo esta basado en tratamiento sistémico y multiples

resecciones de las lesiones con el objetivo de permeabilizar la via aérea*. La cirugia es la
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opcion terapéeutica mas empleada hoy en dia y de estas existen diversas técnicas
quirurgicas para el mejor manejo de las lesiones y evitar su propagacion en tejido sano, asi
como para la prevencion de complicaciones que puedan alterar los principios viscoelasticos
de los pliegues vocales generando como efecto adverso empeoramiento de disfonia,

sinequias gldticas, etcétera 2

Otras de las opciones terapéuticas empleadas es la
administracion del tratamiento adyuvante siendo este utilizada debido a la naturaleza de la
enfermedad por su alta recurrencia. Alrededor de un 20% de los pacientes con PRR seran
candidatos a uso de terapias adyuvantes. Las indicaciones para esta terapia han sido
establecidas cuando existen mas de 4 cirugias al afo, crecimiento acelerado de las lesiones
que causen compromiso ventilatorio, sitios extralaringeos de diseminacion de las lesiones.
A pesar de la utilizacién en conjunto de estas terapias no se ha logrado erradicar esta

enfermedad®°.
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MARCO TEORICO

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma humano (VPH), se clasifica dentro de la familia Papillomaviridae.

Medicamente el VPH se ha clasificado en dos tipos de acuerdo con su funcion®':

A) El tipo de tejido que infecta, se ha clasificado en dos grandes grupos:
I) los que infectan a la piel y Il) Aquellos que infectan a las mucosas, los cuales pueden
infectar principalmente al tracto genital y ocasionalmente al tracto respiratorio, a la cavidad

oral 0 a la conjuntiva®".

B) Su capacidad para transformar a la célula infectada, VPH de bajo riesgo, cuando
presentan la capacidad de inducir unicamente una neoplasia leve (NIC 1); y VPH de alto
riesgo, que puede provocar, ademas, una neoplasia de moderada a severa y promover el

desarrollo de cancer cervical invasivo®'.

Mas de 100 genotipos de VPH han sido identificados. Debido a que resulta dificil para crecer
in vitro, la mayoria de estos virus fueron identificados por clonacion directa de su ADN en
plasmidos bacterianos, seguido por analisis de secuencia de nucleétidos. Se consideran
diferentes genotipos de VPH si las secuencias nucleotidicas de regiones especificas del
ADN viral (genes L1, E6, y E7) difieren en mas de 10%°2.

En la Tabla 1 se muestran los genotipos virales mas comunes asociados a distintos tipos

de lesiones.
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Tabla 1. Lesiones causadas por los diferentes tipos de virus de papiloma humano®' .

Grupo

Tipo de lesion

Sitio de infeccion

Genoipos de VPH

Lesiones predominantemente malignas

Cutaneo  de | Verrugas comunes Piel, en varios sitios 2,4
bajo riesgo
Verrugas plantares y palmares Manos y pies 1,2,3
Verrugas “de los carniceros” Manos 7
Verrugas planas Piel, en varios sitios 3
Mucosa de | Verrugas de los genitales Cuello uterino, varios | 6, 11
bajo riesgo “condilomas acuminados” sitios
Papiloma Laringeo Juvenil Laringe 6, 11
Cutaneo Verrugas planas Piel 10
Epidermodisplasia verruciforme Piel, en varios sitios Muchos genotipos,
tales como 5, 8, 9, 10,
12,14, 15, 17, 19-29
Lesiones malignas o con potencial maligno
Mucosa alto | Papulosis Bowenoide Vulva, pene, ano 16
riesgo
Lesiones intraepiteliales | Cuello uterino, pene, ano = Muchos genotipos,

premalignas y malignas

tales como 16, 18, 31,
39-45, 51-56

Papiloma/ carcinoma

Laringe

16
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Caracteristica

Los viriones del VPH son icosaédricos, no presentan envoltura y miden 55 nm de diametro.
La capside esta constituida por 72 capsémeros (60 hexaméricos + 12 pentaméricos) de la
proteina L1 que es la mas abundante. No contiene lipidos ni carbohidratos. Dentro de la

capside se encuentra el material genético, el cual es ADN de doble cadena circularizado®?.

El tamafio del genoma de VPH oscila entre 6800 y 8400 pares de bases (pb) EI ADN
constituye aproximadamente el 10-13% del viridon en peso. El contenido G+C es 40-60%. y

se encuentra asociado con las histonas H2a, H2b, H3 y H4 del hospedero .

Genoma y proteinas virales

Contiene ocho marcos de lectura abiertos (ORF’s), divididos en tres regiones . La regién
reguladora (LCR), cuya funcion es regular la transcripcion de los genes E6 y E7. La region
temprana (E), que contiene seis ORF’s (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), que codifican para
proteinas no estructurales relacionadas en la replicacion y oncogénesis, y la region tardia

(L) que codifica para las proteinas estructurales L1y L2 de la capside viral *°.

Se sabe que los mMRNAs del virus del papiloma son transcritos a partir de sélo una de las
cadenas de ADN. Varias regiones codificantes de proteinas se superponen, lo que permite
el uso eficiente de un genoma pequefio®. Una breve descripcion de la funcion de cada gen

viral se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Funcién de las proteinas del virus de papiloma humano %!

Gen Funcion

E1 | Gen mas conservado entre los diferentes VPH, codifica para una fosfoproteina de
86 kDa. Presenta actividad de helicasa y ATPasa. Es esencial para la replicacion

y transcripcion.
E2 | Codifica para una proteina de 50 kDa. Esencial en la replicacion y la transcripcion.

E4 | Se expresa abundantemente en los estratos espinoso y granuloso en una infeccion
productiva. Permite el ensamblaje y la liberacién de los viriones, asi como la

regulacion de la expresion genética

E5 | Codifica para una proteina hidrofébica de 10 kDa. Es la principal proteina

transformante de los oncogenes virales E6 y E7 y evade el sistema inmune.

No estructurales

E6 | Codifica para una proteina de 150 aminoacidos. Se une y degrada a la proteina

supresora de tumor p53 evitando asi la apoptosis.

E7 | Codifica para una proteina de 21kDa. Induce a la célula a proliferar y logra esto

interactuando con el antioncogén celular retinoblastoma (RB),

L1 Gen altamente conservado entre los distintos VPH. Representa mas del 90% de

las proteinas de la capside. Es el receptor que interactia con la célula hospedera.

L2 | Gen relativamente conservado, componente menor de la capside.

Estructurale
s

Célula blanco y tropismo viral

Los VPH infectan a las células del estrato basal de un epitelio simple y estratificado, lo que
le permite infectar a cualquier érgano que contenga dicho tipo de epitelio, es decir, puede
infectar piel, mucosa oral, laringe, traquea, mucosa nasal, senos paranasales, mucosa
bronquial y mucosa esofagica. El VPH infecta a las células del estrato basal, porque,
ademas de presentar al receptor especifico, también poseen la capacidad de diferenciarse,
ya que el ciclo viral depende completamente de la maquinaria celular de sintesis de ADN y
del proceso de diferenciacion celular para expresar sus genes tardios. La célula blanco de
VPH se localiza en la capa mas profunda del epitelio estratificado, por lo tanto, el virus no

puede infectar a un epitelio estratificado, a menos que esté presente microlesiones que

14



expongan al estrato basal o que presente una zona de transicién (ZT), que es un epitelio

inmaduro estratificado en transicién a un epitelio simple®'.

El fuerte tropismo de VPH es el resultado de varios factores: 1) infecta Unicamente a células
epiteliales que tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse; 2) estas células deben
presentar el receptor y correceptor celular especificos y 3) los mecanismos de regulacion

transcripcional principalmente®’.

Ciclo replicativo

Unién, penetracion y desnudamiento. La union de los viriones a la superficie celular esta
mediada por la proteina L1 que interactia con el receptor primario heparan sulfato y
posteriormente con los correceptores sindecano 3, integrinas a6/ 1 o a6/p4 cuya expresion
se da unicamente en el estrato basal del epitelio. Una vez que el virus interactua con su
receptor, se inicia el proceso de endocitosis y se lleva a cabo el transporte del ADN viral al

nucleo, los mecanismos aun se desconocen .

Transcripcion. Cuando el genoma viral llega al nucleo celular los primeros genes en
expresarse son E1y E2, posteriormente se expresa E6 y E7. El genoma viral se establece
como un plasmido a bajo numero de copias, se amplifica inicialmente a una concentracion
de 50 a 100 copias por célula. Esta concentracion de episomas de ADN viral se mantiene
por una replicacion limitada (replicaciéon de mantenimiento). A medida que las células se
mueven hacia las capas externas de la epidermis y se diferencian, tiene lugar la replicacion

productiva del genoma viral a miles de copias por célula *.

