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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

A: Adenina.
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CD Grupo de diferenciacion.
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dNTPs: Desoxirribonucledtidos trifosfato

E: Region temprana (Early)
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PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
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PLJ Papilomatosis Laringea Juvenil



P53 Proteina 53

Pb: Pares de bases.

Pol: Polimerasa.

TBE: Trisborato y EDTA.

T: Timina

PK: Proteinasa K

PBS: Phosphete buffered saline
URR: Region no codificadora
uv Ultravioleta

MM Micromolar

VPH Virus de Papiloma Humano
VPH-BR Virus de Papiloma Humano -Bajo riesgo

VPH-AR Virus de Papiloma Humano -Alto riesgo






RESUMEN

La papilomatosis laringea es una enfermedad viral cronica producida por Virus del Papiloma
Humano (VPH), generando cambios en los queratinocitos del epitelio escamoso estratificado
y lesiones hiperproliferativas de las mucosas y de la piel; las cuales pueden desarrollar
verrugas, displasia leve hasta un carcinoma epidermoide agresivo, presentando un curso
impredecible. Este estudio tuvo como objetivo, determinar la frecuencia de genotipos del
virus de papiloma humano mediante la técnica de PCR punto final, en pacientes con lesiones
Papilomatosas de laringe atendidos en un hospital de Managua, febrero 2017-marzo 2018.

Se realiz6 un estudio descriptivo, el muestreo fue no probabilistico aplicando criterios de
inclusion y exclusion. La muestra estuvo representada por 24 pacientes con diagndstico
histopatolégico de papiloma escamoso, estas fueron tomadas por el otorrinolaring6logo del
hospital quien posteriormente transportd las muestras hacia el laboratorio de Biologia
Molecular UNAN-Managua, para la realizar la extraccion de ADN y deteccion de genotipos
VPH bajo riesgo (VPH-BR) y alto riesgo (VPH-AR) mediante PCR punto final.

Todas las muestras resultaron positivas para alguno de los genotipos de bajo riesgo (BR), en
el 21% de estas, ademas se detectaron genotipos de alto riesgo (AR). En relacion a la
frecuencia de los genotipos VPH-BR se obtuvo VPH 6 en el 79% de los casos, VPH 11 con
un 75%. En cuanto a la frecuencia de VPH-AR se encontré 17% de positividad para VPH
66, 13% para VPH 39 y 8% correspondiente a VPH 58. Ademas, se detectaron coinfecciones
con VPH 6/11 en el 54% de los casos. Los rangos de edades afectados fueron de 0-10 afos
(46% con VPH 11) y de 55-65 afios (17% con VPH6/11). ElI 46% de los pacientes
correspondieron al sexo masculino. En relacién entre la presencia de uno 0 mas genotipos
con el nimero de intervenciones quirdrgicas, los resultados sugieren que los pacientes con
coinfeccion por VPH-AR/BR se espera tengan un mayor numero de visitas al quiréfano con
una media de 5 intervenciones al afio y los pacientes con VPH 11 se estima presenten una

media de 3 intervenciones quirdrgicas en un afio.
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1. Introduccion

El virus del papiloma humano (VPH) forma parte de un grupo de virus ADN heterogéneo
Ilamados papilomaviridae; este virus, es causante de multiples lesiones hiperplasicas,
verrugosas y papilomatosas. Los papiloma virus infectan la piel y mucosas, provocando en
ocasiones distintos tipos de verrugas como las cutaneas, papilomas laringeos y diversos
canceres, incluidos el cervicouterino. (Garcia, 2004)

La Papilomatosis Laringea Recurrente se caracteriza por el crecimiento de verrugas en el
tracto aerodigestivo, con predileccion por la laringe. La Papilomatosis Laringea tiene una
distribucion etaria bimodal y ocurre en pacientes de 5 afios 0 menores, con aproximadamente
el 25% de los casos juveniles que se presentan en la infancia. En personas adultas se presenta
generalmente en la tercera década de la vida, donde la forma juvenil es mas agresiva, tiene
mayor impacto en la calidad de vida del paciente y tiene mayores costos para el sistema de
salud. (Schiffman, 2010)

Los papilomas laringeos son producidos por los genotipos de VPH 6y 11 estos representan
una de las formas mas comunes de tumores benignos del tracto aero-digestivo inducidos por
infeccion por VPH, los mismos virus que causan los condilomas genitales benignos. Esta
infeccidn se adquiere por contacto con la mucosa cervical al atravesar el canal del parto en
una mujer con condilomas vaginales, infeccion intrauterina a través de la placenta o por via
hematogena (debido a que se ha encontrado ADN viral en la sangre del cordon umbilical de
recién nacidos en madres con condilomatosis asintomaticas) y contacto sexual. Se han
encontrado mas de 100 genotipos del VPH de los cuales solo algunos de ellos se consideran

de alto riesgo para el desarrollo de lesiones neoplasicas. (Duarte, 2012)

Hasta la fecha la deteccion de los genotipos de VVPH en laringe no se ha realizado en nuestro
pais, unicamente el diagndstico se basa en datos clinicos, exploracion laringea e
histopatologia. Por medio de este estudio se pretende aplicar la técnica de PCR punto final

para la deteccion de los genotipos de VPH, en lesiones tumorales de laringe.

Virus de Papiloma Humano en Laringe



2. Antecedentes

Las descripciones tempranas de los tumores laringeos benignos datan del siglo XVII, como
“verrugas de la garganta” mencionadas por Marcellus Donalus. Koderick informé de la
extraccion de un polipo laringeo a través de la boca en 1750. Mientras que Cheesman publico
el primer caso de papiloma de la cuerda vocal en los Estados unidos en 1817. Mackenzie en
1837 registro por primera vez que en los nifios estas lesiones eran multiples, mientras que en

adultos, eran solos y usualmente curables con la escision. (Dekelboum, 1965)

Chevalier Jackson en 1940 describi6 el cuadro como “papilomatosis laringea
juvenil”.(Castillo & Caro, 2015)

Benuto afirma que, a finales de la década de 1970, se contaba ya con la tecnologia de ADN,
que se utilizo para aislar el genoma de los VPH identificados en las verrugas. Mediante
ensayos de hibridacion y restriccion demostraron que los virus que aislaron de las diferentes
muestras clinicas no eran todos idénticos, asi que se procedio a clasificarlos por tipos en 1,
2, 3,4 yasi de forma sucesiva, segun se iban descubriendo nuevos subtipos del virus.(Benuto,
2009)

Horanse Green describid lesiones “en coliflor” en la laringe. En 1923, Ullmann describio el
origen infeccioso de esta entidad y en 1982 se identificaron por Mounts los serotipos 6 y 11.
(Benuto, 2009)

Un estudio realizado por el Hospital Escuela Universitario de Honduras sobre el VPH y las
afectaciones oro faringe, sus resultados revelaron que predominaron los VPH-6 y VPH 11,
con mayor afectacion del area rural, predominio del sexo masculino, cofactores
predominantes el alcoholismo y tabaquismo. Predominando el VPH 11 y no hubo

coinfeccion de dos o mas genotipos (Estrada & Colbs, 2010).

Segun revisiones sistematicas en México y Colombia en el afio 2011, la prevalencia de VPH
en el proceso de malignizacidon de lesiones de vias aerodigestivas superiores (VADS) se
presenta con una incidencia en laringe del 24,0%. En esta revision también destacan los
genotipos de VPH de bajo riesgo (VPH 31, 45, 6 y 11), los cuales inducen la aparicién de
algunas lesiones precancerosas. En cuanto a los métodos de su diagndstico, se demuestra la

efectividad del método PCR-RFLP como el punto de partida del monitoreo de la infeccion y
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su progresion a cancer. Estos métodos pueden permitir comprender la virulencia del mismo
y contribuir a la disminucion de las tasas de incidencia a causa de las imprecisiones de
diagndstico clinico por metodologias convencionales ya que dificultan la deteccién precoz
del cancer de las vias aerodigestivas superiores. (Bologna, 2011)

En Noruega en el afio 2012, describieron la prevalencia de infecciones multiples por VPH y
el riesgo de neoplasia laringea de alto grado y carcinoma invasivo del tracto respiratorio en
una gran cohorte de pacientes con PRR. Se realiz0 mediante ensayos cuantitativos de
reaccion en cadena de la polimerasa que identificaron 15 tipos de VPH. La calidad del ADN
fue aprobada en 221/224 casos. EI ADN del VPH se detectd en 207/221 pacientes y todos
eran HPV 6 o HPV 11 positivos, con HPV 6 en 133/207, HPV 11 en 40/207 casos y HPV
6/11 en 15/207 casos. La coinfeccion con uno o dos tipos de VPH de alto riesgo junto con
VPH 6 o VPH 11 estuvo presente en 19/207 pacientes. En total, 39/221 pacientes
desarrollaron neoplasia laringea de alto grado. 8/221 pacientes desarrollaron carcinoma del
tracto respiratorio (seis pacientes con carcinoma de laringe y dos pacientes con carcinoma de
pulmon). (Omland, 2014)

En un articulo publicado en el afio 2014 por Pérez delgado y colaboradores describen que, el
tratamiento estandar actual es Exéresis quirargica completa de los papilomas y la
preservacion de estructuras normales. En pacientes con afectacion de la comisura anterior o
posterior con papilomas de alta agresividad, el objetivo debe ser asegurar la via aérea
preservando el tejido sano para evitar complicaciones como estenosis gléticas o subgldticas,
o la formacion de sinequias que reduzcan el espacio glético. En las formas graves a veces es
necesario recurrir a una traqueotomia, pero en cuanto la extension de las lesiones debemos

retirarla para evitar la diseminacion. (Pérez, 2014).

