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1. Resumen  

Los virus del papiloma humanos (VPH) pertenecen a la familia Papillomaviridiae, una 

familia de virus sumamente importante desde el punto de vista médico debido a su 

asociación con el desarrollo de infecciones persistentes y/o recurrentes, y su capacidad 

oncogénica. Se han identificado aproximadamente 200 tipos distintos de acuerdo con su 

genoma viral y se caracterizan por su tropismo celular, con base en su potencial 

oncogénico se dividen en dos grupos: los de bajo y alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo 

se asocian principalmente con verrugas genitales benignas y los VPH de alto riesgo son 

agentes etiológicos de varios tipos de cáncer, entre ellos el cervicouterino. 

La papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) es una enfermedad benigna caracterizada 

por la aparición de lesiones de aspecto vegetante (papilomas) que pueden afectar una o 

ambas cuerdas vocales así como  cualquier otra área del epitelio respiratorio: laringe, 

tráquea y bronquios. La PRR se asocia con el papilomavirus humano principalmente de 

bajo riesgo, con una tasa alta de recurrencia. Actualmente, no existen tratamientos 

farmacológicos efectivos para la papilomatosis respiratoria y la terapia de elección es la 

extirpación quirúrgica periódica del papiloma. En los Servicios de Salud las biopsias solo 

se evalúan histopatológicamente sin la genotipificación molecular del virus; conocer el 

tipo viral presente en las lesiones ayudará al clínico a realizar un mejor seguimiento de 

los casos que lleguen a presentar coinfecciones con genotipos de alto riesgo. La 

prevalencia de esta enfermedad es variable debido a diversos factores, el rango 

reportado oscila entre 1/100,000 – 4/100,000. 

En este proyecto se llevó a cabo la detección del VPH en biopsias laríngeas de pacientes 

adultos y pediátricos con papilomatosis respiratoria obtenidas de los Servicios de 

Otorrinolaringología del Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN SXXI)  previo 

consentimiento  informado y firmado, las cuales se genotipificaron mediante dos métodos: 

1) Secuenciación de Sanger de los amplímeros obtenidos por PCR con los 

oligonucleótidos MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+ y 2) Genotipificación por Linear Array 

(Roche).   
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2. Antecedentes / Marco teórico  

2.1 . Antecedentes históricos  

La papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) fue descrita por primera vez por Sir Morell 

Mackenzie en el siglo XIX, quien identificó el papiloma como una lesión específica de la 

laringe y de las vías aerodigestivas del niño. Hacia la década de 1940 Chevalier Jackson 

introdujo el término de “papilomatosis laríngea juvenil” y gracias al uso de la genética 

molecular en la década de 1990 se identificó al virus del papiloma humano (VPH) como 

el agente causal (Fuchsmann et al., 2011).  

2.2. Definición  

La PRR es una enfermedad benigna caracterizada por la aparición recurrente de lesiones 

de aspecto vegetante (papilomas) que afecta el tracto aerodigestivo: laringe, tráquea y 

bronquios, así como una o ambas cuerdas vocales, esta enfermedad se presenta en dos 

etapas predominantes de la vida, en la niñez y en la adulta-joven (20-40 años), sin 

predomino étnico, el inicio temprano de la enfermedad se considera más grave y extensa 

(Lambie y Bratman, 2017; Slaim, et al., 2017). 

La PRR se asocia con el virus del papiloma humano principalmente con los genotipos 

VPH 6 y VPH 11, estudios realizados por Seedat et al. (2010) y Omland et al. (2014) 

demostraron que el genotipo VPH 11 es más agresivo.   

2.3. Curso clínico  

Existen varios factores de riesgo para la adquisición de PRR que se pueden clasificar en 

maternos, genéticos y respuesta inmune del huésped. En niños, la infección se adquiere 

en el momento del parto vaginal en presencia de lesiones genitales, y en adultos por la 

práctica de sexo oral y/o reactivación de la infección por VPH adquirida en el nacimiento 

(Slaim et al., 2017), los pacientes con PRR frecuentemente presentan síntomas que van 

desde la ronquera hasta obstrucción respiratoria lo que en determinado momento podría 
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poner en riesgo la vida del paciente. El curso clínico de la enfermedad es muy variable, 

recaídas frecuentes que pueden durar toda la vida y su gravedad se debe al carácter 

obstructivo de los papilomas en las vías respiratorias, así como su tendencia a extenderse 

a la tráquea y pulmones, por lo que requiere numerosos ingresos hospitalarios  debido a 

que no hay una terapia efectiva (Fuchsmann et al., 2011; Slaim et al., 2017). 

2.4. Diagnóstico y tratamiento  

El diagnóstico de la enfermedad se determina en función de una serie de síntomas 

clínicos y examen físico que se confirma mediante una endoscopia de las vías 

respiratorias o laringoscopia y extracción de una biopsia de las lesiones papilomatosas 

(Kiell y Sobol 2017). Los papilomas tienen predilección por los sitios donde se yuxtaponen 

los epitelios ciliados y escamosos, la laringe es el sitio más común, en la zona media de 

la epiglotis, los márgenes superior e inferior de los ventrículos y la superficie inferior de 

las cuerdas vocales (Lambie y Bratman, 2017). 

En la actualidad el tratamiento más utilizado es el quirúrgico y se emplea con láser de 

CO2  debido a que su precisión permite la preservación de estructuras importantes, como 

cartílagos laríngeos, vocales y mucosa no implicada. El láser de CO2 utilizado con 

microlaringoscopia directa garantiza la escisión de papilomas de manera precisa, 

completa y sin sangrado (los papilomas son friables y vascularizados), además que la 

calidad de la voz se preserva mejor con el láser de CO2  comparado con la resección fría 

con pinzas de copas, porque la membrana mucosa sana con menos cicatrices y es una 

ventaja cuando se trabaja con pacientes pediátricos que tienen laringes de menor tamaño 

ya que no se genera un daño en la vía aérea (Jun Lin y Rosen, 2017). 

Las técnicas de detección y genotipificación de VPH se basan en métodos moleculares 

como la amplificación del genoma viral (PCR), hibridación, y la secuenciación de 

amplímeros para la detección de tipos virales específicos (Molijn, et al., 2005). 

La técnica molecular utilizada con mayor frecuencia es PCR (por sus siglas en inglés), 

“reacción en cadena de la polimerasa” la cual permite la amplificación de una secuencia 

de ADN específica in vitro. Es una reacción enzimática catalizada por una ADN 
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polimerasa que permite la formación de un enlace fosfodiéster entre el extremo 3´-OH del 

oligonucleótido y el grupo 5´-PO4 del desoxirribonucleótido trifosfato (Herráez Sánchez, 

2012). Consta de tres etapas a diferente temperatura: 

1. Desnaturalización del ADN molde 94-96ºC 

2. Alineamiento de los oligonucleótidos 42-60ºC (característico para cada 

oligonucleótido)  

3. Elongación de los oligonucleótidos por la ADN polimerasa 60-72ºC 

Los componentes de la mezcla de reacción para PCR se muestran en la siguiente Tabla:  

Tabla 1. Características de los componentes de la mezcla de reacción para PCR 

Componente  Característica  

Muestra de ADN ADN  molde óptimo oscila entre 150-500 pb 

Oligonucleótidos  Se seleccionan dos oligonucleótidos que reconozcan 

regiones del ADN molde localizados en los extremos de la 

región de interés, deben presentar longitudes de 15 a 25 

nucleótidos y no ser complementarios entre si 

ADN polimerasa Se emplea una ADN polimerasa termoestable producida por 

la bacteria termófila Thermus aquaticus (Taq pol I) 

Desoxirribonucleótidos Requiere de  desoxirribonucleótidos trifosfatados libres 

(dNTPs), la concentración de cada uno debe ser equitativa 

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP)  

Cloruro de magnesio (MgCl2) El ion Mg2+ es un cofactor requerido para la reacción 

enzimática. 