A medida que las células infectadas se dividen, el ADN viral se distribuye entre ambas
células hijas. Una de las células hija migra lejos de la capa basal e inicia un programa de
diferenciacién. La otra célula hija continta dividiéndose en la capa basal y proporciona un
depdsito de ADN viral para otras divisiones celulares. Dado que la produccién de VPH esta
restringida a células suprabasales, las células de la capa basal no son lisadas por la

produccion de viriones, pero contintan proliferando® .

En la capa suprabasal se expresan los genes E1, E2, E5, E6 y E7 que inducen la

proliferacion celular, para aumentar la produccion viral. En las células mas diferenciadas se
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expresa E1y E2, ademas inicia la expresion de E4 y E5 que participan en la liberacion del
virion, mientras que inicia la transcripcion de los genes de la capside L1 y L2, para el
ensamblaje y liberaciéon de los viriones. En el estrato granuloso se presentan células

vacuoladas o “koilocitos” que expresan abundantemente la proteina E1y E2 %3,

Ensamblaje y liberacion. En los coilocitos se lleva a cabo el ensamblaje de los viriones y
cuando las células llegan al estrato cérneo, por descamacién se desprenden y se liberan

los viriones (Figura 6)°".

Patologia viral

La infeccion latente se da después de la inoculacion. El virus esta presente en las células,
pero no manifiesta signo citopatico. El genoma viral se replica solo cuando la célula basal
infectada se divide y lo hace en forma auténoma, siendo distribuido en forma homogénea
en las células hijas y manteniendo un bajo nimero de copias. En la infeccion productiva el
virus comienza a replicarse en forma independiente de la division celular y produce un alto
numero de copias mediante la expresion de los genes tempranos en la capa basal del
epitelio. El ensamblado de los genomas y las capsides da lugar a los viriones, por lo que
esta forma de infeccion resulta altamente transmisible. La infeccion productiva se manifiesta
morfolégicamente con la aparicion de los signos citopaticos caracteristicos de VPH:
coilocitos (células vacuoladas), hiperplasia, acantosis y disqueratosis; y clinicamente con el

desarrollo de las lesiones proliferativas *.

Respuesta inmune

La respuesta inmune se inicia en promedio 3 meses después de haber comenzado una
infeccion productiva, aunque puede ser mucho mas rapida o nunca ocurrir (Tabla 5). En los
casos de lesiones persistentes, las células dendriticas estan disminuidas y la actividad de
las células NK, CD4, macrofagos y neutréfilos esta afectada. La produccion disminuida de
interferon gamma e Interleucina 2 ha sido detectada en condilomas persistentes. La
respuesta inmune normal ocurre en forma natural en el 20-30% de las personas infectadas,
conduciendo a la eliminacion de la lesion. Aproximadamente un 20% de las lesiones no

generan una respuesta inmune y se hacen refractarias a los tratamientos convencionales.
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Los agentes inmunomodulares pueden ayudar a estimular y los tratamientos de reseccion

pueden reducir el volumen de la lesion 8.

Tabla 3. Algunas razones por las que el Virus de Papiloma Humano es un débil inmunégeno®'.

e VPH es un virus de ADN de doble cadena que no presenta ningun intermediario de RNA de doble

cadena, evitando asi desencadenar una respuesta inmune innata.

e VPH no codifica para ninguna proteina secretada y consecuentemente no es presentado por células

infectadas

e Las proteinas virales no estructurales se expresan en bajos niveles, comparadas con proteinas mas

inmunogénicas de otros virus.
e VPH unicamente infecta a células epiteliales.

e Durante la infeccion VPH induce la proliferacion celular y no lisis celular, evitando generar sefiales

de dafo celular y liberacidon de antigenos para no desencadenar una respuesta inmune innata.

e Lainfeccién con VPH no presenta una fase de viremia.

Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR)

La Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR) es una enfermedad causada por el Virus
del Papiloma Humano (VPH). Se caracteriza por una proliferacion de multiples papilomas
en el tracto respiratorio con tendencia a la recurrencia comprometiendo a los individuos de
todas las edades con una variada evolucion clinica. La PRR se clasifica en Papilomatosis
Respiratoria Recurrente Juvenil (PRRJ) y Papilomatosis Respiratoria Recurrente del Adulto

(PRRA) dependiendo la edad en que inicien los sintomas’.
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Factores de Riesgo

El VPH puede ser adquirido por vias no sexuales, y una de ellas es la transmision de madre
a hijo durante el periodo perinatal. Esta transmisién vertical de VPH, presumiblemente, se
puede producir cuando el feto pasa a través del canal de nacimiento infectado o por la
infeccion ascendente, especialmente después de la ruptura prematura de las membranas

amnioticas®®.

Se ha demostrado la presencia de VPH en el liquido amnidtico, en las membranas fetales,
en los aspirados nasofaringeos de nacidos por cesarea y en la sangre del corddn lo que
sugiere que la contaminacién de VPH ocurre antes del nacimiento (intrauterina) por via
transplacentaria. Las implicaciones de estas observaciones todavia no se han establecido
claramente. La no concordancia de VPH tipo especifico entre la madre y el recién nacido
parece sugerir la existencia de otras vias de transmision, como por fomites (instrumentos
contaminados), el contacto entre el nifio y las personas (interfamiliares, amigos) >°.

El modo del parto, el orden de nacimiento y la presencia o estatus del VPH genital estan
asociados a la transmision VPH. Existen reportes entre la asociacion del condiloma genital

J10,11

activo durante el canal de parto y las primiparas en el desarrollo de PRR . De acuerdo

a un estudio Danés de casos y controles de 3033 nacimientos, el riesgo de desarrollar PRRJ

es 231 veces mas probable si hay presencia de condilomas durante el canal de parto y este

6061 No esta claro si la cesarea seria

|62

riesgo se doblega si el parto demora mas de 10 horas

un factor protector, pero lo demostrado por Wiatrak et al®? y Silverberget al®® '® es que
ambos notificaron que el parto por cesarea presentaba una evolucion clinica mas severa

en los pacientes con PRRJ.

Existe relacion entre el numero igual o mayor a tres parejas sexuales como factor de
riesgo para desarrollar VPH laringeo ®*. El estatus socioecondmico como factor de riesgo
para el desarrollo de la PRR-J no ha demostrado ,hasta los estudios recientes, una

correlacion con la severidad de la enfermedad®®.
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EPIDEMIOLOGIA

Numerosos estudios han realizado para dilucidar la verdadera incidencia de PRR. La
incidencia varia de acuerdo a los factores de riesgo como la edad de presentacion y
localizacion geografica®®. Se estima que alrededor de 20 millones de personas en el mundo
estan infectadas con VPH. Para conocer la epidemiologia del VPH en México se realizé un
estudio estadistico de 13 afios, (2000 -2012); la informacién se obtuvo del Sistema Unico
de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica (SUIVE) en donde se observa un
incremento (Figura 1). En el 2000 la incidencia fue de 10.44 (10 393 casos) mientras que
para el 2012 el numero de casos es de (40 106) con una incidencia de 34.31 por cada 100
000 habitantes®®. La prevalencia por VPH mostro un ascenso del 26% en el periodo 2000-
2012.%6

La incidencia de la PRR en nifios se estima que es de 4.3 por cada 100 000 personas®’. Se
ha estimado que en los Estados Unidos ocurren 80 y 1500 casos nuevos de PRRJ de inicio
en la nifez cada afo,aunque la introduccién de la vacuna contra el VPH parece ser
drasticamente disminuyendo el numero de casos nuevos en los Estados Unidos y en el

extranjero®5°7°,
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Patogenesis de la Papilomatosis Respiratoria Recurrente

El Virus del papiloma humano inicialmente infecta a las células basales de la capa epitelial
de la regidon mucosa o cutanea por medio de una minimo excoriacion. Subsecuentemente
esta infeccion activa el factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF,
siglas en ingles) y desactiva varias proteinas supresoras tumorales, culminando en
proliferacion celular y diferenciacion epitelial. Este mecanismo resulta en lesiones exofiticas
de apariencia de “hojas de coliflor’. Estas lesiones ocurren con mayor frecuencia en zonas
de transicion entre el epitelio escamosos y epitelio columna-ciliar "’> Los papilomas
aparecen como nodulos individuales o multiples. Los nddulos aparecen como lesiones
exofiticas, sésiles o lesiones pedunculadas, generalmente limitada a la laringe, pero con
bastante frecuencia afecta a las cuerdas vocales, bandas ventriculares, subglotis y cara
laringea de la epiglotis . Sin embargo, pueden producirse en cualquier parte de la via

aerodigestiva y extenderse al arbol traqueobronquial y parénquima pulmonar’.