En Venezuela, Acosta y col. realizaron en 1997 un estudio retrospectivo sobre la
papilomatosis laringea infantil, en el Hospital “J.M. de los Rios” reportaron, que la mayor
frecuencia de aparicion se encuentra entre 1 a 6 afios de edad. La sintomatologia
prevaleciente en esa serie fue la disfonia, disnea y estridor laringeo; en todos los casos se
practico laringoscopia directa, biopsia y exéresis del papiloma, se observo curacion en 9,8 %

de los casos, 35 % ameritd traqueotomia y se presenté una muerte. (Castillo & Caro, 2015)

Virus de Papiloma Humano en Laringe



Bello de Alford y col. realizaron un estudio, donde detectaron que los tipos de VPH 6y 11
estuvieron presentes en un 53 % lo cual coincide con lo reportado en la literatura mundial
para la papilomatosis laringea juvenil; en esta investigacion se encontré VPH 6 y 11 en mas
de 70 % de los casos: VPH 6 en 9 casos (50 %), VPH 11 en dos casos (11,1 %) y la
coinfeccién por ambos tipos en 2 casos (11,1 %). Algunos estudios mostraron que la
presencia de VPH-11 se asociaba con una proliferacién papilomatosas méas temprana y de
mayor tamafio (necesidad de traqueotomia) que la de los papilomas VPH-6. (Castillo & Caro,
2015)

En Nicaragua en el afio 2014 se realiz6 un estudio comparativo por la Dra. Arlen Aburto
Médico Residente 11, quien detalla las ventajas de la papilomectomia asistida con endoscopia
de 0 grados en relacion a papilomectomia convencional, realizada en el servicio de
otorrinolaringologia del Hospital Antonio Lenin Fonseca, en la cual evalud la respuesta del
paciente en relacion al intervalo de tiempo entre intervenciones quirargicas y las
complicaciones para dichos procedimientos. Los grupos etarios mas afectados fueron los
comprendidos entre las edades de 35 - 49 afios y entre 5 — 14 afios, siendo el antecedente
fundamentalmente la exposicidn activa y pasiva al tabaco con 55.6% y 83%. Un total de 11%
de pacientes incluidos en el estudio presentaron displasia de los que el 50% de estos

presentaron carcinoma in situ. (Aburto, 2015)
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3. Justificacion

El virus del papiloma humano (HPV) forma parte de un grupo de virus ADN heterogéneo
llamados papillomaviridae; este virus, es causante de maltiples lesiones hiperplésicas,
verrugosas y papilomatosas. La papilomatosis laringea es una enfermedad viral crénica
causada por el Virus del Papiloma Humano (VPH), generando cambios en los queratinocitos
del epitelio escamoso estratificado y lesiones hiperproliferativas de las mucosas y de la piel;
las cuales pueden desarrollar verrugas, displasia leve hasta un carcinoma epidermoide
agresivo, presenta un curso impredecible, esto hace que el cuidado para el paciente sea

intensivo, laborioso y a veces frustrante para el paciente y su médico. (Hobbs, 2008)

El elevado potencial de recurrencia, localizacion multiple y el conocimiento incompleto del
mecanismo patogenico hace que la papilomatosis laringea sea un problema terapéutico.
Actualmente, en Nicaragua, se diagnostican cerca de 2 a 4 pacientes con papilomatosis
laringea al afio. Los factores de riesgo clasicos para el desarrollo de cancer de laringe son el
tabaco y el alcohol, pero se han vinculado otros factores como la infeccion del virus del
papiloma humano (VPH). (Castillo, 2014)

Aunque la papilomatosis es una neoplasia benigna, la progresion a carcinoma puede ocurrir
en 3 a 7% de los casos. (Omland, et. al. 2014)

Por consiguiente, se destaca la importancia del presente estudio que permita identificar los
genotipos de VPH alto y bajo riesgo mediante la técnica de PCR punto final, en pacientes
diagnosticados clinicamente con papilomatosis laringea, de esta manera contribuir a
complementar el diagndstico clinico del mismo proporcionando informacion al médico para

evaluar el seguimiento de los pacientes.

Con esta investigacion los beneficiados son los pacientes, ademas es fundamental, ya que
permite decidir una intervencion terapéutica, establecer el pronostico en la evolucion de la
papilomatosis, ademas de servir como antecedente a futuras investigaciones, ya sea en
monitorear la respuesta a los tratamientos antivirales especificos, indicar la necesidad de una
vacunacion y desde el punto de vista epidemioldgico la implementacion de medidas de

prevencién en la salud publica.
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4. Planteamiento Del Problema

Formulacion del problema.

¢Cudl es la frecuencia de genotipos del virus de papiloma humano mediante la técnica de
PCR punto final en pacientes con lesiones papilomatosas de laringe atendidos en un Hospital

de Managua?
Sistematizacion del problema.

o ¢Se podra detectar los genotipos de alto y bajo riesgo de VPH mediante PCR punto
final, en pacientes con papilomatosis laringea?

o ¢Cuélesson las coinfecciones presentes de bajo y alto riesgo en las muestras tomadas?

o ¢Es posible relacionar la frecuencia de los genotipos de VPH en pacientes con

papilomatosis laringea, segun edad, sexo y nimero de intervenciones quirirgicas?
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5. Objetivos

Objetivo general

Determinar la frecuencia de genotipos virus de papiloma humano mediante la técnica de PCR
punto final, en pacientes con lesiones Papilomatosas de laringe atendidos en un Hospital de

Managua en el periodo febrero 2017 — enero 2018.

Obijetivo especifico.

1. Detectar los genotipos de alto y bajo riesgo de VPH mediante PCR punto final, en
pacientes con papilomatosis laringea.

2. Identificar las coinfecciones por VPH de bajo y alto riesgo en las muestras analizadas.

3. Relacionar la frecuencia de los genotipos de VPH y las coinfecciones en pacientes

con papilomatosis laringea, segun edad, sexo y nimero de intervenciones quirurgicas.
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6. Marco tedrico
6.1. Generalidades del Virus del papiloma humano

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) son un grupo de virus de ADN de doble banda que
inicialmente se le consideraba parte de la familia Papovaviridae, pero las diferencias
genéticas halladas hicieron que hoy se los considere como miembros de la familia
Papilomaviridae, que es independiente de la Poliomaviridae. Como todo virus, tiene genes
tempranos, que son regulatorios y genes tardios que codifican a las proteinas estructurales.
(Carballal, G.J, 2014)

Existe un gran interés en los VPH como causa de malignidad. El resultado de la infeccion
por este virus es la formacion de un crecimiento benigno, verruga, o papiloma, ubicado en
cualquier lugar del cuerpo. Al menos 58 diferentes VPH han sido identificados usando
técnicas moleculares, estableciendo su relacion con tipos particulares de tumores. La
replicacion de los virus papiloma depende del grado de diferenciacion de los queratinocitos;
las particulas virales maduras solo se detectan en los nacleos de los estratos granuloso y
corneo. Los efectos citopaticos que se observan en el epitelio, tales como la presencia de
inclusiones intra-citoplasmaticas o nucleares, o la vacuolizacidn peri-nuclear que caracteriza
a las celulas coilociticas, son secundarios a la interferencia ocasionada por el virus en la

diferenciacion de la célula huésped. (Castellsagué, 2008)

6.1.1. Estructura del virus

Los papilomas son pequefios virus de Acido desoxirribonucleico (DNA), no poseen
envolturas y presentan una capside proteica de simetria icosaédrica, compuesta por 72
unidades denominadas capsémeros, esto brinda al virion una forma casi esférica, al ser

observado por microscopia electrénica. (Ver figura 1)
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Figura 1. Microfotografias de crioelectronica del papiloma virus humano. Izquierda: se
muestran 72 capsomeros. Derecha: seccion por ordenador de la capside que muestra la

interaccidn de sus capsoémeros y canales. (Biophys J, 1991)

El genoma codifica para 6 proteinas tempranas que son las responsables de la réplica del

virus, y dos proteinas tardias L1 Y L2 que son las proteinas estructurales virales.

Los andlisis bioguimicos revelaron que: la capside formada por dos proteinas estructurales,
la proteina principal, L1y la proteina menor, L2. La primera constituye el 75% del contenido
proteico total, muestra propiedades antigénicas especificas comunes a la familia, mientras
que la segunda aparenta ser altamente especifica. La capside encierra al genoma viral y lo
protege durante la transmision de la infeccion. EI genoma constituido por una molécula de
ADN doble cadena circular, covalentemente cerrada, conocido como episoma. EI ADN del
HPV contiene alrededor 8.000 pares de bases. (Carballal, 2014)

Todos los ADN secuenciados de los distintos HPV evidencian una gran similitud en su
organizacion genémica. Poseen diez marcos de lectura abiertos diferentes; cada uno de ellos
representan un gen viral que codifica una proteina responsable de caracteristicas bioldgicas
tales como el rango del hospedador, el tropismo tisular y la patogenia de la infeccién. El
genoma puede ser dividido en tres regiones: la region larga de control (LCR), la region
temprana (E, por early) y la region tardia (L, por late); estas dos ultimas deben su hombre

al momento en que se expresan durante los ciclos replicativos del virus. (Ver figura 2)
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LCR, también conocido como upstream regulatory region (URR) o regién no codificadora,
representa el 15% del genoma viral. Es responsable de la regulacion de la replicacion del gen
viral y controla la transcripcion de algunas secuencias de la region E. Los distintos tipos
virales muestran marcadas diferencia en su secuencia nucleotidica. Ha sido correlacionada

con cambios en la virulencia y el potencial oncogenico. (Carballal, 2014)

E6 g7
LCRP\\

E1

Figura 2. Representacion esquematica del genoma HPV 16. Se indican los genes

tempranos (E), tardios (L) y la regios regulatoria (LCR).(Carballal, 2014)

La region E es un largo segmento que representa alrededor del 45% del genoma del viral.
Contiene al menos siete marcos de lectura abiertos nombrados de acuerdo a su tamafio
relativo. Codifica proteinas involucradas en la transcripcion viral (E2), replicacion del ADN
viral (E1 y E2), la proliferacion celular (E5, E6 y E7), la trasformacion celular (E6y E7) y
posiblemente su infectividad (E4). La region L comprende alrededor del 40% del genoma
viral y contiene dos marcos de lectura abiertos, imprescindibles para la formacion de la
capside viral. L1 codifica la proteina principal de la capside. L2 codifica la proteina menor
de la capside. (Carballal, 2014)

6.1.2. Tropismo viral
Los virus del papiloma humano son especificos para cada especie y tienen un tropismo

especifico definido por el tejido epitelial estratificado queratinizado en el que pueden

proliferar mediante sintesis del ADN viral, produccion de proteinas virales y ensamble del
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virio. El virus penetra en las células basales, donde produce una infeccion subclinica, latente.
La replicacion viral interfiere en la maduracion epitelial normal y produce un efecto
citopaticos con acumulaciones intracitoplasmaticas que se manifiestan como cambios
coilociticos. Estas células epiteliales transformadas proliferan para formar tumores

papilomatosos de epitelio escamoso fibroepiteliales. (Leonardo, 2011)

6.1.3. Ciclo de replicacion del HPV

El ciclo de vida del VPH puede dividirse en dos etapas: una productiva y otra no productiva.
En la etapa no productiva, el genoma virico permanece como un elemento extracromosomal
en forma de episoma (elemento genético autorreplicativo). Este evento ocurre en las células
basales del epitelio estratificado, donde el virus replica su ADN para mantener un nimero de
50-100 copias del genoma dentro de las células basales y parabasales. Al dividirse la célula
infectada, una de las células hijas permanece en la parte basal del epitelio, mientras que la
otra célula inicia un proceso de diferenciacion en la parte superior del epitelio. (Betancourt,
2004)

El virus necesita la maquinaria replicativa de la célula para la sintesis del ADN virico, la cual
es poco eficiente en las células diferenciadas. Sin embargo, el virus estimula la progresion
de la fase celular G1-S en una celula diferenciada y de esta forma produce un ambiente
adecuado para la replicacion del ADN (ver figura 3). En la etapa productiva, el genoma virico
se amplifica de modo que aumenta el nimero de copias presentes en la célula y se expresan

los genes tardios que codifican las proteinas de la capside. (Betancourt, 2004)