Amortiguador Tris-Cl Solución amortiguadora pH 8.3-8.9 

Fuente: Garza Velasco (2011) 

 

Los oligonucleótidos “universales” MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+ para VPH amplifican 

fragmentos de la región L1, que representa la región más conservada, el primero permite 

amplificar un fragmento aproximado de 450 pb, mientras que el segundo amplifica uno 

de 150 pb (Qu et al., 1997). La diferencia entre ambos, además del tamaño que amplifica, 
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es que los oligonucleótidos MY09/MY11 son considerados degenerados es decir que a 

lo largo de su secuencia tienen opciones de cambio de bases en posiciones particulares 

de la secuencia que permite el alineamiento y amplificación de una variedad de 

secuencias relacionadas (Necochea y Canul, 2004), en cambio los oligonucleótidos 

GP5+/GP6+ consisten en una secuencia de nucleótidos fija y amplifica a una baja 

temperatura (Molijn, et al., 2005) 

Las secuencias de los oligonucleótidos MY09/MY11 son las siguientes, (Shikova, et al., 

2009):  

Oligonucleótido MY09 5´ CGTCCMARRGGAWACTGATC 3´  

Oligonucleótido MY11 5´ GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3´ 

en donde los códigos degenerados son: M=A/C R=A/G W=A/T Y=C/T 

Mientras que la secuencia para los oligonucleótidos GP5+/GP6+ es la siguiente (Shikova 

et al., 2009):  

Oligonucleótido GP5+ 5´TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3´ 

Oligonucleótido GP6+ 5´GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3´ 

La detección del producto amplificado se realiza mediante un corrimiento electroforético 

de gel de agarosa con tinción de bromuro de etidio facilitando su lectura por exposición 

de luz UV. (Herráez Sánchez, 2012) 

Otro método molecular que se utiliza para conocer el tipo viral específico presente en la 

biopsia es la secuenciación de Sanger, se denomina método enzimático ya que se apoya 

en dos conceptos fundamentales: la síntesis a cargo de una ADN polimerasa y el uso de 

nucleótidos terminadores. La actividad 5´exonucleasa de la ADN polimerasa no es 

conveniente, por lo que se emplean variantes de estas como la ADN polimerasa del 

bacteriófago T7. Las muestras se amplifican mediante PCR y necesitan de un 

oligonucleótido que añada nucleótidos en el extremo 3´-OH, dNTPs, 

didesoxirribonucleótidos (ddNTP) los cuales son análogos a los dNTPs con la eliminación 

del grupo 3´-OH y son los encargados de impedir la reacción de elongación de ADN, 

dando diferentes fragmentos interrumpidos de diferente tamaño que se reconocen 

mediante fluorescencia emitida de cada ddNTP debido a que cada uno tiene un 

fluorocromo especifico, para analizar la mezcla de moléculas obtenidas se separan por 

electroforesis de acuerdo a su tamaño indicando directamente la posición en la secuencia 
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de ddNTP responsable de su interrupción, determinando así su secuencia. Una vez 

obtenida la secuencia de nucleótidos de cada biopsia se analiza por comparación con 

una base de datos BLAST para conocer el tipo viral específico que presenta (Herráez 

Sánchez, 2012).     

Por su parte el método de “Linear array HPV Genotyping” permite la identificación de 37 

tipos de VPH, que incluye 13 de alto riesgo  (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59 y 68) y 24 de bajo riesgo (VPH 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67, 69, 

70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, IS39 y CP6108) es un método cualitativo basado en la 

hibridación inversa de amplímeros a sondas unidas a un soporte sólido (membrana). Se 

amplifica la región L1 del VPH mediante los oligonucleótidos biotinilados PGMY09 / 

PGMY11  y PC04 / GH20 para la amplificación simultánea del gen constitutivo β-globina 

humana, posterior a su amplificación los amplímeros biotinilados se desnaturalizan y se 

hibridan con las sondas de oligonucleótidos específicas para ambos unidas a una 

membrana de nylon (Schmid, et al., 2008; Xu, et al., 2018). 

2.5. Prevalencia 

La prevalencia de esta enfermedad es variable debido a factores como la edad de 

presentación, estado inmunológico y estado socioeconómico de la población estudiada, 

entre otros,  el rango reportado oscila entre 1/100,000 – 4/100,000. Como ejemplos de 

prevalencias estimadas, en Reino Unido es de alrededor de 1/70,400, mientras que la 

incidencia en Estados Unidos es de 4/100,000 niños y 2/100,000 adultos. En México no 

se cuenta con un estudio epidemiológico para esta enfermedad, sin embargo los datos 

más recientes en los que se pueda englobar son del año 2015 en donde la tasa de 

mortalidad reportada para cáncer de laringe fue de un 0.6%, en donde el VPH se ha 

convertido en uno de los factores para desarrollarlo (Larson y Derkay, 2010). 

2.6. Biología molecular del VPH 

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridiae, es un virus relativamente pequeño sin 

envoltura, de 55 nm de diámetro que posee una cápside icosahédrica constituida por 72 
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cápsomeros.  El genoma viral está formado por una molécula de ADN circular de doble 

cadena de aproximadamente 8000 pb asociado con histonas, esquematizado en la Figura 

1. Estos virus infectan específicamente los epitelios y son responsables de una amplia 

gama de patologías. Según su tropismo suelen clasificarse como cutáneos y mucosos, 

(anogenitales o laríngeos); en la mayoría de los casos, la infección es asintomática y las 

manifestaciones clínicas suelen ser la presencia de verrugas cutáneas y/o condilomas 

mucosos. (Doorbar et al., 2012) 

 

Figura  1. Representación del genoma VPH  

Fuente:  López y Lizano (2006) 

Su genoma viral se divide funcionalmente en dos regiones codificantes y una región 

reguladora no codificante. Las regiones codificantes suelen designarse como E (del 

inglés “early”: temprana) y L (del inglés “late”: tardía), sus funciones principales se 

describen en la Tabla 2. La región temprana incluye seis marcos de lectura abiertos que 

codifican las proteínas E1, E2, E4, E5, E6 y E7 las cuales son las responsables de la 

subsistencia del virus en las células hospederas; E1 y E2 son las encargadas de iniciar 

la replicación del ADN viral, E2 es fundamental para la replicación además de regular la 

transcripción, E4 controla la liberación viral y detiene el ciclo celular en la fase G2/M, lo 
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que permite la síntesis de ADN y división nuclear, mientras que E5, E6, y E7 contribuyen 

a la división de las células hospederas, que a veces puede llevar a una transformación 

neoplásica, E6 y E7 representan a las proteínas oncogénicas virales, las cuales pueden  

interactuar con los supresores de tumores celulares p53 y Rb respectivamente (Doorbar 

et al., 2012). La región tardía (L) codifica dos proteínas de la cápside similares a histonas, 

L1 y L2, que proporcionan la estructura al virus VPH (Kajitani, et al., 2012). La proteína 

principal de la cápside del virus es L1, con L2 uniéndose a los pentámeros de L1 para 

estabilizar la estructura. La región larga de control (LCR) es una región no codificadora 

que regula la transcripción de los genes virales y contiene sitios de unión a factores de 

transcripción (TFBS) como AP1, E2, NF1, Oct1, Sp1 y YY1 (García-Vallvé, et al., 2006). 