El compromiso de la via aérea distal ocurre en solo 2-5% de los pacientes con papilomatosis
laringea y el parénquima pulmonar se ve afectado en aproximadamente el 1% de los

casos’>™*

. Se han propuesto varias hipétesis para explicar la extension distal de la
papilomatosis laringea, como la extensién de papilomas por contiglidad, contaminacion
viral difusa y factores iatrogénicos, como por laringoscopia, broncoscopia y
traqueotosmia’®™*. Los factores de alto riesgo para la propagacion de RRP hacia el tracto
respiratorio inferior incluyen infeccién por VPH-11, edad <3 afos, traqueostomia realizada

para evitar la obstruccion de las vias respiratorias y procedimientos invasivos 2.

Aunque ocurre raramente, la PRR tiene el potencial de ser maligna, principalmente a
carcinoma broncogénico de células escamosas """2"°. Esto puede ocurrir décadas después
del inicio de la enfermedad, generalmente en pacientes con diseminacion previa al arbol
traqueobronquial "*. Ademas, la transformacion maligna rara vez ocurre en la laringe sin

afectacion de la via aérea distal’®. Las tasas de transformacion maligna son <1% en nifios
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y 3-7% en adultos "2. Los factores de riesgo incluyen infeccion con alto riesgo son el subtipo
de VPH (16 y 18), tabaquismo, radioterapia previa, toxicos como el consumo de drogas y
mutacion del gen p53 "7, Los subtipos 6 y 11 de VPH considerados ser de bajo riesgo, en
especial el subtipo 11 ha llegado a demostrar también el potencial de degeneracion maligna
8 La patogenia precisa de la transformacion maligna sigue siendo incierta. Sin embargo,
el poder oncogénico del VPH se ha atribuido a interferencia en el ciclo celular, que altera el

control de la diferenciacion ""27576,

Cuadro Clinico

La edad de aparicion de los primeros sintomas es muy variable, los pacientes generalmente
se presentan entre las edades de 2 y 6 afos, con una distribucion por sexos
aproximadamente igual, y algunos pacientes presentan recaidas en la adolescencia’’. Los
pacientes que se presentan a menor edad son aquellos relacionados con el subtipo VPH-

11 comparado con aquellos que tienen la enfermedad por VPH-6"".

La presentacion inicial de los sintomas es disfonia progresiva, seguida de estridor y
dificultad respiratoria, suele también aparecer otros sintomas inespecificos de las vias
respiratorias, tales como tos cronica, ronquera, sibilancias, cambios de voz, hemoptisis y
disnea crénica’". En los nifios, el perfil clinico caracteristico es la triada de ronquera

progresiva, estridor y dificultad respiratoria’.

Algunos pacientes presentan una remision espontanea, pero esto se produce en una
minoria de los casos. En la mayoria de los casos es agresivo, requiriendo multiples
tratamientos quirdrgicos y tratamiento adyuvante”’®. Debido a la inespecificidad de los
escenarios clinicos, la enfermedad puede imitar patologias laringeas y respiratorias
comunes tales como laringitis, asma, bronquitis, croup, por lo que es comun mal
diagnosticar esa enfermedad especialmente en los nifios y pudiendo retrasar el diagndstico

de 1 a 8 afios desde el inicio de los sintomas®®’".

La laringe es el sitio mas comun de afectacion, las primeras lesiones suelen aparecer sobre
el piso de los ventriculos o en las cuerdas vocales, bandas venrtriculares y cara laringea de
epiglotis®®. Otros sitios extralaringeos que pueden estar afectados incluyen la orofaringe,

nasofaringe, nariz, cavidad oral y pulmén, siendo la traquea el sitio extralaringeo mas
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comun®®. Esta diseminacion periférica puede provocar neumonia recurrente, atelectasia
obstructiva y degeneracion maligna, con sintomas que incluyen fiebre, tos, hemoptisis y

disnea progresiva®'.

Cuando el paciente se presenta con dificultad respiratoria causada por obstruccion de via
aérea causada por los papilomas a menudo se debe realizar una traqueostomia. Shapiro

12 sefialaron que estos pacientes tienden a ser mas jovenes y tener una enfermedad

et a
mas agresiva. Se ha documentado que la traqueotomia puede contribuir a la propagacion
de enfermedades en las vias respiratorias inferiores y que mas de la mitad de los pacientes

con pacientes desarrollar papilomatosis traqueal®84.

Diagnéstico

El diagndstico se realiza mediante la observacién directa de los papilomas, ya sea mediante
nasofibrolaringoscopia o laringoscopia directa. Con este estudio se puede determinar, la
localizacion, extension de las lesiones. Una vez identificadas las lesiones se plantea la toma
de biopsia para el estudio histopatoldgico el cual aportara a la confirmacién diagnéstica y
tipificacion del VPH®®.

Macroscépicamente los papilomas se observan como lesiones exofiticas, masas
pedunculadas que pueden ser Unicas o multiples. Histolégicamente los papilomas aparecen
como proyecciones de epitelio escamoso estratificado queratinizado, que cubre un nucleo
fibrovascular. Con frecuencia esta ausente la maduracién epitelial normal de los tejidos
epitelialesy se ve una zona basal hiperplasica. También suelen encontrarse disqueratosis
o paraqueratosis, asi como los coilocitos, que aparecen como células vacuoladas con un

citoplasma claro que indican papilomatosis®.

Existen también las técnicas de moleculares esas se usan para la deteccion vy tipificacion
de VPH, tales como reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y/o la hibridacion in situ (HIS)
estas pruebas son herramientas de gran potencial diagndstico y pronéstico. También se
recurre a ellas para determinar la presencia de virus en las lesiones premalignas o malignas

ya tratadas, lo cual constituye un factor de riesgo de recurrencia®.
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La hibridacién in situ (HIS) es una técnica de amplificacion que utiliza sondas de ADN
marcadas, complementarias a unas secuencias determinadas del ADN viral. La HIS ha
sido optimizada para poder llevar a cabo con material parafinado, en tanto que la PCR

cuenta con mayor eficacia al utilizarla sobre tejido fresco®.

La deteccion del genotipo viral por reaccion en cadena de la polimerasa(PCR), Con este
metodo se logra la amplificacion de un fragmento especifico de ADN a la multiplifacion
exponencial del mismo. Empleando cebadores genéticos especificos de los genotipos
virales 6, 11, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, y 66, y el cebador de albumina que
se encuentra en todos los individuos independientemente de la presencia o no de genotipos
de VPH. por lo que constituye un control interno de la reaccion. Es posible detectar mediante
esta manera un amplio espectro de VPH que habitualmente afectan el trato aerodigestivo.
El producto de esta amplificacion puede verse como multiples bandas en un gel de

Agarosa®.

Tratamiento

En cuanto se establece el diagndstico hay que hacer saber a los pacientes y sus familias
que no existe actualmente ningun tratamiento curativo de la papilomatosis laringea, que las
recidivas son practicamente constantes tras la excéresis de las lesiones y que la evolucion

de la enfermedad es muy variable®’.

La cirugia sigue siendo el pilar del tratamiento y el objetivo principal de esta es asegurar el
funcionamiento de la via aérea , mantener la calidad defonacion y preservarlas las
estructuras adyacentes®®. En formas leves debe preferirse un tratamiento lo menos enérgico
posible, para limitar los efectossecundarios y sus secuelas® . En las formas graves la
frecuencia de las cirugias es muy alta, incluso si la extensién y volumen de las lesiones son

grande habra que recurrir a traqueostomia®’.

La reduccion del volumen de los papilomas se puede realizar con técnica frias con el uso
de pinzas de copa, asi como también el uso de diferentes tipos de laser (CO2, KTP, PDL) y
microdebridador, la técnica empleada depende de la preferencia del cirujano y el
equipo/instrumento disponible*®. En paises en via de desarrollo la técnica fria puede ser

que sea la Unica herramienta disponible®°.
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El laser CO; tiene la particularidad de que selectivamente por disparos muy precisos llega
a vaporizar las lesiones sin afectar a los tejidos sanos. El microdebridador laringeo es una
alternativa al uso de laser, este equipo incorpora un dispositivo de succién que aspira los
papilomas y los desintegra, haciendo mas facil la remocién de estos ultimos. Este tiene la
ventaja que conserva mas los tejidos adyacentes, mejor preservacioén de la calidad de la

voz, menor costo y es Util en pacientes que requieren multiples cirugias®” %,

A pesar de la adopcién de nuevas técnicas y equipos quirdrgicos cada vez mas modernos,
complicaciones quirurgicas graves, como sinequias de la laringe y estenosis glética, todavia
ocurren, particularmente en pacientes que se someten a multiples procedimientos®.
Recurrencia de la lesion después de procedimientos quirurgicos es parte de la evolucion de

la enfermedad y se cree que el genoma viral persiste en los tejidos resecados’”.