Via de diferenciacion Ciclo vital viral

de las células epidérmicas -

Papiloma

Proteinas de la capside
Particulas virales

 S——

__ Estrato corneo — 7
- (capa cornea)

== — Estralo granuloso
O (capa granulosa) Replicacion de DNA
@ . viral en replicacion
o ) Estrato espinoso Expresion de
® (células espinosas) genes tempranos

o Mitosis

/ ) S\ DNA viral (namero
a e Célula basal uc1do de copias)

Figura 3. Representacion esquematica de una verruga cutanea. El ciclo vital del
papilomavirus esta ligado a la diferenciacion de las células epiteliales. Izquierdo células

epidérmicas. (Betancourt, 2004).
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Podria pensarse que el ciclo virico productivo y no productivo ocurre de forma
independiente, pero sucede dentro de la misma célula. De esta forma las células infectadas y
parcialmente diferenciadas amplifican el ADN virico en la placa granular, transcriben y
traducen los genes tardios en la parte superior del epitelio, donde se ensamblan las particulas

viricas infecciosas. (Ver figura 4)

Células epiteliales diferenciadas
- Liberacion de los viriones -
Infeccion por VPH ) .
Formacion de particulas

(CXr) Nivelde . o "~ 0
. expresion infecciosas @ ®
E1-E4-E5 Expresion
e L1 yL2
Membrana - ’
basal E6-E7
y » 10 -'ﬁ
Zona de transformacisn a f;ﬂi,';‘;.'; &
T - i expresion de
Epitelio Epitelio cscamoso El, E2.
columnar 4, Eoy 7

Cclulas epiteliales basales
Figura 4. Replicacion de las particulas del virus del papiloma humano (VPH). En las
células basales, la expresion de los genes viricos esta controlada por factores celulares,
mientras que en los estratos superiores, las células infectadas amplifican el genoma virico.
Finalmente, las particulas viricas son liberadas a lo largo de las células escamosas, las cuales

son exfoliadas a la superficie del epitelio.

6.1.4. Clasificacion de los genotipos virales.

Se basa en forma exclusiva en la caracterizacion del genoma, y se diferencian mediante el
parentesco de su secuencia de ADN. Se han identificado mas de 130 tipos, aunque solo unos
80 han sido completamente caracterizados. Todos los tipos de VPH se distinguen por ser
epiteliotropos y segun el epitelio que infectan, clasicamente, se han dividido en cutaneotropos
y mucosotropos. Los tipos mucosos infectan preferentemente a la mucosa genital, aunque
también han sido detectados en la mucosa respiratoria y digestiva. En ambos grupos se han
detectado algunos tipos de HPV con claro potencial oncogénico (HPV de alto riesgo), como

sucede en la epidermodisplasia verruciforme y en el carcinoma de cuello de Gtero. (Serena &

Bologna, 2011)
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Las diferencias genotipicas entre los tipos de papilomavirus vienen marcadas por los
diferentes aminoacidos que constituyen la proteina L1 (Proteina estructural del virus que
posee ademas efecto antigénico). Son las caracteristicas de esta proteina las que hacen que el
virus pueda ser tratado como de “Bajo o Alto riesgo” y por ello su genotipo especifico es el
que se usa para poder clasificar a estos virus. Segun el genotipo de la proteina L1 podremos
clasificar los virus como: L1 tipo 16, L1 tipo 18 o como VPH-16, VPH18 respectivamente.
(Bar & Chalian, 2008)

6.1.5. VPH alto riesgo

Los genotipos més frecuentes son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 82. Estos
se consideran de alto riesgo porque pueden encontrarse asociados con canceres invasivos de
cuello uterino, vulva, pene o0 ano, asi como otros sitios anatémicos. Una historia de infeccion
con uno o mas genotipos de VPH de alto riesgo, se cree ser un prerrequisito para el desarrollo
de cancer (siendo la mayoria de las infecciones con VPH no son de alto riesgo). (D"Souza,
2007)

En un estudio sobre la asociacion de infecciones virales en cancer presenta que a nivel
mundial la frecuencia de cancer de cabeza y cuello varia segun la localizacién anatomica
especifica, el cancer bucal es el mas frecuente con un 45,6% (lengua 21%, encima 5%, piso
de boca 2%, labio 2.5%, otras localizaciones de la mucosa oral 14.1%); en glandulas salivares
mayores es del 15.3%; el cancer faringeo abarca el 15% (orofaringe 5.7%, laringofaringe
4.6%, nasofaringe 4.5%) y lugares sin especificar abarcan el otro 24.6%. Es mas frecuente
en hombres que en mujeres y tiene una maxima incidencia en la quinta y sexta década de la
vida. (Serena & Bologna, 2011)

Los tipos 16 y 18 presentan grados de displasia moderada y severa con pocos signos de
actividad viral, estas lesiones podrian resultar malignas debiendo considerarse la infeccion
por VPH en la Laringe, especialmente producida por subtipos 16 y 18, como de riesgo, dado
que estas serian cofactores carcinogénicos. Cada uno de los tipos de VPH 31, 33, 45, 52 y 58
representa entre un 2% y un 4% de los canceres. Cada uno de los otros tipos de alto riesgo

representa un 1% o menos de los canceres. (Clifford, Smith, & M., 2003)
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La forma diseminada puede mostrar una base ancha que incluso infiltra la submucosa. Es
dificil removerlos completamente, es necesario realizar varias sesiones con laser, debido a
que esta patologia tiende a la recurrencia a pesar del tratamiento. Tienen tendencia a la
malignizacion si llevan mucho tiempo en el arbol traqueo-bronquial. Los papilomas que son
positivos a VPH 16 y 18 son los que tienen riesgo de transformacion maligna (carcinoma de
células escamosas), por lo que es necesaria la vigilancia con broncoscopia de control.

6.1.6. VPH Bajo riesgo

Los genotipos mas frecuentes son: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 73, 81. Estos pueden
causar cambios benignos o de bajo grado, aparecen en asociacion con canceres invasivos.
Los sitios anatdmicos afectados son importantes para funciones como el habla, la deglucién,
el gusto y el olfato, por lo que los tipos de cancer y sus tratamientos pueden tener
considerables secuelas funcionales, con la siguiente alteracion de la calidad de vida.
(Mehana, 2010)

La papilomatosis laringea representa una de las formas mas comunes de tumores benignos
del tracto aero-digestivo inducidos por infeccion por VPH, que también incluyen a la cavidad
oral, hipofaringe, esdfago y sistema bronquial. Los genotipos virales méas frecuentes
detectados son HPV 6y 11. (Bosh, 2003)

La localizacion mas frecuente es la glotis y subglotis, tiende a producir lesiones exofiticas y
puede presentar diseminacion traqueo-bronco-alveolar en pocos casos, se cree que diseminan
por contagio o por siembra, por lo que los papilomas se pueden extender hacia todo el arbol
traqueo-bronquial. Si se disemina hacia el parénquima pulmonar, pueden producir ndédulos
que se cavitan. Histologicamente aparecen como masas pedunculadas con protrusiones de
dedos de epitelio escamoso estratificado no queratinizado, suspendido por un estroma de

tejido conectivo altamente vascularizado. (Castillo, 2015)

Se caracteriza por una histologia proliferativa benigna, sin embargo, por su recurrencia y
tendencia a la diseminacion, se le considera alta morbilidad, requiriéndose para su
tratamiento, en la mayoria de los casos, resecciones quirdrgicas periddicas. El
comportamiento clinico es variable: las lesiones regresan con frecuencia, en ocasiones

persisten y raramente progresan a cancer (en general asociado al tabaquismo). (Bosh, 2003)
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6.1.7. Patogenia.

Los VPH son virus epidermotréficos con afinidad y capacidad de infectar cualquier tipo de
epitelio escamoso. Desde el momento de la infeccion, que sucede a partir de pequefias
soluciones de continuidad en la superficie cutdneo-mucosa, se establece un periodo de
incubacion variable que oscila entre 6 semanas y dos afios. La célula diana es el queratinocito,
situado en la ldamina basal, en estas células basales se produce la transcripcién de los genes
tempranos. (Guerra T., 2001)

En las lesiones benignas, el ADN viral se localiza en la posicion extracromosomica del
nlcleo celular de lo contrario, en las lesiones displasicas y en los canceres, el ADN viral se
encuentra integrado en el cromosoma celular y se inserta rompiendo la region E2. Esta
circunstancia puede explicar la malignizacion de la lesion, ya que la expresion de la proteina
E2 regula la expresion de la proteina E6 y E7, cuyos productos interfieren con las proteinas
supresores de tumores, la p53 y el oncogén del retinoblastoma (Rb). Esta actividad
transformadora es mayor en los genotipos de VPH que consideramos de alto riesgo (16 y 18).
(Guerra T., 2001)

6.2. Papilomatosis laringea

La papilomatosis laringea es una enfermedad viral cronica por Virus del Papiloma Humano
(VPH), generando cambios en los queratinocitos del epitelio escamoso estratificado y
lesiones hiperproliferativas de las mucosas y de la piel; las cuales pueden desarrollar
verrugas, displasia leve hasta un carcinoma epidermoide agresivo. La distribucion de la
papilomatosis laringea es bimodal, con distribucién en poblacion juvenil prevalente en

menores de 5 afios hasta en un 25% vy la distribucién en edad adulta.(Hobbs, 2008).

Debido a su elevado potencial de recurrencia, localizacion multiple, especialmente en laringe
y el conocimiento incompleto del mecanismo patogénico, el indice de prevalencia de la
enfermedad se mantiene elevado y a través del tiempo se ha convertido en un verdadero

problema terapéutico. (Jung & Briolat, 2009)

La papilomatosis laringea presenta un curso impredecible, esto hace que el cuidado para el

paciente sea intensivo, laborioso y a veces frustrante para el paciente y su médico. Algunos
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estudios reportan, que los costos de cuidados médicos en la poblacion pediatrica pueden ser
de 109 millones de ddlares por afio, distribuidos en uso de quiréfanos, hospitalizacion y

cuidados médicos.