Tabla 2. Propiedades de las proteínas del genoma viral 

Gen viral Función 

E1 DNA helicasa 

Regulador de la replicación de ADN viral  

E2 Regulador del promotor temprano 

Co-activador de la replicación del ADN viral 

Represor transcripcional de E6 y E7 

E4 Liberación viral  

Detiene el ciclo celular en la fase G2/M   

E5 Estimula las señales mitogénicas de los factores de crecimiento, 

incluyendo EGFR  

E6 Oncogén viral. Inactiva p53.  

E7 Oncogén viral. Inactiva Rb.  

L1 Proteína mayor de la cápside 

L2 Proteína menor de la cápside  

Fuente: Modificado de Bravo y Félez-Sánchez, 2015. 
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2.7. Tipos de VPH 

Se han identificado aproximadamente 200 tipos distintos basándose en su genoma viral 

y se caracterizan por su tropismo celular. El marco de lectura abierto L1 es la región más 

conservada en el genoma del VPH por lo que se ha utilizado para definir los distintos 

genotipos virales, aunque también existe una similitud de secuencia en los marcos de 

lectura abiertos E1, E2 y L2, con menos conservación de los marcos de lectura abierta 

E4, E5, E6 y E7. Los tipos virales poseen una diferencia de más del 10% entre cada 

especie, y entre los diferentes géneros de VPH tienen menos de 60% de similitud, 

mientras que los miembros del mismo género albergan más del 60% de similitud de 

secuencia de nucleótidos dentro del marco de lectura abierto L1 y más del 45% de 

identidad en todo el genoma (Bzhalava, et al., 2013).  

La división de los tipos de VPH por similitud genética no necesariamente indica similitud 

funcional. Los tipos de VPH se agrupan dependiendo del tejido que infectan como 

cutáneos o mucosos, fue hasta el 2004 que los tipos de VPH se clasificaron por género 

en cinco grupos principales: alfa, beta, gamma, mu y nu, como se puede observar en la 

Figura 2 los últimos cuatro son de tipo cutáneo y únicamente el género alfa presenta de 

los dos tipos mucoso y cutáneo. El género alfa incluye a los genotipos de alto riesgo y 

bajo riesgo oncogénico, donde los más representativos son VPH 16, 18 y VPH 6, 11 

respectivamente, debido a esto es el género más estudiado por su asociación con cáncer 

(Doorbar et al., 2012; Lambie y Bratman, 2017). 

 El VPH infecta exclusivamente los tejidos epiteliales escamosos estratificados, una vez 

que el virus se asocia con las células epiteliales, se embarca en un ciclo de vida bien 

caracterizado que no es lítico (Doorbar et al., 2012). 
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Figura  2. Representación de la filogenia de los tipos de VPH 

Fuente: Lambie y Bratman, 2017  

2.8. Infección y ciclo celular 

Las infecciones por VPH son ubicuas, y existen tipos de VPH de alto y bajo riesgo que 

pueden residir en la piel de individuos inmunocompetentes de manera asintomática, 

pueden forman parte de la flora microbiana habitual de la piel, estas infecciones son 

autolimitadas y eventualmente serán eliminadas por el sistema inmunitario del huésped, 

al contrario de la infección persistente que produce una colonización de células madre. 

El VPH infecta las células progenitoras de la capa basal de la mucosa, que tienen la 

capacidad de autorreplicación y dan lugar a células diferenciadas dentro del epitelio 

escamoso estratificado, después de la infección de las células progenitoras el ADN viral 

puede expresarse de forma activa o permanecer latente (Fuchsmann et al., 2011). 

La entrada del virus se da a través de microlesiones en la capa basal de queratinocitos y 

una vez que la célula completa un ciclo de mitosis los episomas víricos ingresan en el 
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núcleo y una vez dentro se inicia la transcripción de los genes tempranos (E), los cuales 

inducen a la proliferación celular. El virus carece de maquinaria de replicación por lo que 

emplea la maquinaria del huésped para la síntesis del ADN viral. La integridad del 

genoma y la correcta segregación de las células hijas están garantizadas por las 

proteínas virales E1 y E2, las cuales inician la replicación tras unirse al replicón y reclutar 

las proteínas celulares necesarias (Bravo y Félez-Sánchez 2015). Conforme los 

queratinocitos entren al proceso de diferenciación dejan de replicarse y experimentan 

cambios moleculares, donde las proteínas E6 y E7 interfieren en los mecanismos de 

punto de control del ciclo celular  asegurando que las células vuelvan a entrar en la fase 

S, permitiendo que los queratinocitos diferenciados entren en proliferación no controlada. 

Tras la diferenciación, la expresión de E6 y E7 se remplaza por las proteínas tempranas 

E1, E2, E5, E4, mientras que en las capas superiores del epitelio la expresión génica viral 

se desplaza hacia las proteínas de la cápside L2 y L1, que se dirigen al núcleo y se 

autoensamblan en viriones formando la cápside viral. Finalmente E4 produce la liberación 

viral en la capa epitelial tras inducir la ruptura de las redes de queratina permitiendo la 

liberación de los viriones. Como resultado el número de copias del genoma viral aumenta 

de 50 a 200 mil copias por célula (Lambie y Bratman, 2017). 

En la etapa final de la diferenciación celular, la proteína E2 regula la expresión de E6 y 

E7, la cual reprime la transcripción al unirse a la LCR, en donde a concentraciones bajas 

funciona como activador transcripcional y a concentraciones altas reprime la expresión 

de estas proteínas. La proteína E7 se une a los miembros de la familia del retinoblastoma 

(Rb), promoviendo su degradación, generando la liberación y activación de la familia del 

factor de transcripción E2F, que induce una reentrada en la fase S del ciclo celular, 

mientras que E6 previene la inducción de la apoptosis en respuesta a dicha reentrada a 

través de la degradación de p53, finalmente E5 promueve la hiperproliferación y previene 

la apoptosis de las células infectadas y es probable que facilite la progresión maligna 

(Bravo y Félez-Sánchez 2015; Lambie y Bratman, 2017). 

En los virus de alto riesgo y bajo riesgo la replicación ocurre en promedio una vez por 

ciclo celular, en donde la expresión génica viral se encuentra limitada para minimizar la 

posible detección inmune (Figueiredo et al.,  2018).  
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Aunque los genotipos de alto y bajo riesgo son funcionalmente distintos, ambos infectan 

queratinocitos e inducen la producción de viriones tras la diferenciación. Existen 

diferencias en relación a las proteínas E6 y E7, los genotipos de alto riesgo presentan 

actividad de inmortalización sobre las células epiteliales de las amígdalas, mientras que 

los de bajo riesgo no pueden inmortalizar los queratinocitos, pero si extender su vida útil. 

E7 se une a los miembros de la familia del retinoblastoma (Rb), p107 y p130 promoviendo 

su degradación en los genotipos de alto riesgo, sin embargo en los de bajo riesgo solo 

se promueve la degradación de p130 pero no la de Rb o p107. E7 interactúa con p21 

bloqueando su capacidad e inhibe la actividad de ciclina E/Cdk2 en los genotipos de alto 

riesgo, sin embargo los de bajo riesgo tienen una capacidad reducida para la detención 

del ciclo celular mediada por p21. E6 previene la inducción de apoptosis a través de la 

interacción con p53, dirigiendo su degradación tras reclutar E6AP en los genotipos de 

alto riesgo, sin embargo los de bajo riesgo interactúan pero no logran dirigir su 

degradación debido a que no se asocian con E6AP. La evasión del sistema inmune del 

huésped es mediada por la capacidad de E6 de inhibir la activación de INF-α en los 

genotipos de alto riesgo, sin embargo esta actividad se ve reducida en los de bajo riesgo 

(Pim y Banks, 2010). 