Se han intentado todo tipo de tratamientos con fines curativos, entre estos esta el
tratamiento con coadyuvantes (Bevacizumab, Cidofovir) han mostrado resultados
prometedores en cuanto a mejoria de control de la papilomatosis, si bien ninguna puede
erradicar el genoma del VPH de los tejidos de mucosa®. Aproximadamente el 20% de los
pacientes con PRR requeriran tratamiento con coadyuvantes’'. Los criterios mas
ampliamente adoptados para iniciar la terapia adyuvante son la necesidad de 4
procedimientos quirurgicos por afo, rebrote rapido de la enfermedad , concompromiso de

las vias respiratorias o multiples diseminaciones distales de las lesiones papilomatosas®’.

El Cidofovir es un analogo de la citosina que bloquea la replicacién del ADN viral inhibiendo
el ADN polimerasa viral. Puede administrarse por via intravenosa, a través de
nebulizaciones o por inyeccion intralesional. En estudios prospectivos, La administracion
adyuvante de cidofovir intralesional ha dado lugar a la a la regresion total de las lesiones y
la reduccién de la frecuencia de procedimientos quirurgicos otroas han demotrasdo una
efectividad de un 50% en la remision de la enfermedad®°"%2, La administracién intralesional
tiene la ventaja de mantener los niveles plasmaticos por debajo del nivel de toxicidad con

la gran ventaja de no provocar efectos secundarios locales®®*2,

El bevacizumab es un anticupero monoclonal humanizado recombinante que bloquea la

angiogénesis al unirse e inhibir la actividad biolégica del factor de crecimiento del endotelio
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vascular®. La inyeccion intralesional ha demostrado prolongar los intervalos quirirgicos
mientras que la administracion sistemica demostrd beneficios en los casos con mayor

agresividad y compromiso pulmonar® %,

La vacunacion es prometedora para la reduccion de la incidencia de PRR, las vacunas
disponibles son la vacuna bivalente (Cervarix®), vacuna cuatrivalente (Gardasil®) y vacuna
novalente (Gardasil® 9), estas ultimas dos (Gardasil® y Gardasil® 9) protegen contra el
VPH-6 y VPH-11%. Dado la mayor incidencia de PRRJ en los paises en via desarrollo, la
introduccion de estas vacunas probablemente tendria un mayor impacto de la incidencia,
como lo observado en Australia, donse se observd una disminucion significativa en la
incidencia de PRRJ despues de introducir la vacuna cuatrivalente al programa de

vacunacion nacional’®.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) se considera la neoplasia laringea benigna
mas frecuente en la edad pediatrica, el curso de esta enfermedad es muy variable
presentado cuadros clinicos desde leves a severos. La Infeccion por el Virus del Papiloma
Humano es en la actualidad un problema de salud publica, si bien no resulta letal a corto

plazo trae como consecuencias lesiones de por vida.

Los estudios locales de la secretaria de salud en méxico plantean el crecimiento que ha
tenido esta enfermedad en los Ultimos afios®. Debido a la naturaleza de la enfermedad, los
pacientes afectados estan expuestos a pasar por recurrencias y multiples procedimientos
quirargicos, esto no solo afecta la calidad de vida del paciente, sino que también tiene un
impacto econdémico en la familia y el sistema de salud. El Hospital Infantil de México
Federico Gémez aun no dispone de bases estadisticas sobre Ia tipificacion de la PRR por
lo que con este trabajo plantea identificar y determinar el genotipo viral para asi relacionarlo
con la evolucién de la enfermedad. La importancia de este estudio es que sirva de base
comparativa para el manejo 6ptimo y educativo sobre el virus, de esta manera se ofrece

una sustentacion cientifica para la toma de decisiones.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el subtipo predominante de Virus de Papiloma Humano asociado a Papilomatosis
Respiratoria Recurrente en el Hospital Infantil de México Federico Gomez en el periodo
2010-20167
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JUSTIFICACION

El Hospital Infantil de México es de los principales centros pediatrico que se destaca por el
alto volumen de pacientes y el tratamiento de patologias con evoluciones complejas como
la papilomatosis respiratoria recurrente. Al servicio de Otorrinolaringologia de dicho hospital
se tratan los pacientes todo la Republica Mexicana y a pesar de lo raro que puede ser esta
patologia en otros centros hospitalarios, cada ano acuden varios pacientes con esta
enfermedad. Las consecuencias de la PRR radican en su alta recurrencia y las secuelas
respiratorias que esta podria dejar tales como la obstruccion de la via aérea la que pondria
en peligro la vida de estos pacientes y arriesgar mas su condicion de vida. El conocimiento
de los genotipos asociados a la PRR y las variables que influyen en esta patologia como la
edad de inicio de cada paciente podria ayudar a diferenciar entre la efectividad real de las
modalidades del tratamiento y el curso natural, como a predecir mejor el curso clinico de la
enfermedad.Es por lo anterior que es util investigar acerca de los genotipos de VPH que se
asocian a dicha patologia en la poblacion del HIM, existe escasa evidencia cientifica en los
articulos mexicanos sobre el subtipo viral , por lo que es necesario mas estudios acerca del

tema
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HIPOTESIS
Los subtipos mas frecuentemente encontrados seran el 6 y el 11, pero no se
descartar la participacion de subtipos de alto riesgo en los nifios diagndsticados con
papilomatosis respiratoria recurrene en el Hospital Infantil de México Federico

Gomez
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar vy tipificar el Virus del Papiloma Humano (VPH) en nifios con Papilomatosis

Respiratoria Recurrene

Objetivos especificos

1.

R e

Determinar la frecuencia de subtipos de VPH

Analizar bioinformaticamente las variabilidades esperadas para un ensayo RFLP.

Describir extraccion de ADN de tejidos incluidos en parafina.
Optimizar la PCR de punto final para la deteccion de VPH.
Optimizar las condiciones de restriccion de la ampliacion con la enzima Rsal.

Correlacionar los resultados obtenidos con los datos clinicos basicos
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METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
Diseino del estudio

Se realizé un estudio observacional, retrospectivo,transversal y descriptivo con el objetivo
de determinar la identificacion vy tipifacion del VPH en pacientes con papilomatosis

respiratoria recurrente.
Universo de trabajo
Material biolégico

Se conté con 11 muestras de tejido incluido en parafina de pacientes de 1 a 9 afios

recolectadas del 2010 al 2016 del Hospital Infantil de México Federico Gémez.
Criterios de inclusién

Pacientes con diagndstico previo de papilomatosis mediante analisis histopatolégico del

tejido o diagnastico clinico
Criterios de exclusion

Pacientes que no tengan diagnéstico previo de papilomatosis por histopatologia .
Criterios de eliminacion

Muestras insuficientes.
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Diagrama general de trabajo
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Recoleccion de muestras.

Se obtuvieron 11 muestras del departamento de patologia del Hospital Infantil de México
“Federico Gomez” con diagnostico histopatoldgico de papilomatosis. Se proporcionaron los
tejidos en el cubo de parafina los que se procedieron a cortar para obtener el tejido

necesario para hacer la desparafinacion y extraccion.

A partir del niumero de expediente de los pacientes se realizé un analisis de la historia

clinica.

Analisis bioinformatico de las variabilidades genéticas del producto amplificado y
analisis de los cortes con la enzima de restricciéon Rsal de los genotipos 6, 11, 16, 18,
31,33,35y 39.

De la base de datos del Gen Bank se obtuvieron los genomas completos de los genotipos
6,11, 16, 18, 31, 33, 35y 39, se realizaron las alineaciones mediante el programa CLUSTAL
OMEGA del Instituto Europeo de Bioinformatica. Donde se analizaron las variabilidades del
producto amplificado por los iniciadores CP para VPH, que amplifican un fragmento del gen
E1 (Tabla 1, ANEXO 1).

Para obtener el patrén de restriccion del producto amplificado se usé el programa NEBcutter
V2.0 de New England BiolLabs, donde se obtuvo el patrén de corte para cada
genotipo.(Tabla1, ANEXO 1)

Optimizacion de la desparafinacion y la extraccion de ADN a partir de tejidos

incluidos en parafina.