La Papilomatosis Laringea Juvenil es la neoplasia benigna de laringe mas comun que se
detecta en el nacimiento y los primeros afios de vida. El diagndstico de la enfermedad es
determinado por la clinica caracterizada principalmente por disfonia, tos, estridor y disnea
progresiva; en casos graves de obstruccion intensa, puede provocar la aparicion de
insuficiencia respiratoria que muchas veces compromete la vida del paciente. El curso de la
enfermedad se caracteriza por multiples ciclos de crecimiento y regresion, en muchos casos
se produce una remision espontanea habitualmente alrededor de la pubertad. Es tipico que la
PLJ se manifieste como crecimientos verrugosos multiple friables e irregulares en la laringe.
Las lesiones afectan sobre todo las cuerdas vocales verdaderas y falsas aunque también se
encuentran en otras partes de la laringe y aparato digestivo superior. Se descubren lesiones
traqueo esofagicas en 2 % al 15 % de los casos. (Castillo, 2015)

Las infecciones por VPH 11 presentan una mayor tendencia a ser mas graves, a requerir la
intervencién quirdrgica con mas frecuencia, a precisar tratamientos complementarios, a
desarrollar patologia traqueal y pulmonar y a requerir una traqueotomia. El sintoma de
presentacion clasico de la PRR es una ronquera o un llanto débil cronicos en un nifio de 2 a
4 afos. La otra causa mas frecuente de ronquera en el nifio es el abuso de la voz, con nddulos
secundarios en las cuerdas vocales, es decir, una laringitis localizada. Casi el 75% de los
pacientes con PRR se diagnostican antes de los 5 afios de edad, y casi todos antes de cumplir
7 afios. Si se retrasa el diagnostico, las masas de tipo verrugoso crecen progresivamente y
dan lugar a afonia y posteriormente a obstruccion de las vias respiratorias altas. (Zacharisen,
2006)

6.2.1. Epidemiologia.

Todos los VPH se transmiten por contacto piel/mucosas a piel/mucosas. Se trata de virus
muy estables que no poseen membrana de envoltura. Resisten bien las condiciones adversas

del medio y son muy efectivos.

El VPH tiende a inducir una infeccion latente generalizada debido a la interferencia con la

funcion inmune del huésped. El sitio anogenital es el reservorio primario del VPH. EI VPH

Virus de Papiloma Humano en Laringe



puede transmitirse desde el sitio anogenital de la madre al tracto respiratorio del bebé durante
e incluso antes del parto a través de la placenta infectada y el liquido amniédtico, lo que da
como resultado una PRR de inicio juvenil después de meses o afios, mientras que en adultos
puede transmitirse a través de Contacto sexual oral-genital. Las verrugas anogenitales
maternas durante el embarazo pueden ser un factor de riesgo primario para el inicio de la
PRR en los jovenes. En los adultos, la RRP puede ser causada por factores de alto riesgo,
como la actividad sexual y / o el sexo oral con multiples parejas. Ademas, la enfermedad por
reflujo de &cido extraesofagico es un factor de alto riesgo para la PRR. (Xue & Wang, 2010)

La Papilomatosis Laringea es producida por el virus del papiloma humano, tipo 6 y 11 con

mayor frecuencia, con menor frecuencia el tipo 16,18 y 33.

La infeccion por VPH se adquiere por contacto directo a través de pequefias roturas de la piel
0 la mucosa, durante las relaciones sexuales o durante el paso del feto a través del canal del

parto infectado.

El curso de la enfermedad se caracteriza por multiples ciclos de crecimiento y regresion
donde el virus persiste en el hospedador y es probable la difusion asintomatica, en muchos
casos se produce una remision espontanea habitualmente alrededor de la pubertad. Es tipico
gue se manifieste como crecimientos verrugosos multiple friables e irregulares en la laringe.
Se descubren lesiones traqueo esofagicas en 2 % al 15 % de los casos. Su mayor incidencia
en las dos primeras décadas de la vida la colocan como la lesién tumoral benigna de laringe

mas frecuente de la infancia. (Karagas & Waterboer, 2010)

En Estados Unidos, la incidencia infantil es de 4,3 por 100 000 nifios con una frecuencia
mayor entre los 2 y 4 afios. Debido a su elevado potencial de recurrencia, la localizacién
multiple, especialmente en laringe, el indice de prevalencia de la infeccion por virus de
papiloma humano se mantiene elevado y a traves del tiempo se ha convertido en un problema

terapéutico. (Karagas & Waterboer, 2010)

Se conocen dos formas distintas de la enfermedad: la papilomatosis juvenil (méas agresiva) y
la forma adulta (menos agresiva). En los casos de papilomatosis juvenil, la distribucién por

género es la misma y se diagnostica entre los 2 y 4 afios de edad. En la papilomatosis de
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inicio en la edad adulta, existe ligera predileccion por el género masculino y es diagnosticada
entre los 20 y 40 afos. (Alarcon L, 2013)

El modo de trasmision no esté bien establecido. Hay reportes en recién nacidos, lo que sugiere
infeccion en el Gtero. Se ha identificado &cido desoxirribonucleico (ADN) viral en el cordon
umbilical de nifios de madres con VPH que nacieron por cesarea y se ha encontrado ADN
viral en amigdalas de nifios sin papilomatosis respiratoria, en 2 % de la poblacion general,
ello sugiere que no es suficiente la infeccion para la aparicion de la enfermedad. (Herrera E
& Torres, 2013)

6.2.2. Etiopatogenia.

La papilomatosis laringea se caracteriza por el rapido y recurrente crecimiento de lesiones
exofiticas que se ubican en la mucosa respiratoria, con mayor frecuencia en la region glotica,
provocando disfonia que puede progresar a la afonia, a medida que aumenta la cantidad de
papilomas en la region glotica se presenta un cuadro de obstruccion respiratoria variable con
disnea y estridor inspiratorio que de no tratarse progresara invariablemente a la obstruccion
total de la laringe y a la muerte por asfixia lo que obliga a realizar escisiones quirdrgicas

frecuentes para evitar la oclusion total de la via aérea. (Ver anexo, figura 6)

La enfermedad se caracteriza por la tendencia a la recidiva, observandose un patron particular
que puede estar relacionado con el tipo de VPH, aspectos genéticos y factores inmunoldgicos

propios en cada paciente. (McKenna & Brodsky, 2005)

El nimero total de genotipos de VPH se ha incrementado notoriamente en los ultimos 20

afios, de los cuales unos 25 han sido detectados en la laringe.

La tipificacion virologica de las cepas involucradas es muy importante por dos razones: 1)
los tipos VPH 6y 11 estan relacionados con la recurrencia de la papilomatosis laringea y con
la condilomatosis genital y 2) Los tipos VPH 16, 18 y 30 se relacionan con procesos de

malignizacion especialmente de laringe.

Se ha demostrado una clara relacién entre los condilomas de la madre y el desarrollo de

papilomas laringeo en nifios, los pacientes afectados con el tipo 11 tienden a tener un peor
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curso de enfermedad, la cual llega a producir mayor obstruccion de la via aérea, mas

tempranamente y por lo tanto existe mayor necesidad de traqueotomia.

6.2.3. Anatomia patoldgica

Las lesiones con apariencia clinica blanquecina presentan capas de queratina mas gruesa, se
puede encontrar en la capa de células espinosas un alto concentrado de coilocitos, que son
células epiteliales con ndcleos pequefios, oscuros y halo claro caracteristico de VPH. En
algunos papilomas se puede encontrar hiperplasia basilar, asi como actividad mitotica, que
puede ser confundida con una displasia epitelial leve.

Las primeras lesiones suelen aparecer en las cuerdas vocales y se pueden extender a toda la
laringe, e incluso sobrepasarla invadiendo hipofaringe y éarbol traqueo bronquial. La
localizacion extra laringea de la papilomatosis respiratoria se ha identificado en el 30% de
los nifios y en el 16% de los adultos con Papilomatosis laringea. Los lugares extra laringeos
mas frecuentes en orden decreciente son: la cavidad oral, trdquea, bronquios y esofago. Estas
localizaciones poseen caracteristicas histoldégicas comunes: se trata de uniones entre dos tipos
de epitelio, uno escamoso y otro ciliado. Los papilomas localizados en labios, vestibulo nasal,
velo del paladar o pilares amigdalinos tienen poca tendencia a extenderse y raras veces
recidivan después de la exéresis. No ocurre lo mismo con los papilomas traqueales y
bronquiales. Macroscopicamente son lesiones grisaceas, blanquecinas o rosadas, pediculadas
0 sésiles cuyo aspecto puede cambiar debido a la presencia de fibrosis y cicatrices laringeas.
(Schraff, Derkay, & Burke, 2004)

En ocasiones existen atipias celulares que son mas numerosas cuanto mas extendida este la
enfermedad y mas grave es su curso. Estudios histoquimicos han encontrado la presencia de
altas concentraciones de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y proteina P53 en las
células afectas. Su significado no esta claro: puede ser un indicio de la actividad proliferativa
del epitelio o fruto de una mutacion del gen p53, lo que seria un factor favorecedor de
transformacion maligna. Es posible detectar ADN de VVPH de los tipos 6 y 11 en las lesiones

y mucosa adyacente.

6.2.4. Respuesta inmune
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Los virus a diferencia de las bacterias, no son microorganismos independientes, pues necesita
de una célula para insertar su material genético y asi estar activos. Una vez que invaden la
célula pueden estar en dos fases: lisogénica y litica. Durante la fase lisogénica, la célula
huésped continda con su funcion normal a pesar de la invasién viral. Durante la fase litica, el
virus se apropia de la célula alterando sus funciones y la utiliza para su reproduccion. Una
vez concluida su reproduccion, la célula muere y el virus sale a continuar su proceso de
reproduccion en otras células. Es por tal motivo que el virus puede estar presente en el ser
humano sin manifestar lesiones inmediatas, sino hasta después de un cierto periodo. (Bar &
Chalian, 2008)

Durante la replicacion del virus se produce una interferencia con la diferenciacion de las
células huésped, que provoca efectos citopaticos como la acumulacién de material viral con
formacion de inclusiones intracitoplasmaticas o nucleares o bien la vacuolizacion perinuclear

que caracteriza a las células coilociticas.

La inmunidad celular y la innata son probablemente los factores mas importantes en la
resistencia del huésped, lo que es sugerido por el infiltrado de células T y la necrosis celular
que se observa en el sitio de regresion de las verrugas, asi como la participacion de las células

presentadoras de antigenos y la secrecidn de citoquinas proinflamatorias. (Concha, 2007)

La inmunidad especifica contra el HPV incluye la formacién de anticuerpos y de células T
citotoxicas especificas. Tal proceso requiere la exposicion de antigenos virales por las células
presentadoras de antigenos, en conjunto con moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Particulas virales o antigenos liberados por las células
infectadas, después de la endocitosis, son procesados en los lisosomas y se presentan a los
linfocitos T CD4. Por otro lado, los antigenos expresados intracelularmente son transferidos

a la superficie celular y se presentan como péptidos a los linfocitos T CD8. (Carballal, 2014)

Dependiendo de los alelos del MHC, la presentacion de los antigenos virales puede estar
aumentada o disminuida, segun el individuo, lo cual lleva a diferentes grados de

susceptibilidad para la infeccién por el HPV.

El papel de la inmunidad esta bien documentado por el surgimiento de varios tipos de
verrugas en poblaciones inmunodeprimidas. La inmunidad humoral es importante en la

neutralizacion e inactivacion de los virus, ademas de la prevencion y diseminacion de la
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infeccion por el HPV, y se manifiesta por la presencia de anticuerpos anticapside. La

inmunidad celular estéa relacionada con la regresion de verrugas.

6.2.5. Mecanismos de transmision

El VPH se caracteriza por su afinidad a los epitelios (epilotrdpico), es decir, a todas las zonas
cubiertas por piel, mucosa o ambas. La transmision de este virus ocurre cuando entra en

contacto con dichas &reas permitiéndole asi su transferencia entre las células epiteliales.