El desarrollo de malignidad es poco común en tejidos infectados con genotipos de bajo 

riesgo, en el caso de la  PRR aproximadamente del 3 al 6% de los casos (<1% en casos 

juveniles) se convierten en un carcinoma maligno (Donne et al., 2010). 
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3. Definición del problema: 

A pesar que la PRR no es una enfermedad de alta incidencia y es considerada benigna, 

sí es un problema severo debido a que puede llegar a ser una causa importante de morbi-

mortalidad ya que puede comprometer la vida del paciente obstruyendo las vías 

respiratorias, además el único tratamiento efectivo es quirúrgico, por lo que es necesario 

someter al paciente a múltiples cirugías disminuyendo su calidad de vida y representando 

altos costos para el paciente y el Sector Salud. En México son pocos los reportes que se 

tienen de la enfermedad y consideramos de suma importancia saber el tipo viral que 

presenta el paciente para poder contribuir con el área clínica y darle un mejor seguimiento 

con relación al comportamiento de la enfermedad, lo que nos llevó a estudiar la frecuencia 

a nivel hospitalario.    

4. Justificación: 

Los VPH engloban una familia de virus relativamente importante desde el punto de vista 

clínico al estar asociado con el desarrollo de infecciones persistentes, recurrentes y con 

capacidad potencial de progresión tumorigénica. Una de las enfermedades que se genera 

por infección del VPH es la PRR para la cual no hay tratamientos farmacológicos 

efectivos, por lo que la terapia de elección es extirpación quirúrgica con el empleo 

simultáneo de terapias adyuvantes en los casos más severos. En México, existen muy 

pocos trabajos desarrollados para esta enfermedad y no se cuenta con estudios 

epidemiológicos por parte del Sector Salud ni con la determinación del tipo viral presente 

en los pacientes, el único estudio además del diagnóstico clínico es la evaluación 

histopatológica de las biopsias sin estudios moleculares que confirmen los tipos virales 

presentes y/o si hay coinfecciones con tipos virales de importancia clínica. Por lo que es 

necesario este tipo de estudio para determinar la epidemiologia de la enfermedad a nivel 

Sector Salud y en nuestro caso a nivel hospitalario.  
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5. Hipótesis: 

En las biopsias laríngeas analizadas de pacientes con papilomatosis respiratoria 

probablemente se encontraran genotipos virales diferentes a los 6 y 11.  

6. Objetivo general: 

Identificación de los genotipos virales presentes en biopsias de laringe de pacientes con 

papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) por dos métodos moleculares diferentes. 

6.1.  Objetivos particulares 

1. Realizar la recolección de biopsias laríngeas de pacientes con papilomatosis 

respiratoria. 

2. Realizar la extracción de ADN de biopsias laríngeas de pacientes con 

papilomatosis respiratoria. 

3. Analizar de manera cuantitativa el ADN extraído de las biopsias laríngeas y 

determinar cualitativamente la presencia de un gen constitutivo (GDPH) para 

validar la calidad del ADN.     

4. Determinar la presencia de VPH mediante una reacción de PCR con el empleo de 

oligonucleótidos universales (MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+)  

5. Determinar el tipo viral presente en la biopsia laríngea por el método de 

secuenciación de Sanger 

6. Determinar el tipo viral presente en la biopsia laríngea por el método de Linear- 

Array. 

7. Analizar los datos obtenidos para determinar la frecuencia de los tipos virales 

presentes en las biopsias laríngeas de los pacientes.  
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7. Sujetos y métodos    

7.1. Tipo de estudio:  

 Estudio observacional, descriptivo, transversal y prospectivo. 

 

7.2. Muestras/Población: 

Muestras de 63 pacientes con papilomas laríngeos del Servicio de Otorrinolaringología 

CMN SXXI y de los cuales se pudieron retirar papilomas como parte del tratamiento 

quirúrgico de rutina. Para la utilización de las muestras se solicitó el 

consentimiento/asentimiento informado y firmado.  

Número de registro R-2015-785-093. 

7.3. Criterios de inclusión:   

 Muestras de pacientes de ambos sexos con diagnóstico de papilomatosis 

respiratoria recurrente y/o de carcinoma laríngeo e historia clínica disponible  

 Muestras pediátricas solo fueron incluidos con el consentimiento informado y 

firmado del padre y/o tutores del menor.  

 Muestras de adultos mayores de 18 años a 85 años solo fueron incluidos con el 

consentimiento informado y firmado. 

 Solo fueron incluidos las muestras pacientes que dieron positivas para VPH. 
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7.4. Criterios de exclusión:  

 Muestras de pacientes diagnosticados con papilomatosis respiratoria recurrente o 

carcinoma laríngeo que presentaban otro padecimiento asociado con infección 

viral (VHB o VHC, HIV, etc)  

 Todos aquellos que no contaron con historia clínica completa.  
 Todos aquellos que dieron negativo a la presencia de VPH.  

 Todos aquellos que no deseaban participar. 
 

 

A continuación se esquematiza el plan de trabajo del presente estudio:  

 

 

Biopsias 
laríngeas de 

pacientes con 
PRR (n= 63 

biopsias)

Extracción 
de ADN

Análisis 
cuntitativo y 

cualitativo del 
ADN

Detección  de 
VPH por PCR con 

los 
oligonucleótidos 
universales (MY 

09/MY11 y/o 
GP5+/GP6+) 

Determinación 
del genotipo viral 

mediante 
secuenciación 

directa de Sanger

Determinación 
del genotipo 

viral mediante 
Linear Array

Análisis de 
resultados 
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7.5. Extracción ADN de las biopsias laríngeas: 

Se empleó el Kit Wizard genomic DNA purification Kit Promega, primero se disgregó el 

tejido con bisturí y se colocaron los fragmentos en un tubo microfuga (1.5 mL), se 

añadieron 600 µL de solución de lisis nuclear, 3 µL de RNAsa A [10mg/mL] y se incubó 

1 h a 37ºC. Posteriormente se agregaron 5 µL de proteinasa K [20 mg/mL] y se incubó a 

55ºC- 60ºC con agitación de 900 rpm durante toda la noche. Se añadieron 200 µL de 

solución de precipitación de proteínas y se agitó con vórtex para homogenizar, se incubó 

en hielo durante 5 min, y se centrifugó a 14000 rpm durante 5 min, posteriormente se 

separó el sobrenadante procurando no llevarse el botón en un tubo microfuga nuevo (1.5 

mL). Se agregaron 600 µL de isopropanol frio y se mezcló por inversión, centrifugando 

nuevamente a 14000 rpm durante 3 a 5 min y se decantó el sobrenadante, se agregaron 

600 µL de etanol al 70 % y se mezcló por inversión repitiendo el paso anterior. Se 

colocaron los tubos invertidos sobre una gasa estéril dejando secar, una vez secos se 

agregaron 50 µL de agua inyectable para rehidratar. Finalmente se almacenaron en 

refrigeración (4ºC) y/o para periodos más prolongados por congelamiento (-20ºC)   

7.6. Cuantificación del ADN extraído  

Se realizó la cuantificación de ADN obtenido de las extracciones realizadas mediante 

espectrofotometría, donde se tomaron lecturas de Densidad óptica (D.O) a longitudes de 

260 nm y 280 nm. La lectura a 260 nm permite calcular la concentración, en donde un 

valor de 1.0 corresponde aproximadamente a 50 µg/mL de ADN doble cadena. La 

proporción de la lectura entre 260 y 280 (OD 260/OD280) proporciona una estimación de 

la pureza del ADN, la cual debe estar dentro de un rango de 1.8 a 2.0. 