Las muestras de tejido se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL, se afiadié 1 mL de xilol
absoluto se homogenizo por inversion y se centrifugo a 8000 x g por 1 min. Se retiro el

sobrenadante y se adicionaron 500 uL de etanol absoluto, se agité por inversién y se
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centrifugd a 10000 x g por 1 min. Se repitieron estos pasos hasta que ya no se observaron

residuos de parafina.

La rehidratacioén del tejido se llevo a cabo mediante un gradiente de etanol 70 y 30%, y agua
inyectable estéril. Se adicionaron 500 puL de etanol al 70%, se homogenizo por inversién y
se centrifugo a 10 000 x g por 1 min, se retir6 el sobrenadante y se adicioné alcohol a la
siguiente concentracion. Se realiza esto con todas las concentraciones de etanol y al final

se realizaron varios lavados con agua destilada estéril para rehidratar por completo el tejido.

Una vez hidratado el tejido se adicionaron 200 pL de regulador de lisis ATL (QIAGEN, EUA)
y 200 uL de proteinasa K (AMRESCO, 20 mg/mL, EUA), se dejé en agitador térmico
(LABNET, Vortemp 56, EUA) a 90 rpm, 56 °C por 24 h.

Una vez digerido el tejido, la extraccion de ADN se llevo a cabo por el método de Boom®,
donde se adicionan 50 pL de regulador AT (QUIAGEN, EUA) y 100 uL de etanol absoluto
y se incubd a 56°C por 10 min, posteriormente se adicionan 100 uL de silica y se dejé
reposar 5 min a temperatura ambiente homogenizando continuamente. Pasado el tiempo
se centrifugd 2 min a 8000 x g y se elimino el sobrenadante, posteriormente se adicionarén
500 pL del regulador Aw1 (QUIAGEN, EUA) se homogenizé y centrifugd a las condiciones
ya mencionadas. Se decanté y adicion6 500 pL de regulador Aw2 (QUIAGEN, EUA) y se
repitid el mismo procedimiento. Posteriormente se realizaron dos lavados con 500 uL de
etanol absoluto, una vez realizado esto se adicionan 1000 uL de acetona absoluta, se
centrifugd y decantd, para secar la silica se colocé en un agitador térmico a 70 °C los tubos
destapados y revisé continuamente hasta que la silica se observé seca. Una vez que la
silica estuvé totalmente seca, se adicionaron 200 pL de regulador AE (QUIAGEN, EUA), se
centrifugd y recuperd el sobrenadante y se repetido el mismo procedimiento, pero con

regulador AE calentado previamente a 70°C. El sobrenadante recuperado se puso a secar.

Para confirmar la extraccion de ADN, se realizé una PCR para gen constitutivo humano
para el gen B-globina de 268 pb (Tablas 2y 3, ANEXO 2 Y 3).
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Desparafinacion y extraccion de ADN de los tejidos

Los tejidos se desparafinarén de acuerdo con el método estandarizado de Karlsen® y se
extrajo el ADN por el método de Boom®*®. Se corroboro la extraccion de ADN por PCR de

punto final para un gen constitutivo humano.
Optimizacion de PCR de punto final para la detecciéon de VPH

Para obtener el control positivo para la PCR, se propagaron células HeLa en medio MEM
al 5%, en una atmosfera de CO- del 5%. Una vez llegando a la confluencia se cosecharon
las células y se extrajo ADN por el método de Boom®. Se probaron las condiciones
descritas en el trabajo de Karlsen®® (Tabla 4, ANEXO 4) y dependiendo de las bandas

obtenidas se modificaron las condiciones.

Deteccion de la infeccion por VPH por PCR-RFLP

Con las condiciones ya estandarizadas se realiz6 la PCR de punto final con las muestras
para la identificacion molecular de VPH, se corrieron 10 uL del producto de PCR por

electroforesis en un gel de agarosa al 2% para observar las muestras positivas.

Una vez obtenidas las muestras positivas a VPH, el restante del producto de PCR se corrio
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% por una hora para su purificacion. Una vez
lograda la separacion del fragmento se corté la banda del gel y el fragmento se digirié con

yoduro de sodio para su posterior purificacion por el método de Boom.

Una vez obtenida la banda se realizo la restriccion con la enzima Rsal (Promega, EUA)
utilizando las siguientes condiciones: 10 uL del purificado, 10 U de enzima y regulador a 1X
llegando a un volumen final de 15 ulL, la mezcla de reaccion se incu6 a 37°C por 24 h. Para
observar el patron de restriccion se corrio el volumen total en un gel de agarosa de alta
fidelidad (AMRRESCO, EUA) al 5% con regulador TAE, tenido con SYBR (INVITROGEN,

EUA) a 110 V por 45 min, y se observo en un transiluminador de luz UV.
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Analisis bioinformatico.

Se realiz6 un coeficiente de similitud entre las bandas con el programa NTSYS 2.0 utilizando

un coeficiente de correlacién cofenetica, prueba de Mantel.

Operacionanilzacion de las variables

A continuacién, se expone la operacionalizacién de las variables que se estudiaron para
dar salido a los objetivos: Edad, Sexo, porcentaje de obstruccion, afios de tratamiento, sitio
anatémico, via de nacimientO

Variable

Edad diagnéstico

Sexo

Porcentaje de
obstruccion de Vvia
aérea

Anos de tratamiento

Sitio Anatomico

Via de nacimiento

Prueba PCR

Genotipos/Subtipos
virales

Tipo

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
nominal
dicotdmica

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Descripcion

Afos de vida cronolégicamente

Género del paciente/ Segun Sexo
biolégico

Dismincién de la luz glética o
reduccion del aérea glética

Tiempo mediante el cual recibi6 o ha
recibido tratamiento al momento del
diagndstico

Estructura  implicada con la
presencia de lesiones
papilomatosas

Via Vagingal: Es el paso del recién
nacido a traves del canal de parto,
desde el utero hasta el exterior

Cesarea: Es un procedimiento
quirdrgica que consiste en realizar
una incisién abdominal y uterina
para extraer al bebe.

Consiste en la amplificacion de un
fragmento especifico de ADN viral.
Empleando cebadores genéticos
especificos de los genotipos virales
6, 11, 16,18, 31, 33, 35y 39,

Informacion genética viral que se
detecten PCR, 6, 11, 16,18, 31, 33,
35y 39,

Unidad de medicion

Edad al momento del
diagndstico

Femenino/ Masculino

Porcentaje

Afos

Nariz
Faringe
Laringe
Esofago
Pulmoén
Vaginal

Cesarea

Presente

Ausente

Presente

Ausente
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Consideraciones éticas

Para realizar este estudio, se tuvo en cuanta los principios éticos, y el respeto a las personas
como rige una investigacion, no se reflejaron datos que puedan atentar contra la integridad
o autonomia de los pacientes, donde solo se tuvo acceso a la base de datos el autor y el
tutor de este proyecto, y la informacion solo se reveld en presentaciones relacionadas con

temas de fines médicos y de investigacion
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Analisis estadistico

Se realizé la captura de informacion mediante fuentes pasivas, donde se revisaran los
expedientes de cada paciente utilizando un modelo de recolecciéon de datos considerando:
nombres, género, edad al diagnostico, porcentaje(%) de obstruccion , afios de tratamiento,
sitio anatémico de la lesion, reporte de patologia y resultados de la pruebas de tipificacion
viral. Se recopilaron los datos encontrados por las pruebas de deteccion de genoma viral

segun lo reportado por las pruebas PCR

Esta recoleccion de datos fue tabulada en una base de datos en Excel. Se analizaron las
variables mediante el célculo de media y desviacién estandar o mediana y rango
intercuartilar como medida de resumen para las variables continuas de acuerdo a su
distribucion; y porcentajes (%), como medidas de resumen para variables cualitativas
(dicotomicas y categoricas). Se us6 el programa NTSYS 2.0, para aplicar un coeficiente de

correlacion cofenetica-prueba de Mantel.
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RESULTADOS

Las muestras se recolectaron en el departamento de patologia del Hospital Infantil de
México “Federico Gomez”. Se recolectaron 11 muestras de nifios con intervalo de edad de
1 a 9 afos. Se realiz6 el analisis de los datos clinicos de los pacientes obtenidos de los

expedientes obteniéndose los resultados de la Tabla 5(ANEXO 5).

Analisis bioinformatico de las variabilidades genéticas del producto amplificado y
analisis de los cortes con la enzima de restriccion Rsal de los genotipos 6, 11, 16, 18,

31, 33, 35y 39.