Esta infeccion se adquiere por contacto con la mucosa cervical al atravesar el canal del parto
en una mujer con condilomas vaginales, infeccién intrauterina a través de la placenta o por
via hematogena (debido a que se ha encontrado ADN viral en la sangre del cordon umbilical

de recién nacidos en madres con condilomatosis asintomaticas) y contacto sexual.

Sun y colaboradores niegan la transmision horizontal de la papilomatosis y defienden la
transmision vertical de la madre al hijo por los condilomas vaginales; estudiaron la presencia
de HPV en las mucosas de las vias aerodigestivas superiores y en los papilomas de siete nifios
con papilomatosis recidivante, asi como en las mucosas de sus familiares mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa y las técnicas de hibridacion de DNA. En seis de los
siete pacientes detectaron la presencia del HPV en los papilomas y en la mucosa
endolaringea, cuatro del tipo 6 y dos del tipo 11. Los resultados fueron negativos en los
familiares, lo que induce a pensar que no es posible la transmision horizontal del HPV y si la

transmision vertical de madre a hijo por los condilomas vaginales. (Duarte, 2012)

6.2.6. Factores de riesgo asociados con Papilomatosis laringea.

El habito de fumar produce un efecto quimico supresor del sistema inmunolégico e inhibe la
capacidad del epitelio de protegerse asi mismo del VPH. La respuesta inmune esta
considerada como un mecanismo efector en la resistencia a tumores y se relaciona desde la

fase de iniciacion hasta el crecimiento y progresion.

El tabaco por una parte contiene cancerigenos que dafian el ADN celular, siendo esto una
fase precursora del cancer. Por otra parte el consumo del etanol (presente en bebidas

alcoholicas) inhibe la produccion y la actividad del gen p53, siendo este el encargado de
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reparar el ADN dafiado en la célula o de producir apoptosis, para que no ocurra una

reproduccion de una célula dafiada. (Lewin et al., Gallegos; 2005)

La combinacién del consumo crénico de estas sustancias nocivas a la salud, produce una
vulnerabilidad ideal para que el VPH pueda actuar y reproducirse formando lesiones

tumorales. (Lewin et al., Gallegos; 2005)

Los resultados de diversos estudios sugieren una infeccién latente de las cuerdas vocales y
tienen valor la predisposicién genética como la asociada a los factores de riesgo como la

edad, el comportamiento sexual y actividad del sistema inmunolégico. (Gonzalez et al; 2008)

El conocimiento de la etiologia de estas lesiones atribuidas al virus del papiloma humano
posibilita que las personas tomen conciencia de los factores de riesgo para disminuir su

prevalencia.

6.3. Diagnostico

Las técnicas disponibles son técnicas morfologicas para la deteccion del virus (citologia,
histopatologia, incluso técnicas de microscopia electronica. Técnicas basadas en la deteccion

del ADN viral mediante hibridacion o amplificacion.

Estudios han establecido los limites de sensibilidad y especificidad de cada una de las
técnicas y variantes descritas. Al igual que ocurre con la citologia, la calidad del analisis del
ADN esta condicionada por una serie de factores técnicos y de conservacion de la muestra

gue en ocasiones son determinantes para el resultado.

La Deteccion del ADN del VPH sugiere que su material genético esta presente en mas de
90% de las lesiones escamosas pre malignas y malignas de los carcinomas escamosos Yy sus
localizaciones. La enfermedad se caracteriza por la tendencia a la recidiva, observandose un
patrén particular que puede estar relacionado con el tipo de VPH, aspectos genéticos y

factores inmunoldgicos propios de cada paciente.
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6.3.1. Deteccion del genotipo viral por Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Técnicas de biologia molecular: se usan para la deteccion y tipificacion de HPV,
especialmente cuando el diagndstico clinico o histopatolégico es dudoso. También se recurre
a ellas para determinar la presencia de virus en las lesiones pre malignas o malignas ya

tratadas, lo cual constituye un factor de riesgo de recurrencia.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se considera una de las técnicas mas sensibles
y especificas de las pruebas moleculares. Fue desarrollada en 1986 por el Dr. Kary Mullis.
La idea fundamento la necesidad de obtener un gran nimero de copias de fragmentos
especificos de ADN.

La ampliacion in vitro de la PCR se apega a las mismas reglas de replicacion; esto se basa en
una secuencia que le sirve de molde y, por complementariedad, sintetiza la cadena
antiparalela. También, la sintesis de la cadena sigue la direccién 5°-3°, ya que requiere de un
oligonucledtido con el extremo 3’ libre que proporciones el grupo OH para la adicion del

siguiente oligonucleotido, con lo que se forma el enlace fosfodiéster.

Para que se lleve a cabo la PCR se requiere una cadena de ADNg o ADNCc que sirva de molde,
una enzima ADN polimerasa, cofactores necesarios para la actividad correcta de la ADN
Polimerasa, desoxinucleédtidos (dNTP) para la sintesis del producto de PCR vy

oligonucledtidos o Primers.

Los modernos métodos comerciales como el denominado Hybrid Capture 2® (Qiagen,
Gaithersburg, MD, USA) a diferencia de las versiones anteriores, tienen una adecuada
relacion entre sensibilidad y especificidad si se establecen puntos de corte adecuados (1pg de
ADN; equivalentes a 100,000 copias del genoma viral. La utilizacion de un Cocktail de 13
sondas de VVPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y otro grupo
de bajo riesgo que incluye 5 tipos (6, 11, 41, 43, y 44) permite la deteccion de cualquiera de
estos tipos en la reaccion, si bien no permite la identificacion de VPH especificos. Este

ensayo fue el primero aprobado por la FDA en el cribado de cancer de cuello uterino.
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Se pretende que al realizar analisis moleculares se convierta en una técnica esencial en el
diagndstico y manejo de la papilomatosis laringea, debido a que en pacientes tipificados para
los genotipos 6 y 11 dieron positivos, lo cual describe al VPH como agente etioldgico.
(Pefaloza & Montoya, 2000)

El DNA extraido y purificado de la muestra clinica de Tejido laringeo, se amplifica por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual debe su nombre a la actividad de la enzima
ADN polimerasa que permite crear ADN a partir de su cadena complementaria. Con este
método se logra la amplificacion de un fragmento especifico de ADN gracias a la
multiplicacion exponencial del mismo. (Eva Mas, 2001)

Empleando cebadores genéticos especificos de los genotipos virales 6 y 11 (Primers 6F-6R
y Primer 11F-11R), y el cebador ALBUMINA que se encuentra en todos los individuos
independiente mente 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 HPVs que habitualmente afectan el trato aerodigestivo. El producto de esta amplificacion

puede verse como multiples bandas en un gel de Agarosa. (Ver figura 9,10).

PCR en punto final, es aquella en la que le producto se analiza después de 25 a 35 ciclos en
el punto previo a la saturacion de la reaccion, mediante un gel de electroforesis. La deteccion
en punto final depende de la resolucion del gel agarosa, que puede ser baja y no permite
detectar cambios en la concentracion, mas de una molécula de bromuro de etidio puede unirse
aun solo producto de PCRy, por tanto presenta una sensibilidad menor que la PCR en tiempo

real.

Los estudios de biologia molecular son de gran potencial como herramienta diagndstica y
pronostico, utilizando métodos basados en la amplificacion de DNA por reaccion en cadena
de la polimerasa. Sin embargo, el procedimiento de extraccién de DNA a partir de muestras
biolégicas, demuestra que tiene un impacto significativo sobre la sensibilidad vy
reproducibilidad de esta prueba molecular. Por ello es de vital importancia desarrollar un
método de extraccion de DNA que permita obtener genoma amplificable con un 6ptimo

rendimiento.
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Para la ciencia es relevante el esclarecimiento de los VPH relacionados con esta secuencia
de transformacion maligna a traves de la tipificacion molecular. Ademas se contribuye a las
imprecisiones de diagndstico clinico por metodologias convencionales que dificultan la
deteccion precoz del cancer de vias aerodigestivas. La realizacion entre genetistas y médicos
en diagndstico molecular por PCR son tan contundentes que contribuyen a la toma de
decisiones de programas de prevencién y control de diferentes tipos de neoplasias malignas.
(Quer et al., 2001)

6.3.2. Tratamiento para papilomatosis laringea.

En el momento actual, ningun tratamiento Gnico ha mostrado efectividad para erradicar la
PPR. El tratamiento estandar actual es exeresis quirargica completa de los papilomas y la
preservacion de estructuras normales. En pacientes con afectacion de la comisura anterior o
posterior con papilomas de alta agresividad, el objetivo debe ser asegurar la via aérea
preservando el tejido sano para evitar complicaciones como estenosis gloticas o subgloticas,
o la formacion de sinequias que reduzcan el espacio glotico. Debemos prestar especial
atencién a la comisura anterior: en esta zona solo debe tratarse un lado por sesion. En las
formas graves a veces es necesario recurrir a una traqueotomia pero en cuanto la extension

de las lesiones lo permite debemos retirarla para evitar la diseminacion de los papilomas.

El tratamiento de la PRR infantil depende del grado de afectacion de las vias respiratorias.
Si el nifio se presenta con dificultad respiratoria aguda por obstruccion de las vias altas, puede
ser necesaria una traqueotomia. Los métodos actuales mas comunes de tratamiento son la

exéresis con laser CO2 o microdesbridador endolaringeo por laringoscopia directa.

6.3.2.1. Cidofovir:

El cidofovir es un agente antiviral que se utiliza en el tratamiento de la retinitis por
citomegalovirus en personas con SIDA. El cidofovir suprime la replicacion viral por
inhibicidn selectiva de la sintesis de ADN viral, al actuar sobre la ADN polimerasa. También
fue utilizado en el tratamiento del virus del Herpes y adenovirus. El cidofovir se aplica en el
sitio de implantacién de los papilomas luego de su exeéresis. Se utiliza en una concentracién

de entre 5 a 15 mg/ml, en una serie de cuatro aplicaciones con un intervalo de 15 dias entre
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ellas. Si la patologia recidiva, se re interviene al paciente y se inyecta nuevamente este

farmaco.

Numerosos estudios han despertado un importante interés en la inyeccién intralesional de
Cidofovir para el tratamiento de la PRR. Aunque la mayoria de estudios sobre su uso en la
PRR son series de casos, los resultados son suficientemente alentadores para considerarlo
como una opcién de tratamiento en pacientes con PRR severa. Cidofovir es en la actualidad

el tratamiento adyuvante mas utilizado en nifios con PRR.

La vacuna tetravalente recombinante anti-VPH contiene los tipos 6, 11, 16 y 18. El efecto
previsto de esta nueva vacuna sobre la PRR causada por estos tipos es prometedor, pues el

90% de las verrugas genitales se deben a ellos.
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7. Disefio metodoldgico.
7.1.Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, de corte transversal, con el propésito de determinar la
frecuencia de los genotipos del Virus de Papiloma Humano, en lesiones papilomatosas de

laringe en pacientes que acuden a un Hospital de Managua, febrero 2017-enero 2018.
7.2.Universo

Total de Pacientes Diagnosticados con Papilomatosis Laringea en el periodo comprendido
de febrero 2017- enero del 2018.