7.7. Determinación de la calidad del ADN extraído 

La evaluación de la calidad del ADN se realizó mediante una reacción de amplificación 

(PCR) de un gen constitutivo, la gliceraldehído fosfatodeshidrogenasa (GDPH), 

empleando las condiciones de reacción descritas en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Condiciones de la PCR del gen constitutivo GDPH  (150 pb) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Composición de la mezcla de reacción para la PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapa Temperatura ºC Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial  94 ºC 7 min 1 

Desnaturalización 

cíclica  

94 ºC 30 seg  

 

45 
Alineamiento  55 ºC 30 seg 

Elongación  72 ºC 45 seg 

Elongación final  72 ºC 7 min 1 

Mantenimiento  4 ºC   ---- ---- 

Reactivos Concentración 1 Reacción 

Amortiguador  10x 2.5 µL 

dNTPs 2mM 2.5 µL 

MgCl2 50 mM 1.25 µL 

Oligonucleótidos GDPH F 10 pM 0.5 µL 

Oligonucleótidos GDPH R 10 pM 0.5 µL 

Taq polimerasa 5 U 0.25 µL 

H2O grado biología 

molecular 

- 7.5 µL 

Vol final - 15 µL 
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La composición de mezcla de reacción se describe en la Tabla 4 empleando un volumen 

final para nuestras reacciones de amplificación de 25 µL, para lo cual se tomaron 15 µL 

de la mezcla de reacción, los µL necesarios para tener una concentración aproximada de 

100 ng de ADN y se aforo al volumen final con agua libre de nucleasas.   

7.7.1. Electroforesis en geles de agarosa  

Una vez realizada la PCR los amplímeros se visualizaron mediante electroforesis en un 

gel de agarosa al 1% teñido previamente con bromuro de etidio a una concentración final 

de 0.5 µg/mL (solución stock a una concentración de 10 mg/mL), los cuales se corrieron 

a 100 V en una cámara de electroforesis durante 70 min, para posteriormente 

visualizarlos en un fotodocumentador. La agarosa se preparó de la siguiente manera: 

100 g de agarosa, 100mL de TBE 0.5 x y 5 µL de bromuro de etidio. 

7.8. Determinación de VPH por PCR mediante el empleo de oligonucleótidos universales  

Una vez comprobada la calidad del ADN, se procedió a detectar la presencia de VPH en 

las biopsias mediante la reacción de amplificación (PCR) con los oligonucleótidos 

MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+ de un tamaño de amplímeros aproximado de 450 pb y 150 

pb respectivamente, posteriormente los amplímeros se resolvieron por electroforesis. 

7.9. Determinación del genotipo viral por el método de Secuenciación de Sanger 

7.9.1. Purificación del producto único   

El Kit Agencourt AMPure XP PCR Purification se utiliza cuando el producto de reacción 

de amplificación se trabaja como producto único, es un método que utiliza perlas 

magnéticas las cuales se encuentran cargadas positivamente favoreciendo la unión de 

ADN, mientras que los lípidos y proteínas al tener baja afinidad son eliminados con 

lavados. Para iniciar se ajustó el volumen: por 1 µL de muestra se agregó 1.8 µL de perlas 

AMPure XP, en nuestro caso se emplearon 15 µL muestra: 27 µL perlas, al resuspender 
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se debe hacer con micropipeta procurando no hacer burbujas, y se dejó incubando 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron las muestras en 

la placa magnética con una incubación de 5 min, se realizaron dos lavados con 200 µL 

de etanol al 70-80 % para eliminar los contaminantes, después del segundo lavado se 

retiró todo el alcohol, siempre usando micropipeta, sin retirar las muestras del magneto, 

dejar secar de 5-10 min. Cuando se encontraron secas se retiraron del magneto y se 

eluyeron con 15-30 µL de agua grado biología molecular (libre de nucleasas y DNAsas).  

7.9.2. Cuantificación del producto purificado 

Cada muestra se cuantificó por Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) para así obtener 

datos de concentración y pureza de cada muestra, una vez cuantificadas las muestras se 

ajustaron a la concentración necesaria de acuerdo con la Tabla 5, donde al comparar el 

tamaño de nuestros amplímeros con los oligonucleótidos MY09/11 (450 pb) se determinó 

que la concentración óptima fueron 20 ng totales.  

Tabla 5. Cantidad óptima de ADN 

Muestra Concentración 

Productos PCR:  

100-200 pb 

200-500 pb 

500-1000 pb 

1000-2000 pb 

>2000 pb 

 

1-3 ng 

3-10 ng 

5-20 ng 

10-40 ng 

20-50 ng 

ADN cadena sencilla 25-50 ng 

ADN cadena doble 150-300 ng 

ADN plasmídico 2-3 µg 
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7.9.3. Reacción de secuenciación 

Los productos purificados fueron secuenciados con la técnica de BigDye terminator v.3.1 

Sequencing (Applied Biosystems) para determinar el tipo de VPH presente en la biopsia. 

La composición de la mezcla de reacción para secuenciación se muestra en la Tabla 6 y 

las condiciones para la reacción en la Tabla 7. 

Tabla 6. Composición para la mezcla de reacción de secuenciación 

Reactivo Concentración Cantidad  

Sequencing RR (BigDye) 2.5X 4 µL 

BigDye Sequencing Buffer 5X 2 µL 

Oligonucleótido - 3.2 pmol 

Producto PCR - cbp [10-20 ng] 

Agua grado biología molecular - cbp 20 µL 

 

Tabla 7. Condiciones de PCR para la reacción de secuenciación 

 

 

Etapa Temperatura ºC Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial  96 ºC 1-5 min 1 

Desnaturalización 

cíclica  

96 ºC 10 seg  

25 

Alineamiento  50 ºC 5 seg 

Elongación  60 ºC 4 min 

Mantenimiento  4 ºC   ---- ---- 
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Se purificaron las reacciones de secuenciación mediante el kit BigDyeXterminator 

Purification y finalmente se realizó la electroforesis en el equipo 3500 Genetic Analyzer 

de Applied Biosystems HITACHI. Durante la electroforesis capilar, los productos de 

amplificación de PCR y cualquier otra molécula cargada negativamente ingresan al 

capilar como resultado de una inyección electrocinética. Poco antes de alcanzar el 

electrodo positivo, los fragmentos de ADN marcados con fluorescencia son separados 

con base en la relación carga/masa, moviendose a través de la trayectoria de un rayo 

láser y emitiendo fluorescencia. Las señales son separadas por un sistema de difracción, 

y una cámara CCD que detecta la fluorescencia y la convierte en datos digitales para su 

análisis.   

7.10. Determinación del genotipo viral por el método de Linear- Array 

Las muestras se analizaron mediante el kit HPV Linear Array, prueba de genotipificación 

cualitativa in vitro para la determinación de 37 genotipos de ADN de VPH anogenital de 

alto y bajo riesgo (Roche Co.). La prueba se inició con la amplificación del ADN genómico 

de las biopsias de laringe con una co-amplificación para el gen constitutivo β-globina y 

un nucleótido marcado con una proteína como la biotina que durante esta reacción es 

incorporado, posteriormente los productos de PCR biotinilados se desnaturalizaron con 

100 µL de NaOH, finalmente se realizó la hibridación de los productos amplificados y 

marcados con las tiras reactivas, que contienen en un arreglo lineal las distintas sondas 

o fragmentos de los VPH, y su detección de los productos amplificados fijados a las 

sondas mediante determinación colorimétrica (Shikova et al., 2009). 
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8. Resultados  

Se incluyeron 62 biopsias de pacientes diagnosticados con PRR, donde únicamente una 

biopsia dio negativo a la presencia del virus obteniendo una frecuencia del 98% para VPH 

(Figura 3).  