Se realiz6 el analisis de los genotipos 6, 11, 16, 31, 33, 35 y 39, ya que, de acuerdo al
trabajo de Pefaloza y col. en el 2000, son los genotipos mayormente encontrados en
papilomatosis laringea. El genotipo 16 y 18 se analizaron ya que se utiliz6 como control
positivo para la PCR de punto final células HelLa. Estas células son epiteliales obtenidas de
un adenocarcinoma de cérvix, se ha documentado que en su genoma se encuentra
insertado el genoma de VPH tipos 16 y 18 (ATCC, n.d.). Los resultados del analisis
muestran que los iniciadores Cp alinean con la secuencia de la proteina E1 de los diferentes

genotipos (Figura 1,ANEXO 7).

Posteriormente para saber el patrén de restriccion de cada uno de los genotipos, el
fragmento amplificado se cortd con la enzima Rsal que corta el sitio GT-AC en el programa

NEBcutter obteniéndose los fragmentos de la restriccion mostrados en la Tabla 6

(ANEXO 7).
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Optimizacion de la desparafinacion y extraccion de ADN a partir de tejidos incluidos

en parafina

Una vez realizada la desparafinacion y extraccion de ADN de los tejidos en prueba, se
realizé una PCR para gen constitutivo humano, para el gen [1-globina de 268 pb, donde en
el carril 1 se colocé un marcador de peso molecular de 100 pb, en el 2 el control negativo,
en el 3 el control positivo y de los carriles 4 al 7 se colocaron las muestras de tejido en
prueba donde se observan dos bandas claras en el carril 4 y 7, mientras que en el carril 5

la banda es muy tenue, y se encuentra ausente en el carril 6 (Figura 2,ANEXO 8).
Desparafinacion y extraccion de ADN de los tejidos

Se llevo a cabo la desparafinacion y extraccion de ADN de las muestras de tejido incluido
en parafina, se realizé la PCR de punto final para el gen constitutivo humano y se observo
en un gel de agarosa al 2% (Figura 3,ANEXO 9), donde se observan las 11 muestras
positivas, observandose inespecificidades observadas como bandas de 400 y 600 pb

adicionales a la banda de 268 pb del gen [1-globina que se busca.
Optimizacion de PCR de punto final para la detecciéon de VPH

Para obtener el control positivo para la PCR, se propagaron células HelLa y obteniéndose
la confluencia observandose como células rectangulares (Figura 4,ANEXO 10) se
cosecharon para la extraccion del ADN y este fue usado como control positivo para la

estandarizacion.

De acuerdo con el trabajo de Karlsen y col. se trabajaron las condiciones de PCR que se
sugieren en su trabajo y se obtuvieron los productos de amplificacion de 188 pb para los
iniciadores Cp (Figura 5, ANEXO 11). De acuerdo con la banda obtenida se realiz6 una
curva de temperaturas (figura 6,ANEXO 12), probandose 58, 59, 60 y 61°C para obtener
una banda intensa, ancha y sin inespecificidades para poder llevar a cabo la purificacién de
esta. De estos resultados se seleccioné la temperatura de 61°C como la temperatura de
alineamiento idonea ya que presentaba menos bandas inespecificas lo que facilitd la

purificacion del producto.
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Deteccion de la infeccion por VPH por PCR-RFLP

Una vez optimizada la PCR, se realiz6 la deteccion de las muestras, donde solo se observo
positiva la muestra 4 (Figura 6,ANEXO 12) por lo que se decidi6 realizar una doble PCR
con las mismas condiciones partiendo de la mezcla de reaccion de la primer PCR; el

volumen utilizado para la segunda PCR fue de 5 puL y las muestras positivas se
observaron en la Figura 7 (ANEXO 13).

Realizada la PCR doble se procedié a purificar los fragmentos y realizar la restriccion con
la enzima Rsal donde se obtuvieron los patrones de corte observados en la Figura 8
(ANEXO 14), donde se corrié por 60 min en un gel de agarosa de alta fidelidad al 5 % con
TAE tefidos con SYBR. Se utiliz6 como marcador de tamafio molecular el marcador de 50
pb y el ADN de bacteriéfago ®X174 digerido con Haelll.

Analisis bioinformatico

Una vez tenido el patron de restriccion, se procedio a realizar la identificacion del genotipo
de acuerdo con el patron de bandas, obteniéndose que el control positivo corresponde al

genotipo 18, la muestra 6 y 7 al genotipo 33 y la muestra 2 y 4 al genotipo 6 de VPH..

También se realizé una relacién de similitud entre las bandas por medio del programa
NTSYS 2.0 (Figura 9,ANEXO15), de acuerdo con el patrén de bandas obtenidas por una
matriz de datos de ausencia y presencia, se aplicoé un coeficiente de correlaciéon cofenética-
prueba de Mantel obteniendo una R de 0.90139.
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DISCUSION

El Hospital Infantil de México “Federico Gomez” no se conoce la prevalencia de los
genotipos predominantes del viurs del papiloma humanos que estén asociados a
papilomatosis respiratoria recurrente (PRR), que es un padecimiento que afecta la
calidad de vida de los pacientes, debido a la necesidad de multiples intervenciones
quirurgicas ya que el tumor que se desarrolla en la via aero-digestiva tiende a
reaparecer a pesar de su recision quirurgica e inclusive de tratarse un caso de PRR
generada por un VPH de alto riesgo como los genotipos 16, 18, 31, 33, 39, 45, etc.,>
podria derivar en un cancer laringeo. Por tal motivo surge la necesidad de tipificar
el genotipo asociado, dandole la oportunidad al médico tratante un parametro para

una buena prognosis.

Para llevar a cabo este proyecto se decidié comenzar con un analisis bioinformatico
obteniendo los genomas de los diferentes genotipos de VPH a través del Gen
Bank®®, posteriormente con el programa CLUSTAL OMEGA del Instituto Europeo
de Bioinformatica se realizo el alineamiento de los iniciadores Cp con los diferentes
genotipos, ya que estos iniciadores son dirigidos contra la proteina E1 de expresion
temprana, ya que es una de las mas conservadas dentro de los mas de 100
genotipos de VPH, estos iniciadores han resultado eficientes en la identificacién de
este virus®®. Como se observa en la Figura 1, todos los genotipos estudiados
comparten una region especifica donde los iniciadores empleados en este estudio
podran alinearse permitiendo una correcta amplificacion del gen de interés,
logrando asi identificar cuando menos los genotipos reportados por Pefialoza® et
al. en el 2000, los cuales identificaron siete genotipos principales asociados a la
papilomatosis laringea en nifios atendidos en el servicio pediatrico de
otorrinolaringologia del Centro Médico Nacional de Occidente del IMSS en
Guadalajara Jalisco.
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Una vez realizando el alineamiento se procedio a realizar el analisis bioinformatico
de la restriccion de los amplicones con la enzima Rsal por medio del programa
NEBcutter V2.0 de New England BioLabs, a pesar de que el fragmento amplificado
es pequeno (188 pb aproximadamente), ningun genotipo comparte el patron de
bandas (Tabla 6), por lo que resulta adecuado emplear esta enzima en un analisis
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), aunado a esto, la enzima Rsal
ha sido reportada por diversos autores como la idonea para realizar el analisis RFLP
para los amplicones obtenidos a través de los iniciadores Cp 3.

Una parte importante de este trabajo es la obtencion de ADN a partir de muestras
de tejidos incluidos en parafina, dentro de estos tejidos se encuentra conservado el
material genético para realizar multiples estudios para diagndstico e investigacion,
sin embargo, cuando estos tejidos son fijados en formol y embebidos en parafina,
se presentan dificultades para su posterior desparafinacion, ya que si este tejido
sera usado para extraccion de ADN, el formol al no tener un regulador de pH, tiende
a oxidarse formandose acido férmico provocando una disminucién del pH incluso
por debajo de 4, provocando que los enlaces B-glicosidicos de las purinas se

hidrolicen',

Por otra parte, la desparafinacién también es una etapa critica en la extraccién de
ADN ya que se usan solventes que pueden danar el material genético, por tal motivo
antes de procesar las muestras objetivo de este estudio se llevé la estandarizacion
de la técnica para evitar estos contratiempos. Se emplearon cuatro tejidos
embebidos en parafina provistas por el grupo de trabajo, el método que se empled
para la eliminacion de la parafina de los tejidos es por medio de lavados con xilol y
etanol, esta metodologia ha reportado buenos resultados con respecto a la calidad
de ADN obtenido™'. El proposito del xilol es remover la parafina, para
posteriormente llevar a cabo una rehidratacion gradual del tejido con etanol a
diferentes concentraciones'®', de acuerdo con lo observado en el grupo de trabajo,
este procedimiento es critico ya que el exceso de xilol o la exposicion prolongada a
este solvente degrada el ADN ademas, que los residuos de xilol pueden interferir en
analisis posteriores.
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Una vez retirada la parafina del tejido, se lleva a cabo la extraccion de ADN.
Actualmente existen muchos métodos para llevar a cabo este procedimiento, sin
embargo, se llevo a cabo por el método de Boom®, el cual se fundamenta en la
unidn del ADN a las particulas de silice. Este método ha sido modificado a través
de los afos, pero ha demostrado la obtencion de ADN libre de inhibidores, integro
y con buenos rendimientos'%?. Posterior a la extraccion del ADN se realizé una PCR
dirigida hacia un gen constitutivo humano, B-globina para corroborar que los
procedimientos anteriores se habian realizado de una forma adecuada permitiendo
la obtencién de ADN, en la cual se observd un resultado positivo para las cuatro
muestras procesadas que se utilizaron durante la estandarizacién (Figura 6), lo cual
nos lleva a inferir que el ADN obtenido a partir de esta metodologia se encuentra en

buenas condiciones para su estudio®.