7.3.Muestra.

La muestra esta representada por 24 pacientes con diagnostico histopatolégico de papiloma

escamoso, que son atendidos en un hospital de Managua.

7.4.Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia, aplicando los siguientes criterios de seleccion.

7.4.1. Criterios de inclusion

v’ Pacientes con tumoraciones en la laringe, traquea y cuerdas vocales.
v Pacientes a los cuales se envi6 la muestra al laboratorio de biologia molecular
POLISAL.

7.4.2. Criterios de exclusion

v Pacientes que asistan a la consulta fuera del periodo que abarca el estudio, febrero
2017- enero 2018.

v" Muestras de pacientes que hayan llegado al laboratorio de biologia molecular
POLISAL, fuera del periodo de estudio, febrero 2017- enero 2018
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7.5. Procedimientos de recoleccién de la informacion.

Las muestras de tejido laringeo fueron llevadas al laboratorio por el médico tratante de los

pacientes, con sus respectivos datos (cddigo de la muestra, edad, sexo, nimero de cirugias).

7.6.Métodos

7.6.1. Recoleccion de muestras

Las muestras de tejido laringeo fueron tomadas por el Otorrinolaring6logo del hospital, quien
posteriormente transporto las muestras a través de tubos falcon con reactivos amortiguadores
TWEEN/20 + TBS 1X en refrigeracion, hacia el laboratorio de Biologia Molecular
POLISAL UNAN-Managua

7.6.2. Extraccion de ADN en muestras de Tejido Laringeo.

La extraccion de ADN se realizé a partir de 25 mg aproximadamente de tejido laringeo,
mediante la utilizacién de QIAamp® DNA Mini Kit, aplicando el protocolo DNA purification
from Tissue, indicados en el manual QlAamp® DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood
Mini Kit Handbook. Este protocolo se siguié en un 80%, realizando modificaciones en la

cantidad de muestra a extraer y reactivos precipitantes.
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7.6.3. Materiales y reactivos
Etanol al 100%

PBS 1X + TWEEN20

Tissue Protocol (QlAamp DNA
Mini Kit only) (para producir
ADN copia)

Kit para PCR (Buffers, enhancer,
dNTPs, Enzima-taq, H20) para
realizar mix PCR.

Primers especificos para la

deteccion de genotipos HPV 6,11.

Agarosa en polvo

Buffer TBE al 1x

Bromuro de etidio.

Guantes de nitrilo

Eppendorf de 1.5 ml nuevos y
autoclaveados (exclusivos para
extraccion de ADN)

Eppendorf de 0.5 ml nuevos y
autoclaveados (exclusivos para
preparar master mix)
Eppendorf de 0.2 ml nuevos y
autoclaveados (exclusivos para
PCR)

Micropipetas y puntas para
volumenes de 0.5 — 10 ul
Micropipetas y puntas para
volimenes de 2 — 20 ul
Micropipetas y puntas para
volimenes de 100 — 1000 ul
Centrifugadora refrigerada (4°C)
Vortex

Termociclador para PCR.
Camara electroforética

Fuente de poder para
electroforesis

Transiluminador UV.

Acciones que se deben de tomar antes de comenzar:

e

*

Equilibrar la muestra a temperatura ambiente (15 — 25° C)

Bloque térmico a 56° - 70° C

Equilibrar buffer AE a temperatura de 56° C

Asegurese de que los Buffers AW1 Y AW2 han sido preparados correctamente.

e

*

e

*

e

*

e

AS

Si se ha formado un precipitado en el tampon ATL o el Tampon AL, disuelva
incubando a 56°C.

% Todos los pasos de centrifugacion de realizarse a temperatura ambiente ( 15- 25° C)

K/
*

K/

A

% Evitar congelaciones y descongelaciones repetidas de las muestras almacenadas, ya

que esto conduce a la reduccién del tamafio de ADN.



Tecnica de extraccion y amplificacion de ADN optimizada para la genotipificacion del
virus de Papiloma humano (VPH), en muestras de tejido laringeo.

Protocolo de extraccion de ADN gendmico en TEJIDO QLAamp® DNA Mini Kit

Lyse 1.  Cortar en trozos pequefios aproximadamente 25 mg.
2. Transferir a un Eppi de 1.5 ml el Tumor.
3 Afiadir 20 pl de Proteinasa K vortex durante 155, e incubar a
56°C, 2 horas. (vortex breve cada 15 min).

4. Pipetear 300p1 de Muestra piloto yagregarlaenun Fppide 1.5
ml
5 Afiadir 300 pl de tampdn AL

Bind 0. Vortex durante 155, e incubar a 36°C durante 10 min,
centrifugar breve.
7. Afiadir 300 pl de FEtanol, mezclar, vortex durante 15s,
centrifugar breve.

8. Pasar el confenido del Eppi a una columna.
Wash 0. Centrifugar breve a 6,000 — 8 000 EPM durante 1 min.

9 ) -3 ) — <

{Buffer w1 10.  Descartar el fubo colector y pasar a otro colector.
11.  Afiadir 500 pl de Tampon AWI1, centrifugar 6,000 — 8,000
RPM/ 1 min.
= Wash 12, Descartar el tubo colector ¥ pasar a otro colector.

[Buffer AN2

13.  Afiadir 500 pl de Tampon AW2, centrifugar de 14,000 —
20,000 RPM/ durante 3 min (Realizar este paso 2 veces).

14. Descartar el tubo colector, trasvasar el contenido de la columna
Elute en un Fppi nuevo.

15. Agregar 30 pl de Tampdn AE.

16. Dejar reposar 5 min.

17. Centrifugar de 6.000-8,000 RPMY 1 min

18. Cuantificar ADN en NanoDrop.

19. Almacenar ADN a -20°

_ﬂi"&*}



7.6.1. Cuantificacion de ADN.

El ADN se cuantificO y se realiz6 la medicién de la pureza (Abs 260-280, 1.8-2.0) Mediante
el uso del Espectrofotometro NanoDrop lite Thermo Scientific.

7.7. Deteccion de los genotipos del virus de papiloma humano en lesiones
papilomatosas de laringe mediante PCR punto final.

Tomando como referencia la estandarizacion del protocolo descrito por Vargas Cruz, Zufiiga
Pilarte, se realizé la identificacion de los genotipos VPH 6 y VPH 11. Las temperaturas y
tiempos de amplificacion, asi la corrida electroforética fueron las mismas a las de referencia.
La secuencia se tomé del articulo Genotyping of Human Papillomaviruses by a Novel One-
Step Typing Method with Multiplex PCR and Clinical Applications (Morie Nishiwaki,
Tomohiro Yamamoto, 2008). Siguiendo sus tiempos y temperaturas de reaccion.

7.7.1. Mezcla de reaccion.
a) La identificacion de los genotipos 6 y 11 de VPH se realizd0 mediante PCR punto

final, para la reaccion se utilizo:

Reaccion Genotipo 6 Reaccion Genotipo 11

Enhancer 5X Enhancer 5X

Buffer s 10X Buffer s 10X

dNTPs dNTPs

Primer 10uM; 6 Forward Primer 10uM; 11 Forward
Primer 10uM; 6 Reverse Primer 10uM; 11 Reverse

Dream taq DNA polimerase 5U/ul Dream taqg DNA polimerase 5U/ul
ADN [250ng/ul] ADN [250ng/ul]

H20 H20
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b) La identificacion de los genotipos Alto riesgo de VPH fueron detectados mediante

la técnica PCR Multiplex, para la reaccion se utiliz6 las mezclas:

Primers Mezcla (1) Primers Mezcla (I1) Primers Mezcla (111)
33 139pb 58 128pb 59 169pb
16 217pb 18 187pb 45 205pb
31 360pb 39 229pb 51 299pb
35 434pb 66 277pb Cl 99pb
52 517pb 56 330ph 16UF 397pb

Mezcla de reaccion para la deteccion de genotipos VPH AR

Mezcla (1) Mezcla (1) Mezcla (111)
Enhancer 5X Enhancer 5X Enhancer 5X
Buffer S Buffer S Buffer S

dNTPs dNTPs dNTPs

Enzima Taq Enzima Taq Enzima Taq
Primer mix* (1) Primer mix* (2) Primer mix* (3)
ADN (250 ng/ul) ADN (250 ng/ul) ADN (250 ng/ul)
H20 H20 H20

*Para secuencias de Oligonucleotidos. (Ver anexo tabla 9)

7.8.Amplificacion mediante PCR punto final.

Para la amplificacion del material genético se utiliz6 el programa: Desnaturalizacion inicial
95°C /5, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C /30, hibridaciéna 70 °C /1°30”’,

Elongacion a 72 °C /1, El altimo ciclo se llevo a cabo con una extension final a 72°C/ 2.
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7.9. Electroforesis en gel de agarosa post PCR.

Se realiz6 la comprobacidn de material genético mediante la técnica de electroforesis en gel
Agarosa. Se prepard una concentracion de gel agarosa al 1.5%, donde se utilizdé 2 ul de
Loading Green con 8 ul de producto PCR, 3 ul del marcador molecular (Ladder). Los
productos fueron teflidos con Bromuro de etidio utilizando 3 pl, con un tiempo de 1 hora a
120 voltios que dicha corrida seria observada a través de un transiluminador en luz UV,
observando las lineas de los productos.

7.10. Plan de tabulacion y analisis.

Para la edicion de este trabajo se utilizaron el Software Microsoft Office Word. La
informacion se organizd en una base de datos con asistencia del Software Microsoft Excel.
En continuacion se disefiara la presentacion de la defensa con el programa Microsoft Office

PowerPoint.
7.11. Etica de la informacion.

El médico tratante de los pacientes del hospital comunico previo a la realizacion del estudio
sobre el objetivo de la investigacion. Las muestras fueron tomadas por el otorrinolaringélogo
del hospital quien las transporto al laboratorio de Biologia Molecular POLISAL UNAN-
Managua, los autores de este estudio no tuvieron contacto alguno con los pacientes. Una vez
obtenido los resultados, estos fueron extendidos unicamente al médico tratante. Toda la
informacion como los datos generales y resultados del analisis molecular de los pacientes
son estrictamente confidenciales. No se divulgara ningun dato o informacion que pudiera

exponer la identidad de los pacientes.