 

Figura  3. Frecuencia de VPH en las biopsias de PPR. n=62 

Se realizó la determinación del VPH mediante una reacción de amplificación por PCR 

con los oligonucleótidos MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+, los cuales generan amplímeros 

con un tamaño aproximado de 450 pb y 150 pb respectivamente. En la Figura 4 se puede 

observar los resultados de la amplificación con GP5+/GP6+ para 7 biopsias problemas y 

dos líneas celulares (SiHa y HeLa) como controles positivos confirmando la presencia del 

virus tras la amplificación con estos oligonucleótidos, en las Figuras 5 y 6 se realizó la 

amplificación con los oligonucleótidos MY09/MY11 para biopsias problema indicando el 

número al que corresponden en la parte superior de la Figura, la mayoría de las biopsias 

amplificaron confirmando la presencia del virus, sin embargo las muestras que en un 

principio no amplificaron se sometieron a una segunda prueba de amplificación para 

verificar el resultado.   

VPH negativo
2%

VPH positivo
98%

Frecuencia de VPH
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Figura  4. Productos de PCR de las biopsias 1-7, líneas celulares SiHa y HeLa  amplificados con los 
oligonucleótidos GP5+/GP6+. Tamaño del fragmento 150 pb (M=marcador de 100 pb). 

 

Figura  5. Productos de PCR de las biopsias 12-30  amplificados con los oligonucleótidos 
MY09/MY11. Tamaño del fragmento 450 pb. 

 

Figura  6. Productos de PCR de las biopsias 48, 53-63, líneas celulares CaSki y HeLa amplificados 
con los oligonucleótidos MY09/MY11. 
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La población de las 62 biopsias se divide en 16 muestras pediátricas y 47 muestras 

adultas (Figura 7), presentando una relación de género masculino/femenino para las 

muestras pediátricas de 1/1, mientras que para las adultas fue aproximadamente de 3/1.  

 

Figura  7. Distribución poblacional de las biopsias PRR. 

La genotipificación viral de las biopsias se realizó mediante dos métodos moleculares 

diferentes: secuenciación de Sanger, donde los resultados se obtienen a través del 

análisis de cromatogramas que incluyen la secuencia en formato fasta para compararlas 

en la base de datos “BLAST” permitiendo así identificar el tipo viral presente, en la Figura 

8 se muestra una sección de un cromatograma correspondiente a una biopsia problema 

como ejemplo, en donde se pueden observan los picos de intensidad de fluorescencia 

delimitados, sin fondo y la secuencia en formato fasta reveló la presencia de VPH 6 y en 

la Figura 9 y 10 se muestran los resultados obtenidos por Linear array, procedimiento que 

permite detectar hasta 37 genotipos de VPH, los resultados se obtienen por hibridación 

de los amplímeros de las biopsias problema con una tira reactiva marcada de manera 

colorimétrica incluyendo un control positivo para β- globina.  En ambas Figuras se 

muestra una señal en las  primeras 4 bandas de la tira reactiva que corresponden al 

Pediátricos
25%

Adultos 75%

Población de las biopsias
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control positivo y los tipos virales 6, 11 y 16, en la parte inferior de la Figura se indica el 

número que identifica a la biopsia. 

 

Figura  8.  Cromatograma obtenido por secuenciación de Sanger de una biopsia problema.  

 

Figura  9.  Hibridaciones por Linear array marcadas con los genotipos que amplificaron en la biopsia 
problema. 
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Figura  10. Hibridaciones por Linear array marcadas con los genotipos que amplificaron en la 
biopsia problema. 

Los resultados de la genotipificación viral de todas las muestras analizadas se muestran 

en las Tablas 8 - 11 distribuidas por género y etapa de vida en la que se presentó la 

infección en donde los números 6 y 11 representan el tipo de VPH detectado en la biopsia.    

Tabla 8. Resultados de la genotipificación viral de las biopsias pediátricas del género masculino 

Biopsias pediátricos masculinos  

Folio Secuenciación 

Sanger 

Linear 

Array 

1 11 11 

2 11 11 

3 11 11 

4 6 6 

5 11 11 

6 11 11 

7 11 11 

8 11 11 
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Tabla 9. Resultados de la genotipificación viral de las biopsias pediátricas del género femenino. 

Biopsias pediátricas femeninas 

Folio Secuenciación 

Sanger 

Linear Array 

9 6 6 

10 11,6 11 

11 6 6 

12 11 11,16 

13 6 6 

14 11 11,16 

15 11 11 

16 6 6 

En rojo señala el tipo de coinfección viral que presenta VPH 16, y en morado el tipo de 

coinfección de bajo riesgo.  

Tabla 10. Resultados de la genotipificación viral de las biopsias adultas del género masculino 

Biopsias adultos masculinos  

Folio Secuenciación Sanger Linear Array 

17 6 6 

18 6 6 

19 11 11 

20 11 11 

21 11 11 

22 6 6 

23 6 6,16 

24 6 6 

25 6 6 

26 6 6 
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Biopsias adultos masculinos (continuación) 

Folio Secuenciación Sanger Linear Array 

27 11 11 

28 6 6 

29 11 11,6 

30 6 6 

31 6 6 

32 6 6 

33 6 6 

34 6 6 

35 NEGATIVO NEGATIVO 

36 11,6 11 

37 11 11 

38 6 6 

39 6 6 

40 6 6,16 

41 11,6 11 

42 6 6 

43 11,6 11,16 

44 6 6 

45 6 6 

46 6 6,11 y 16 

47 6 6, 

48 11 11 

19 6 6 

50 6 6 

51 6 6 

En verde se presenta la muestra negativa. 
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Tabla 11. Resultados de la genotipificación viral de las biopsias adultas del género femenino. 

Biopsias adultos femeninas 

Folio Secuenciación 

Sanger 

Linear 

Array 

52 6 6 

53 11 11,6 

54 6 6 

55 6 6,16 

56 6 6 

57 6 6 

58 11 11 

59 11 11 

60 11 11,6 

61 6 6 

62 6 6 

 

En las Figuras 11  y 12 se representa de manera gráfica los resultados obtenidos por 

secuenciación de Sanger para las muestras pediátricas. Como puede observarse el 

genotipo prevalente es VPH 11 con una incidencia del 63% y además se puede observar 

la coinfección con los genotipos VPH 6/11 presente en una muestra analizada.  
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Figura  11. Frecuencia de los genotipos virales por género en las biopsias pediátricas analizadas 
por el método de secuenciación de Sanger. n=16 

 

Figura  12. Distribución de la genotipificación por secuenciación de Sanger de la población 
pediátrica 
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El análisis por Linear array confirma la prevalencia del genotipo VPH 11 con un 56% como 

se muestra en las Figuras 13 y 14, y además se observa una coinfección con un genotipo 

de bajo y de alto riesgo (11/16) presente en dos muestras analizadas. 

 

Figura  13. Frecuencia de los genotipos virales por género en las biopsias pediátricas analizadas 
por el método de Linear array. n=16 

 

Figura  14. Distribución de la genotipificación por Linear array de la población pediátrica. 
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A diferencia de la población pediátrica donde la prevalencia fue mayor para VPH 11, la 

población de adultos muestra una prevalencia por VPH 6 con una incidencia del 65%, 

como se puede observar en las Figuras 15 y 16, presentando de igual manera una 

coinfección con los genotipos VPH 6/11 para tres muestras analizadas. En esta población 

se encuentra la única muestra que nos dio negativo a la presencia del virus.  

 

Figura  15. Frecuencia de los genotipos virales por género en las biopsias de adultos por el método 
de secuenciación de Sanger. n=46 

 

Figura  16. Distribución de la genotipificación por secuenciación de Sanger de la población adulta. 
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Cuando se analiza por el método de Linear array se observan nuevos tipos de 

coinfecciones principalmente con VPH 16, en donde cuatro muestras presentan 

coinfección de tipo 6/16, una muestra de tipo 11/16, y finalmente una muestra presenta 

coinfección múltiple del tipo 6/11/16, además cuatro muestras presentan coinfección con 

genotipos de bajo riesgo 6/11 y por último se corrobora la muestra que dio negativo a la 

presencia del virus. En las Figuras 17 y 18 se confirma la prevalencia por el genotipo VPH 

6 con una incidencia del 56%.     