Una vez que ya se habia estandarizado la marcha de trabajo por aplicar en los
tejidos de estudio se procedié a su desparafinacion. Se procesaron 11 muestras
que fueron proporcionadas por el departamento de patologia del Hospital Infantil de
México “Federico Gomez”, a cargo del Dr. Pedro Mayoral. A estas muestras se les
elimino la parafina y se llevé a cabo la extraccion de ADN y posteriormente se realizo
la PCR para el gen constitutivo humano B-globina el cual se observa en la Figura 7,
y podemos apreciar que la cantidad de ADN obtenida es de baja cantidad si se
compara con el control positivo comparandose la luminiscencia, por lo tanto, al verse
comprometida la integridad del ADN de las muestras es menor la cantidad de copias
obtenidas de la amplificacion del gen constitutivo de la p-globina, por tal motivo la
calidad de la extraccion de ADN del tejido parafinado depende en gran medida de
la manera en que este fue fijado, por lo cual se hace necesario monitorear el pH del
formol empleado para la fijacion de tejidos, facilitando la obtencién de ADN con
mejores caracteristicas para investigaciones posteriores. A pesar de que se
obtuvieron bandas muy tenues o en algunas muestras no se observaba la banda,
aun asi se decidid continuar con el estudio ya que se sabe que el virus puede
insertar su genoma en el del huésped o mantenerlo de forma episomal’®, si se

encuentra de forma episomal, esto le confiere al ADN mas resistencia a la
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degradacion ya que al estar de forma circular no tiene extremos libres que puedan
empezar a degradar las enzimas (ADNasa)'%*.

Después de realizar la PCR para gen constitutivo humano, se llevé a cabo la
identificacion viral por PCR de punto final, en la primera reaccion realizada, solo se
obtuvo una muestra positiva de las 11 analizadas (Figura 7), por lo que se decidi6
realizar una doble PCR a partir del primer producto de PCR, obteniéndose cuatro
muestras positivas de las 11 analizadas (Figura 8), esto se pudo haber debido a lo
ya mencionado con los problemas que se encuentran al trabajar con tejidos en
parafina, una forma de evitar estos inconvenientes seria correr de manera paralela
el estudio histopatoldgico y el molecular dividiendo la muestra obtenida a través de
la biopsia vy asi evitar la parafinacion, arriesgando el material genético. De esta
manera también se evita el contacto del ADN con el xilol y solventes que pueden
llevar a cabo su degradacion.

Una vez que se tenia el fragmento de interés amplificado, se llevd a cabo la
purificacion por el método de Boom® con la finalidad de realizar la restriccion del
amplicon, la cual se puede observar en la Figura 9. Una vez teniendo el patron de
bandas, éstas se compararon con las obtenidas a través de un analisis
bioinformatico realizado previamente (Tabla 6) pudiendo obtener dos genotipos, uno
de bajo riesgo el genotipo 6 en las muestra dos y cuatro, y uno de alto riesgo el
genotipo 33 en las muestras seis y siete. Adicional a esto, el patrén de bandas
obtenido se analizé para obtener un estudio de correlacion de similitud con el
programa NTSYS 2.0, aplicando un coeficiente de correlacidén cofenetica-prueba de
Mantel (Figura 9) obteniéndose una R de 0.90139, lo que nos quiere decir que los
genotipos pertenecen al mismo tipo viral y los genotipos 6 tienen una similitud del
100% entre ellos, por otro lado las muestras 6 y 7 tienen una similitud de 85%, lo
que sugiere que, a pesar de ser el mismo genotipo son subtipos diferentes, pero
para poder asegurarlo es necesario realizar su secuenciacion, como el

recientemente metodo de secuenciacion aprobado publicado por Wagner et al'%® .
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Para poder realizar un analisis mas amplio se obtuvieron algunos datos clinicos de
los pacientes para correlacionarlos con los datos obtenidos durante este trabajo. Se
observa como el paciente M-1 con el subtipo VPH-33 se diagnosticé temprana edad
pero presenta menos porcentaje obstruccion comparada con los paciente M-2 'y M4,
esto sugiere la variabilidad clinica que puede tener esta enfermedad ,en que hay
pacientes que pueden debutar la enfermedad temprana edad relacionando esto con
subtipos virables de alto riesgo. Las cuatro muestras positivas tenian diagndstico
clinico y/o patolégico de papilomatosis laringea, y las siete muestras restantes, a
pesar de tener un diagnostico presuntivo de papilomatosis el estudio histologico del
tejido reporto en varios casos esofagitis. Esto nos plantea la necesidad de confirmar
el diagndstico mediante el analisis molecular, para saber asi que genotipo tiene el
paciente y poder tratarlo de manera oportuna e identificar a los pacientes que tengan
potencial de desarrollar algun proceso maligno por estar infectados con un genotipo
de alto riesgo. De las 11 muestras analizadas unicamente se sabia que en la
muestra 6 la madre era portadora de VPH vaginal, se podria realizar un seguimiento
de las madres de los pacientes para ver si estan infectadas por el virus y si
corresponde con el encontrado en los pacientes, de ser asi se confirma lo ya
reportado que la transferencia de este virus se da por via vertical durante el

embarazo.

Con base en lo encontrado en este trabajo, las perspectivas serian poder realizar
un analisis mas completo con un mayor numero de pacientes para poder realizar la
prevalencia de esta enfermedad, teniendo asi en México mas datos sobre el virus y
esta enfermedad que afecta a los nifos.
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CONCLUSIONES

El subtipo mas encontrados fueron VPH-33 y VPH-6. La presencia de un subtipo de
alto riesgo(VPH-33) hace sugerir que en los pacientes con papilomatosis es posible
también encontrar genotipos de alto riesgo que pueden predisponer al paciente a
un proceso tumoral maligno. El analisis clinico y patolégico debe hacerse
correctamente para el diagndstico diferencial, ya que se pueden presentar casos
que simulan papilomatosis.Nuestros resultados preliminares muestran la necesidad
de evidenciar con mayor claridad los genotipos de VPH que estan infectando a la
poblacion infantil mexicana. Los resultados sugieren la necesidad de confirmar

molecularmente aquellos diagnosticados de papilomatosis por histopatologia.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El disefio del estudio es retrospectivo limitando la capacidad de realizar un analisis clinico
y patolégico de las muestras procesadas en los pacientes. Por otra parte existieron perdidas
considerables al momento de conservacién de los tejidos lo cual se tradujo en una
disminucion de la determinacidon del genotipo viral, el cual era el objetivo principal del
estudio. La variabilidad de los resultados pueden ser secundaria a la forma caracteristicas
de la medicion asi como a la intervencion en el analisis de varios investigadores vy
participantes. El tamafio de la muestra es muy pequefio por lo que los resultados obtenidos

se pueden considerar solo preliminar
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ANEXOS

ANEXO 1
Tipo Iniciador Secuencia del iniciador Posicion pb Gen
Cp CPI 5-TTATCW TAT GCC CAY TGT ACC AT-3 1942-1964 188 E1
CPIIG 5-ATG TTA ATW SAG CCW CCA AAATT-3’ 1777-1799
ANEXO 2
Secuencia del iniciador Tamafio
B-globina Fw 5-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3 268 pb

Rv 5'-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’



ANEXO 3

Ciclos Pasos Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion 94 °C 5 min
35 Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 58 °C 30 seg
Extensién 72 °C 30 seg
1 Extension 72°C 5 min
ANEXO 4
Iniciadores Reactivo Concentracion  Condiciones del termociclador
CcP Regulador 1X Un ciclo
MgCl. 3 mM Desnaturalizacion 94 °C por 5 min
dNTP’s 200 pM 35 ciclos
Iniciadores 25 pmol Desnaturalizacion 95 °C por 30 s
CPI Alineamiento 55°C por 30 s
CPIIG Extension 72°C por 130 s
Taq 5U Un ciclo
polimerasa

Extensiéon 72°C por 5 min



Tabla 5. Datos clinicos de pacientes.
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S
M-1 Hidalgo F
M-2 Edomex. M
M-3 Edomex. M
M-4 Edomex. M
M-5 Campeche F
M-6 CDMX M
M-7 Sinaloa M
M-8 Edomex. M
M-9 Edomex. F
M-10 CDMX M
M-11 CDMX F

*= E (eutocico), C (cesarea).
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ANEXO 5

Ainos en
tratamiento

w

N

Cont.