7.11.1. Los beneficios para estos pacientes son:

e El resultado proporcionado al médico tratante le permitira conocer la cantidad de
genotipos de alto riesgo o0 genotipos de bajo riesgo, monitorear la recurrencia de la
enfermedad, establecer el prondstico en la evolucion de la papilomatosis.

e Al médico, conocer la frecuencia de los genotipos en los pacientes, valorar el uso de

tratamientos que puedan disminuir la recurrencia quirurgica.
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e Atodos los pacientes se les realizo la deteccidn de los genotipos de bajo y alto riesgo
sin costo alguno.
e Con estos datos se puede retomar un segundo estudio para la investigacion de una

posible vacuna.
7.12. Limitantes del estudio.

e Una de las limitantes de este estudio fue el nimero de muestras analizadas, se
recepcionaron 24 muestras de tejido laringeo en el periodo del estudio, por lo cual se
necesitaba una muestra mas grande para lograr obtener con un mayor nivel de
confianza y precision a lo que corresponde la frecuencia de genotipos, diferencias
segun sexo Yy segun las distribuciones de edad, cabe destacar que con este tamafio
limitado de muestras no se pudo establecer relacion estadistica con respecto a
genotipo con el namero de cirugias.

e Solo se realizd la deteccion de 15 genotipos de VPH. La amplia gama de genotipos
que existen de VPH ya sea de bajo o alto riesgo no lograron ser incluidas en el estudio,
debido a que nos basamos en los genotipos ya detectados en la region anatémica de
la laringe segun la literatura descrita y investigaciones, eso nos redujo la posibilidad
de encontrar otros genotipos ademas de los ya causantes de la PRR, el no haber
identificado estos tipos de VPH nos excluye la posibilidad de detectar mas de estos
genotipos en esta region, diciendo de esta forma que los genes 6 y 11 son los causantes
de la PRR, pero podrian existir otros genes asociados.

e El estudio de analisis mediante biologia molecular demuestra que tiene un impacto
significativo sobre la sensibilidad y reproducibilidad, incluye, extraccion,
amplificacién y deteccion del ADN, por todo lo anterior descrito ademéas de las
ventajas que influyen en realizar deteccion de genotipos de VPH mediante biologia
molecular, también incurren en gastos debido a que se necesitan obtener resultados
de calidad y para esto se necesita materiales, reactivos y un area perfectamente
equipada para el manejo de muestras altamente infecciosa como lo es el papiloma
virus, ademas de costos elevados en la utilizacion de enzimas, primers, kits de
extraccion de ADN...Etc.
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8. Operacionalizacion de las variables

Variable Sub variables Criterios Indicador Valor
Deteccion a partir de Banda
Presencia de | control albumina Alb: 350 pb Si- No
ADN
El aumento y disminucion
Concentracion de | de  ADN puede formar
Determinacion | APN bandas muy marcadas, 250ng/ul Si-No
de Genotipos a delgadas o ausencia.
través de PCR
Presencia de | Deteccion a partir de Banda
genotipos 6 y 11. | primers y ADN. 6: 263 pb Si- No
11: 472 pb
Concentracion de | Puede aumentar la
primers formacion de dimeros de 10pM Si- No
primer
La presencia de un genotipo | 6
Tipo de VPH que | indica infeccion leve. 11 Positivo
presenta el 6yll
paciente La presencia de dos 0 mas
genotipos indica confeccion | Alto Riesgo Negativo
Genotipos y posible malignizacion.
La presencia de un genotipo
indica infeccion leve. 6yll Positivo
Coinfeccion
La presencia de dos 0 mas 6y1lcon
genotipos indica confeccion | Alto Riesgo Negativo

y posible malignizacion.
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0-10
Papilomatosis laringea 11-21 Si__
Edad Grupos etarios juvenil 22 — 32
33-43 No__
Papilomatosis laringea del 44 — 54
Adulto 55-65
6
Femenino 11 Positivo
Sexo Presencia de genotipos 6yll
segun el sexo
Masculino Alto Riesgo Negativo
Crecimiento y diseminacion
del tumor en menor tiempo <10
Papilomatosis | Recurrencia a | después de la 11-20 Positivo
laringea intervenciones papilomectomia 21 -30
recurrente. quirurgicas 31-40
Apariencia del tumor en un 41 -50 Negativo
tiempo prolongada. >50
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9. Andlisis y discusion de resultados

Grafico n°1. Genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) de bajo y alto riesgo
detectados mediante PCR punto final, en pacientes con papilomatosis laringea en un

Hospital de Managua en el periodo febrero 2017, enero 2018.

Genotipos VPH BRy AR

90%
80% 79% 75%
70%
= mVPH 6
- VPH 11
40% m V/PH 66
30% VPH 39
0% 17% 1% = VVPH 58
10% | 8%

VPH 6 VPH 11 VPH 66 VPH 39 VPH 58

Fuente: Tablan®1

El grafico 1 representa los genotipos de VPH detectados mediante PCR punto final, en
pacientes con papilomatosis laringea. EI 100% de estos pacientes mostraron la presencia de
al menos uno de los 15 genotipos de VPH investigados. Se obtuvieron los siguientes
resultados para genotipos de bajo riesgo (BR), donde predominé VPH 6 en un 79% de los
casos correspondiente a 19 pacientes, VPH 11 con un 75% de positivos correspondiente a 18
pacientes, ademas se encontraron genotipos de alto riesgo (AR) con un 17% positivos para
VPH 66 correspondiente a 4 pacientes, 13% positivos para VPH 39 correspondiente a 3
pacientes y VPH 58 en un 8% (2/24) de los pacientes.

La presencia de los genotipos 6 y 11 sugieren ser los causantes de la papilomatosis laringea
segun nuestros resultados, ademas de la presencia de los genotipos de Alto riesgo 39, 58, 66.
Un estudio que se asemeja al nuestro, fue realizado por el Centro Nacional de Enfermedades

Infecciosas y Parasitarias de Bulgaria de Bulgaria, identificaron el VPH-DNA en pacientes
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juveniles con Papilomatosis Respiratoria Recurrente. Se estudiaron 23 pacientes y sus resultados
revelaron que predomino el VPH-11 en un 61.9% de los casos y VPH-6 en el 23.8%. Doble
Positividad de VPH6 y VPH11 se encontro en el 14.3% de los casos. Sus conclusiones son que
la Papilomatosis Laringea Recurrente es mucho mas agresiva con el VPH-11 en las infecciones

del tracto respiratorio superior. (Draganov & Todorov, 2005)

Un estudio realizado por Jeong WJ en el afio 2009 no solo describe al genotipo VPH 11
como el més frecuente con el cambio maligno, ellos encontraron la presencia de VPH 6 en
displasia y carcinoma de Papilomatosis respiratoria recurrente. El VPH tipo 6 estuvo
presente en todas las muestras que dieron positivo. Sus conclusiones son que el VPH tipo 6
también puede contribuir a desempefiar un papel igualmente importante en la carcinogénesis
de la PRR. (Jeong WJ, 2009).

Se realizo la deteccion de los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 59, considerados
como alto riesgo de forma tal que estos no estuvieron presentes en ningunos de los pacientes.
La papilomatosis laringea es la lesion tumoral benigna de laringe mas frecuente de la
infancia, producida principalmente por los genotipos 6 y 11, la infeccion por genotipos de

alto riesgo se considera poco frecuente. (Karagas & Waterboer, 2010)
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Grafico n° 2. Coinfecciones de los genotipos de VPH de alto y bajo riesgo identificadas
en un Hospital de Managua en el periodo febrero 2017, enero 2018.

Coinfecciones de VPH BR y AR*
60%

54%

50%

40%

30%

20%

0
10% 4% 4% 4% 4%
0% ] ]

6,11 11,66 6,11,39,66  6,11,39,58,66  6,39,58,66

=611 11,66 m6,11,39,66 =6,11,39,58,66 m6,39,58,66

Fuente: Tabla n°® 2

El grafico 2 representa las coinfecciones presentes en los pacientes en estudio, una
coinfeccion es cuando hay dos 0 mas genotipos presentes. La doble infeccion con VPH 6/11
estuvo presente en el 54% de los casos. Las coinfecciones con VPH 11/66, VPH 6,11,39,66,
VPH 6,11,39,58,66, VPH 6,39,58,66 fueron detectados en un 4% para cada uno

respectivamente.

En este estudio, la doble positividad con VPH 6 y 11 se encontré con mayor frecuencia,
coincidiendo con un estudio realizado en Caracas para detectar los tipos de VPH en 15
pacientes, entre 3 y 20 afios de edad con diagndstico de Papilomatosis Laringea Juvenil en
donde encontraron que en el 53% de los casos, se identificaron los genotipos de VPH 6 y
VPH 11 (Bello de Alford, M, 2011)
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En un estudio realizado en Noruega donde investigaron sobre Papilomatosis Respiratoria
Recurrente en 207 pacientes, todos los pacientes fueron positivo para BR (HPV 6 u 11), que
comprende VPH 6 en 64%, VPH 11 en 19% de los casos y VPH 6/11 en 7% de los casos.
Coinfeccion con VPH de alto riesgo junto con VPH 6 o HPV 11 estuvo presente en el 10%
de los pacientes (Omland et al, 2014). Este estudio se asemeja al nuestro, con relacion a las

coinfecciones de alto y bajo riesgo.
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Grafico n°3. Frecuencia de los genotipos de VPH en pacientes con papilomatosis
laringea, segun sexo dado en un Hospital de Managua en el periodo febrero 2017, enero
2018.

Genotipos seglin sexo

50% 46%
45% 38%
40% 33%
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%
0%

38%

8%
4% 4% 4%

Femenino Masculino

m6 11 =39 m58 m66

Fuente: Tabla n°3,4

Este grafico muestra los genotipos detectados segun el sexo de los pacientes, obteniendo que
el genotipo 6 predomind en los pacientes masculinos con 46% (n=11) en cambio en las
pacientes femeninas con un 33% (n=8). El genotipo 11 estuvo presente con un 38% en ambos
sexos. El genotipo 66 se presentd en un 13% en mujeres y un 4% para los varones. El genotipo
39 fue detectado en un 8% en el sexo femenino y en un 4% en el masculino. El genotipo 58

se presentd en igual porcentaje (4%) en ambos sexos.

Estos resultados nos muestran que la infeccion por VPH afecta a ambos sexos. EI VPH 6 se
presentd con mayor frecuencia en varones, sin embargo, los genotipos VPH-AR 39 y 66 se
encontraron en mayor frecuencia en mujeres. Un estudio realizado en Venezuela en el

servicio de otorrinolaringologia del Hospital J. M de los Rios donde se evaluaron 120 casos
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de papilomatosis laringea juvenil, predomind el sexo masculino (61,1 %). (Castillo &
Gonzélez, 2013).