 

Figura  17. Frecuencia de los genotipos virales por género en las biopsias de adultos por el método 
de Linear array n=46 

0 4 8 12 16 20

(M) HPV 6

(M) HPV 11

(M) HPV 6/11

(M) HPV 6/16

(H) VPH 6

(H) VPH 11

(H) VPH 6/11

(H) VPH 6/16

(H) VPH 11/16

(H) VPH 6/11/16

(H) VPH negativo

G
en

er
o/

G
en

ot
ip

os

Genero/Genotipos
(M) HPV

6
(M) HPV

11
(M) HPV

6/11
(M) HPV

6/16
(H) VPH

6
(H) VPH

11
(H) VPH

6/11
(H) VPH

6/16
(H) VPH

11/16
(H) VPH
6/11/16

(H) VPH
negativo

Series1 5 4 1 1 21 6 3 2 1 1 1

Muestras adultos Linear Array



35 
 

 

Figura  18. Distribución de la genotipificación por Linear array de la población adulta  

En la Tabla 12 se muestran las coinfecciones detectadas por ambos métodos, donde el 

método de secuenciación de Sanger únicamente reporta coinfecciones con genotipos de 

bajo riesgo, mientras que por Linear array se pueden detectar otro tipo de coinfecciones 

que incluye la presencia de los genotipos de alto riesgo.  

Tabla 12. Resultados de las diferentes coinfecciones virales presentes en las biopsias por los dos 
métodos moleculares. 

Género Coinfección 

genotipo viral 
Coinfecciones detectadas por 

el método Secuenciación 

Sanger 

Coinfecciones detectadas 

por el método Linear array 

H 6/11. 3 3 

6/16. 0 2 

11/16. 0 1 

6/11/16. 0 1 

M 6/11. 1 1 

6/16. 0 1 

11/16. 0 2 

VPH 6
56%VPH 11

22%

VPH 6/11
9%

VPH 6/16
7%

VPH 11/16
2%

VPH 6/11/16
2% VPH negativo

2%

Resultados Linear Array
muestras adultos
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9. Discusión  

La papilomatosis respiratoria recurrente es una enfermedad benigna caracterizada por la 

aparición de lesiones de aspecto vegetante (papilomas), actualmente no existen 

tratamientos farmacológicos efectivos y la terapia de elección es la extirpación quirúrgica 

periódica del papiloma. En los Servicios de Salud únicamente se realizan estudios 

histopatológicos de las biopsias sin la genotipificación molecular del virus, sin embargo 

los resultados obtenidos en el presente estudio nos permite sugerir la importancia de la 

genotipificación tras detectar coinfecciones presentes en biopsias con uno de los tipos 

virales de mayor riesgo oncogénico VPH 16. 

La prevalencia de esta enfermedad varía debido a factores como edad de presentación, 

estado inmunológico y estado socioeconómico de la población estudiada, en México 

existen pocos reportes epidemiológicos del padecimiento; únicamente los reportes de 

Soto et al. (2014) quienes realizaron un estudio retrospectivo en el Hospital Central Sur 

de Alta Especialidad de PEMEX en el periodo 2004-2010 reportando una incidencia de 

1.03 casos por cada 1,000 de sus derechohabientes, mientras que Peñaloza-Plascencia 

et al. (2000) reportaron 3,870 casos al año en la población infantil.  

Diversos estudios realizados muestran la frecuencia de los tipos virales presentes en 

biopsias de pacientes diagnosticados con PRR, como los de Figueiredo et al. (2018) 

quienes realizaron un estudio en Rio de Janeiro con 41 pacientes (25 pediátricos y 16 

adultos) todos positivos a la presencia de VPH, donde 14 pacientes presentaron VPH 6, 

7 pacientes VPH 11 y 20 pacientes presentaron una coinfección con VPH 6/11; por su 

parte Gutiérrez et al., (2010) llevaron a cabo un estudio en España con 29 pacientes 

(pediátricos y adultos), donde únicamente 22 pacientes dieron positivo para la presencia 

del VPH, de los cuales 14 presentaron VPH 6, 8 presentaron VPH 11, 2 pacientes 

presentaron coinfección con ambos 6/11, y un paciente presento HPV 16; finalmente 

Peñaloza-Plascencia et al. (2000) efectuaron un estudio en México con 47 pacientes 

pediátricos, todos positivos a la presencia de VPH, en 15 pacientes detectaron VPH 6, 

en 18 VPH 11 y en 35 pacientes detectaron coinfecciones con VPH de alto riesgo 

predominando su asociación con VPH 16.  
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En el presente estudio descriptivo se realizó la genotipificación viral de biopsias de laringe 

de 62 pacientes adultos y pediátricos diagnosticados con papilomatosis respiratoria 

recurrente de los Servicios de Otorrinolaringología del CMN SXXI con previo 

consentimiento  informado y firmado, mediante dos métodos moleculares: Secuenciación 

de Sanger de los amplímeros obtenidos por PCR con los oligonucleótidos MY09/MY11 

y/o GP5+/GP6+ y mediante Linear Array (Roche). De primera instancia se confirmó la 

presencia del virus por la amplificación del ADN mediante el uso de los oligonucleótidos 

MY09/MY11 y/o GP5+/GP6+ (Figuras 4, 5 y 6) , obteniendo un 98% de biopsias positivas. 

De nuestra población 16 pacientes (25 %) corresponden a pediátricos y 47 pacientes 

(75%) adultos, con una distribución de género de 44 pacientes masculinos y 19 pacientes 

femeninos, pudimos establecer una distribución bimodal para pediátricos de relación 1/1 

entre hombres y mujeres, mientras que en los adultos la relación es 3/1, manteniendo la 

prevalencia por el género masculino y correlacionando los datos descritos en la literatura 

y con los estudios de Gutiérrez et al. (2010) y Figueiredo et al. (2018).  

El total de las biopsias se procesaron con el método molecular de secuenciación de 

Sanger, dicho procedimiento nos permitió obtener secuencias de alta calidad según se 

reporta en los cromatogramas analizados (Figura 8), las cuales se sometieron a un 

alineamiento con la base de datos “BLAST” para identificar el genotipo de VPH presente 

en cada biopsia. Por este procedimiento 10 de los pacientes pediátricos presentaron el 

genotipo VPH 11 (63%), seguido de 5 pacientes que presentaron el genotipo VPH 6 

(31%) y uno solo de los pacientes presentó coinfección con ambos genotipos VPH 6/11 

(6%). En el caso de la población adulta, 30 pacientes presentaron el genotipo VPH 6 

(65%), 12 pacientes presentaron el genotipo VPH 11 (26%), seguido de 2 pacientes que 

presentaron coinfección  con ambos genotipos VPH 6/11 y uno solo de los pacientes dio 

negativo a la presencia del virus. La prevalencia por VPH 6 para nuestra población adulta 

se correlaciona con los datos reportados tanto en la literatura como en los estudios de 

Gutiérrez et al. (2010) y Figueiredo et al. (2018), sin embargo para nuestra población 

pediátrica hubo una diferencia en la prevalencia del tipo viral reportado en el estudio de 

Wiatrak et al. (2004) donde reportaron una población de 58 pediátricos, 31 presentaron 
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VPH 6 y 23 pacientes VPH 11, mientras que en nuestros pacientes tuvimos una mayor 

prevalencia por VPH 11.   