**= No tenia obstruccion, biopsia por esofagitis.

Sitio
anatémico de
la lesion

Laringe

Esofago

Laringe

Laringe
Laringe

Laringe

Laringe

Laringe

Laringe

Esofago

Esofago

Via
nacimiento*

m m

Diagnostico
y/o reporte
de patologia

Papilomatosis laringea
Papilomatosis laringea

Esofagitis cronica moderada,
reporte de patologia con 80%
de obstruccion por
papilomatosis con diagnostico
final de esofagitis

Papilomatosis laringea
Papilomatosis laringea
Papilomatosis laringea

Papilomatosis laringea, madre
portadora de VPH vulvar.

Estenosis esofagica por
ingesta de pila con quemadura

Papilomatosis laringea

Alergia a la proteina de la
vaca, reporte de patologia con
esofagitis cronica leve
secundaria a reflujo

Hemihipertrofia cruzada,
linfadenoma reporte de
patologia: cambios minimos no
diagnosticados.
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CPIIG
HPV39
HPV1S
HPV1E
HPV6
HPV11
HPV35
HPV31
HPV33
CPI

CPIIG
HPV39
HPV1S
HPV1é
HPVE
HPV11
HPV35
HPV31
HPV33
CPI

ANEXO 6

188 pb

ATGTTAATWSAGCCWCCAAAATT————————————————————— e ————————
ATGCTTCTGGAGCCTCCTAAACTGCGCAGCCCTGTAGCAGCACTATATTGGTATCGCACAGGTATATCCAATATTAGTGTGGTAACAGGGGATAC
ATGATGATAGAGCCTCCARAATTGCGTAGTACAGCAGCAGCATTATATTGGTATAARAACAGGTATATCAAATATTAGTGAAGTGTATGGAGACAC
ATGATGATAGAGCCTCCARAATTGCGTAGTACAGCAGCAGCATTATATTGGTATAARAACAGGTATATCAAATATTAGTGAAGTGTATGGAGACAC
ATGTTAATAGAGCCACCAAAAATACARAGTGGTGTTGCAGCCCTGTATTGGTTTCGTACAGGTATATCARATGCCAGTACAGTTATAGGGGAAGC.
ATGTTAATTGAGCCTCCTAARATACAAAGTGGCGTAGCAGCCCTGTATTGGTTTAGGACAGGCATTTCAAATGCAAGTACAGTTATAGGGGAGGC
ATGCTAATACAACCACCAAAATTACGTAGTACCCCAGCTGCGTTATATTGGTTTAAAACAGCAATGTCAAATATTAGTGAGGTTGATGGAGAAAC
ATGTTAATTCAGCCACCCAAATTACGTAGCACAGCTGCAGCATTATATTGGTACAGAACAGGAATGTCAAACATTAGCGATGTATATGGTGAAAC
ATGGTTATAGAGCCACCAARAATTACGGAGCCAAACATGTGCATTGTATTGGTTTAGAACAGCAATGTCAAACATTAGTGATGTACAAGGTACAAC

BCCAGAATGGATACAACGATTAACTGTTATACAACATGGAATAGATGATAGTGTATTTGACCTATCGGACATGGTACARTGGGCATTTGACAA
‘GCCRAGAATGGATACARAGACAARCAGTATTACAACATAGTTTTAATGATTGTACATTTGAATTATCACAGATGGTACARTGGGCCTACGATAR
‘GCCRAGAATGGATACRRAGACAARCAGTATTACAACATAGTTTTAATGATTGTACATTTGAATTATCACAGATGGTACARTGGGCCTACGATAR
‘ACCAGAATGGATAACACGCCAARCTGTTATTGAACATGGGTTGGCAGACAGTCAGTTTARATTAACAGRAAATGGTGCAGTGGGCATATGATAR
'GCCGGAATGGATAACGCGCCAGACCGTTATTGAACATAGTTTGGCTGACAGTCAATTTAAATTAACTGARATGGTGCAGTGGGCATATGATAA
ACCAGAATGGATTCARAGACAARCAGTATTACAGCATAGTTTTAATGATGCARTATTTGACCTATCTGARATGGTACARTGGGCATATGACAR
‘ACCAGAATGGATAGRRAGACAARCAGTATTACAGCATAGTTTTAATGACACAACATTTGATTTGTCCCARATGGTACARTGGGCATATGACAR
ACCTGAATGGATAGATAGACTAACTGTTTTACAACATAGCTTTAATGATAATATATTTGATTTAAGTGAAATGGTACAGTGGGCATATGATAR
—————————————————————————————————————————————————————————————————————— ATGGTACARTGGGCATAWGATAA

Figura 1. Alineamiento de los iniciadores con los genotipos de VPH 6, 11, 16, 18, 31,
33, 35y 39. Se muestra de azul el iniciador CPIIG y de verde el CPI, dando un producto

de 188 pb.
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ANEXO 7

Tabla 6. Patron de restriccion de los diferentes genotipos de VPH con la enzima Rsal.

Genotipo

VPH-6
VPH-11
VPH-16
VPH-18
VPH-31
VPH-33
VPH-35

VPH-39

Numero de cortes

Sitios de corte

57,78

78

30, 147,170

170

30, 52, 170

83, 90, 170

170, 30

162

Fragmentos
110,57,21
110, 78
117, 30, 23, 18
170, 18
118, 30, 22, 18
83, 80, 18,7
140,30, 18

162, 26
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ANEXO 8

Figura 2. Gel de agarosa al 2% de PCR para el gen constitutivo b-globina de 268 pb.
En el carril 1 se muestra el marcador de tamafo molecular de 100 pb, en el 2 el control
negativo, en el 3 el control positivo y del 4 al 7 muestras de tejido incluido en parafina del
cual se extrajo ADN.

ANEXO 9

100 pb - + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 3. Gel de agarosa al 2% de PCR de gen constitutivo de las muestras. Se observa
el marcador de 100 pb, el control negativo, control positivo y las muestras. Se observan
todas las muestras positivas y dos bandas inespecificas de 400 y 600 pb
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ANEXO 10

Figura 4. Células HeLa confluentes. Observadas a 40X con microscopio invertido.

ANEXO 11

58 °C 59 °C 60 °C 61°C

Neg.

o]
o}

188

Figura 5. Gel de agarosa al 2% de diferentes temperaturas de alineamiento para la

PCR. Se observa el control negativo en el primer carril, posteriormente una temperatura de

alineamiento de 58, 59, 60 y 61°C.
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ANEXO 12

Figura 6. Gel de agarosa al 2% de la PCR de las muestras. Se observa el control negativo

y positivo, posteriormente las muestras obteniéndose positiva unicamente la 4

ANEXO 13

100 pb - + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 7. Gel de agarosa al 2% de doble PCR de las muestras. Se observa el
marcador de tamafio molecular de 100 pb, control negativo y positivo, se muestra el

resultado al colocar 5 ul obteniendo cuatro muestras positivas
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ANEXO 14

X174 HelLa M-2 M-4 M-6 M-7 50 pb
Hae Il

250
200
150

100

50

Figura 8. Restriccion con la enzima Rsal de las muestras positivas a VPH. Gel de
agarosa de alta fidelidad al 5% con TAE 1X tefiido con SBYR. En el carril uno se observa
el marcador de tamafo de 50 pb, posteriormente el control positivo de células HelLa, las
muestras y finalmente el marcador del ADN de bacteriéfago ®X174 digerido con Haelll.

ANEXO 15

——C(+) células HelLa
HPV-18

— M-6. HPV-33

—— M-7. HPV-33

M-2. HPV-6

|
‘ M-4. HPV-6

0.00 0.10 6.20 6.30 (‘).40 6.50 060 6.70 6.80 0.90 1.00
Coeficiente

Figura 9. Correlacion de similitud del patron de bandas. Realizado por medio del

programa NTSYS 2.0. Se aplicé un coeficiente de correlacion cofenética-prueba de Mantel
obteniendo una R de 0.90139
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