Los resultados de la genotipificación por el método molecular de Linear Array se puede 

observar en tiras reactivas (Figuras 9 y 10) por la hibridación de los genotipos presentes 

en la biopsia con las sondas de oligonucleótidos específicos para el virus. Este método 

nos permitió detectar en la población pediátrica a 9 pacientes que presentaron el genotipo 

VPH 11 (56 %), seguido de 5 pacientes que presentan el genotipo VPH 6 (31 %) y 2 

pacientes presentaron coinfección con los genotipos VPH 11/16 (13 %). En el caso de la 

población adulta, 26 pacientes presentaron el genotipo VPH 6, 10 pacientes presentaron 

el genotipo VPH 11, un solo paciente (2 %) dio negativo a la presencia del virus y 9 

pacientes presentaron diferentes coinfecciones de los cuales 4 presentaron los genotipos 

VPH 6/11 (9 %), 3 pacientes los genotipos VPH 6/16 (7 %), un paciente VPH 11/16 (2 %) 

y uno solo de los pacientes (2 %) presentó múltiples coinfecciones con los tres genotipos 

VPH 6/11/16. Aunque los resultados obtenidos para los VPH de bajo riesgo (VPH 6 y 11) 

correlacionan con los obtenidos por la secuenciación de Sanger en Linear array nos 

permitió detectar coinfecciones con otros papilomavirus, como fue el caso de uno de los 

prototipos de VPH oncogénicos (VPH 16). 

 Al comparar los resultados de genotipificación de las 62 biopsias entre ambos métodos 

moleculares observamos una identidad del genotipo determinado en 49 biopsias (79 %), 

modificándose en las 13 biopsias restantes donde se detectó la presencia de 

coinfecciones donde 5 pacientes presentaron coinfección con el VPH de bajo riesgo 6/11, 

y 8 pacientes presenta coinfección con el VPH de alto riesgo 16.  

La discrepancia entre ambos métodos moleculares podría explicarse porque presentan 

una sensibilidad diferente en la detección de coinfecciones. En una coinfección uno de 

los  genotipos podría estar presente con un mayor número de copias. El método de 

secuenciación de Sanger no permite detectar coinfecciones ya que únicamente el 

genotipo viral con mayor abundancia es el que se amplifica permitiendo determinar su 

secuencia, sin embargo en coinfecciones con dos genotipos sí ambos presentan un 

número de copias genómicas similar se pueden llegar a detectar ambos, mientras que el 

método de Linear array permite detectar hasta 37 genotipos en una matriz por la 



39 
 

hibridación con los genotipos presentes en la biopsia (Shikova et al., 2009), además que 

la cantidad de número de copias genómicas que requiere para su detección es menor en 

comparación con el método de secuenciación de Sanger haciéndolo más sensible a la 

detección del virus. Otro factor en la discrepancia entre los dos métodos se podía explicar 

por las diferencias en la sensibilidad específica entre los oligonucleótidos MY09/MY11 

y/o GP5+/GP6+ utilizados para el método de secuenciación de Sanger y los 

oligonucleótidos PGMY09/PGMY11 utilizados para el método de Linear array, siendo 

más sensibles los últimos según reportó Gravitt et al. (2000). Con base en sus resultados 

demuestra la detección de un mayor número de coinfecciones presentes en sus biopsias. 

Es posible que la alta prevalencia de los genotipos de VPH 6 y 11 obtenida en este trabajo 

y reportada en estudios previos se deba a que otros genotipos virales se encuentren en 

un número de copias muy bajo lo que haría difícil su detección en coinfecciones o bien 

que efectivamente solo estos sean los más extendidos. En el reporte de Doyle et al. 

(1994) observaron la progresión de la enfermedad en un paciente pediátrico a lo largo de 

8 años realizando un esquema de toma de biopsias para poder comparar la progresión 

de la enfermedad, trabajaron con las muestras tomadas a los 3, 4, 10, 11 y 12 años de 

edad del paciente,  inicialmente el genotipo prevalente era el VPH 11, sin embargo, el 

número de copias presente disminuía con respecto a la progresión a carcinoma del 

papiloma, aumentando así el número de copias del genotipo VPH 16, concluyendo que 

la presencia de múltiples genotipos de VPH pueden contribuir a la transformación, 

especialmente los genotipos de alto riesgo VPH 16 y VPH 18, sin dejar a un lado las 

coinfecciones con VPH 6/11 que contribuyen en menor medida a dicha transformación.   

Cabe señalar que en nuestro estudio en todas las coinfecciones detectadas estuvieron 

presentes los genotipos de bajo riesgo VPH 6 y/o VPH 11 y en algunas de ellas se 

asociaron con el genotipo de alto riesgo VPH 16.  

Estudios recientes de Sullivan, Curtis y Mouzakes (2017) han propuesto una nueva 

terapia adyuvante con la aplicación de la vacuna contra el VPH con resultados positivos 

en la mayoría de los casos, reportan un caso de un paciente pediátrico que se sometió a 

14 intervenciones quirúrgicas en el periodo de junio 2014 a diciembre 2016, por lo que 

decidieron comenzar con un régimen de vacunación el 18 de septiembre de 2015 con 
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posteriores administraciones el 4 de diciembre y el 8 de abril de 2016. Antes del régimen 

de vacunación el intervalo quirúrgico promedio que presentaba la paciente era alrededor 

de 46 días, y posterior a la vacunación aumento el intervalo quirúrgico aproximadamente 

a 200 días. 

No existen estudios que respalden el uso de la aplicación de la vacuna contra VPH para 

la prevención de la enfermedad, sin embargo se recomienda su aplicación para prevenir 

la recurrencia y su ingreso a quirófano el cual genera costos elevados al Sector Salud, 

datos reportados por Nikolopoulos (2013) menciona el costo total de un caso de PRR 

puede alcanzar hasta 400,000 dólares en Estados Unidos, el cual engloba desde la 

remisión espontánea hasta los múltiples ingresos por la recurrencia y posible 

transformación a carcinoma.   
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10. Conclusiones  

Mediante este estudio se determinó el genotipo viral presente en biopsias laríngeas de 

62 pacientes diagnosticados con PRR por dos métodos moleculares distintos, 

observando que el 100% está infectado con  VPH de tipo viral 6 y/o 11, además se reporta 

una prevalencia por VPH 6 para la población adulta y una prevalencia por VPH 11 para 

la población pediátrica. Por otra parte hemos corroborado que el método molecular Linear 

array tiene una mayor sensibilidad para detectar coinfecciones con genotipos virales de 

alto riesgo presentes en las biopsias. Con estos resultados confirmamos nuestra 

hipótesis al encontrar genotipos virales diferentes de VPH 6 y 11, tras detectar en 5 

pacientes el genotipo VPH 16, enfatizando la necesidad de realizar estudios de 

genotipificación molecular del VPH adicionales a los estudios histopatológicos de rutina 

en cada paciente con PRR y así dar un seguimiento más riguroso del caso clínico tras 

conocer el genotipo viral predominante y posibles confecciones con uno de los tipos 

virales de mayor riesgo oncogénico (VPH 16), el cual puede propiciar un tiempo de 

recurrencia menor y un riesgo potencialmente mayor de progresión a carcinoma. 

  

11. Perspectivas.  

Dado que la PRR es una infección viral, el huésped desarrolla una respuesta inmune para 

evadir y eliminar al patógeno, sin embargo, algunos estudios han demostrado que los 

pacientes con este padecimiento muestran una respuesta inmune deficiente, por lo que 

a futuro se pretende analizar la respuesta inmune innata que presentan nuestros 

pacientes mediante la evaluación de anticuerpos para VPH 6 y/o VPH 11 en los sueros 

de los pacientes y la presencia de algunas poblaciones celulares implicadas.   
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