Otro estudio donde logramos encontrar la relacion con la presencia de los genotipos de VPH
con el sexo fue un estudio en Espafia en el afio 2010. Sus resultados demostraron que es mas
prevalente en el sexo masculino en un 65.5% de casos, con leve predominio de Unica
localizacion laringea frente a multilocalizacion de lesiones. Se detect6 DNA virico del Virus
del Papiloma Humano en el 75.8% de los casos, predominaron los subgrupos 6 y 11.
Presentaron recidiva el 44.8% de los casos, con una media de recidiva de 2-3 episodios por
paciente. Present6 malignizacion un caso. (Castillo, 2010)

Se necesita continuar estudiando la relacion entre el sexo y los genotipos de VPH en un

mayor nimero de muestras.
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Grafico n° 4. Coinfecciones en pacientes con Papilomatosis laringea segin sexo dado en
un Hospital de Managua en el periodo febrero 2017, enero 2018.
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Fuente: Tablan®5

El grafico 4 representa las coinfecciones segun el sexo de los pacientes, con respecto a la
coinfeccion con genotipos de bajo riesgo VPH6/11 se encontré con mayor predominio en el
sexo masculino con un 29% seguido del sexo femenino con un 25%. Las coinfecciones VPH
11/66, VPH 6/11/66/39 y VPH 6/11/39/58/66 estuvieron presentes con 4% para el sexo

femenino, la coinfeccion VPH 6/39/58/66 se presentd con un 4% en el sexo masculino.

En una revision realizada por Craig Derkay en E.E.U.U. sobre papilomatosis laringea sugiere
que la forma juvenil de esta afecta a hombres y mujeres en igual nimero, y la forma adulta
afecta a los varones un poco mas a menudo que a las mujeres esto se asimila a nuestros
resultados, ya que la coinfeccion por VPH 6/11 afect6 mas a los varones. (Craig Derkay,
2016)
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Grafico 5. Frecuencia de los genotipos de VPH en pacientes con papilomatosis laringea

segun rangos de edad, dado en un Hospital de Managua en el periodo febrero 2017,
enero 2018.
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Fuente: Tabla n® 6

El grafico 5 nos muestra la frecuencia de genotipos detectados segun la edad de pacientes.
En el rango 0-10 afios se detectd una mayor frecuencia de genotipos VPH 11, 6, 66 y 39. El
VPH 11 se detect6 en el 46% seguido del VPH 6 con un 42%, VPH 66 con un 13%, y VPH
39 con un 8%. EIl segundo grupo que obtuvo mas frecuencia fue entre las en las edades de

55-65 afios el genotipo 6 y 11 estuvieron presentes en un 17% para cada uno, VPH 66, VPH

6

11
m 66
=39
=58

39 y VPH 58 en un 4% de los casos para cada uno respectivamente. En las edades de 33-43

afios el VPH 6 se encontré en un 8% y el VPH 11 en un 4%. En el grupo de 44-55 afios el

genotipo 6 estuvo presente en un 4% Yy genotipo 11 en un 8%, en las edades de 11-21 se

detect6 solo VPH 6 con un 4%.

La distribucion por edad resulto ser de caracter bimodal entre las edades juveniles y adultos

Estos resultados nos muestran que las edades mas afectadas fueron las de 0 — 10 afios,
asemeandose a un estudio realizado en Zimbabwe sobre VVPH el cual observaron casos de

PRR de inicio juvenil durante el periodo de dos afios y el 64% de los pacientes fueron
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positivos al VPH. Los tipos 6 y 11 de HPV fueron los tipos dominantes que constituyen el
85% de todos los tipos de HPV.

Por otra parte la sociedad holandesa determiné la distribucion de las edades de PRR lo que
resulto ser de caracter trimodal, siendo la edad adulta y tercera edad los de mayor significado
que podria estar relacionados con factores de riesgo e inmunidad. (Matinhira & Soko, 2019)
(Colbs, 2012)

En un estudio para determinar la distribucion de edad en la Papilomatosis Respiratoria
Recurrente en 12 Hospitales Europeos publicado en el afio 2012. Se incluyeron 639 pacientes.
La Distribucion por edad resulto ser de caracter trimodal con una distribucion entre las edades
medias de 7 afos, 35 afios y 64 afios. (Colbs, 2012) Sus resultados reflejan tres picos de
edad, que son: pediatrico, edad adulta y un pico en la tercera edad (64 afios). Este estudio se
relaciona con el nuestro ya que las distribuciones de edades fueron similares y podemos decir

que la papilomatosis laringea afecto tanto a nifios como a adultos.
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Gréfico 6. Coinfecciones los genotipos de VPH en pacientes con papilomatosis laringea,
segun rangos de edad atendidos en un Hospital de Managua en el periodo febrero 2017,
enero 2018.
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Fuente tabla n® 7

En este grafico se logra apreciar las coinfecciones segin rangos de edad, se presento una
mayor frecuencia de doble positividad con VPH 6/11 en pacientes entre las edades de 0-10
afios con un 38%, seguido por pacientes entre 55-65 afios con 13% y en un 4% entre las
edades de 33-54 afos. Para las coinfecciones VPH 11/66, VPH 6/11/66/39 y VPH
6/11/39/58/66 se obtuvo una frecuencia del 4% para cada una entre las edades de 0-10 afios.
La coinfeccion VPH 6/39/58/66 se presento en un 4% en pacientes con edades entre 55-65

anos.

Los resultados obtenidos muestran que las edades mas afectadas por la coinfeccion con VPH
6/11 son las de 0 — 10 afios con un 38% Yy afecta también a las de 55 — 65 afios con menor
frecuencia, un estudio realizado en Caracas en 15 pacientes con diagndstico de Papilomatosis
Laringea Juvenil para detectar los tipos de VPH, encontraron que en el 53% de los casos, se
identificaron los serotipos de VPH 6 y VPH 11, predominando en los nifios en la primera

década de la vida, coincidiendo con nuestro estudio en el caso de las edades de 0 — 10 afios.
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Grafico n°7. Frecuencia de los genotipos de VPH segln intervenciones quirurgicas en
pacientes diagnosticados con Papilomatosis laringea.

Genotipo Pacientes Promedio de Probabilidad (p)

cirugias en lafo

6 79% 2 0.008

11 75% 3 0.13
Coinfeccion 6/11 54% 4 0.17
Coinfeccion BR/AR* 16% 5 0.21

* Coinfeccion Bajo riesgo/ Alto riesgo
Fuente: Tablan® 6

En este grafico se muestran el promedio de cirugias al afio con respecto a la presencia de los
genotipos. Se calculd el promedio de cirugias por afio, en donde se obtuvieron los siguientes
datos: un promedio de 2 cirugias al afio en pacientes infectados con VPH 6 con una
probabilidad de 0.008, los pacientes con VPH 11 presentaron un promedio de 3
intervenciones quirdrgicas en un afo con una probabilidad de 0.13, en pacientes con
coinfeccion VPH 6/11 se observé un promedio 4 visitas al quir6fano al afio con una
probabilidad de 0.17, y los pacientes con coinfeccion bajo/alto riesgo mostraron un promedio

de 5 cirugias al afio con una probabilidad de 0.21.

Rabah et al. Encontré que la infeccion por VPH-11 confiere un curso mas agresivo al RRP
que el VPH-6. Los pacientes con VPH-11 se diagnostican a una edad mas temprana (3 vs 2
afios), son mas propensos a tener una enfermedad activa y requieren mas procedimientos
quirurgicos. Esto se relaciona con nuestros hallazgos, debido a que el VPH11 presenta un

promedio mayor con respecto al nimero de cirugia en comparacion al VPH 6. (Rabah, 2001)
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La agresividad de la enfermedad se puede medir por la descripcion proporcionada por Doyle.
Este sugiere que la gravedad de la enfermedad se puede medir por un requisito de mas de un
total de diez operaciones quirurgicas, por mas de tres procedimientos en un afio y también
por la progresion de los papilomas mas alla de la region subglética. En nuestro estudio todos
los pacientes tenian papilomas laringeos. Sin embargo, las coinfecciones 6/11 presentan un
promedio de 4 cirugias al afio y las coinfecciones bajo/alto riesgo muestran un promedio 5
cirugias al afio. Las infecciones por 2 0 mas genotipos presentaron una probabilidad mas alta
con respecto al nimero de intervenciones quirtrgicas en comparacion a las que poseen un
solo genotipo. Esto sugiere que con una coinfeccién de bajo y alto riesgo se espera un mayor

namero de visitas al quir6fano al afio..
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10. Conclusiones

1. Todas las muestras resultaron positivas para alguno de los genotipos 6, 11 de bajo riesgo
(BR), en el 21% de estas, ademas se detectaron genotipos de alto riesgo (AR) 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66. En relacion a la frecuencia de los genotipos VPH-
BR se obtuvo VPH 6 en el 79% de los casos, VPH 11 con un 75%. En cuanto a la
frecuencia de VPH-AR se encontr6 17% de positividad para VPH 66, 13% para VPH 39
y 8% correspondiente a VPH 58. Los genotipos 6 y 11 son causantes de la papilomatosis
laringea, debido a que estuvieron presentes en el 100% de las muestras en estudios, la

localizacion, recurrencia del tumor y afeccion a nivel de la laringe.

2. Se detectaron coinfecciones con VPH 6/11 en el 54% de los casos. Las coinfecciones con
VPH 11/66, VPH 6,11,39,66, VPH 6,11,39,58,66, VPH 6,39,58,66 fueron detectados en
un 4% para cada uno respectivamente. Es necesario realizar mas estudios con una mayor
muestra de pacientes donde se analice la relacion entre las coinfecciones con VPH vy la

papilomatosis.

3. Los rangos de edades afectados fueron de 0-10 afios (46% con VPH 11) y de 55-65 afios
(17% con VPHG6/11). En el rango 0-10 afios se detectd una mayor frecuencia de genotipos
VPH 11, 6, 66 y 39 asi como de doble positividad con VPH 6/11 con un 38%. La
infeccion por VPH afect6 a ambos sexos, inclindndose un poco mas al sexo masculino,
una frecuencia similar en cuanto a coinfeccion por VPH 6/11 para ambos sexos, las

coinfecciones de alto riesgo estuvieron presentes en menor frecuencia.

4. En relacion entre la presencia de uno o mas genotipos con el nimero de intervenciones
quirurgicas, los resultados sugieren que los pacientes con coinfeccion por VPH-AR/BR
se espera tengan un mayor numero de visitas al quir6fano con una media de 5
intervenciones al afio y los pacientes con VPH 11 se estima presenten una media de 3

intervenciones quirdrgicas en un afio.
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11. Recomendaciones

Al Ministerio de Salud en conjunto con los Hospitales de Managua; promover la
deteccion de genotipos virales de bajo riesgo Yy alto riesgo de VPH mediante la técnica
PCR como un método que permita brindar resultados confirmativos, especificos y en
menor tiempo que permita evaluar la progresion de la enfermedad.

A la UNAN Managua; promover investigaciones cientificas dentro del analisis
molecular para la deteccion del resto de los genotipos del Virus de Papiloma Humano en
laringe con un mayor nimero de muestras con el fin de mejorar la significancia de la
presencia de este virus.

A los estudiantes de la Licenciatura en Bioanalisis Clinico; realizar estudios acerca de
la genotipificacion del Virus de Papiloma Humano en Laringe, esto permitira establecer
el pronéstico en la evolucién de la papilomatosis, monitorear la respuesta a los
tratamientos antivirales especificos, indicar la necesidad de una vacunacion y desde el
punto de vista epidemioldgico la implementacion de medidas de prevencion en la salud

publica.
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ANEXOS



Friday, April 7, 2017 — 11:50 am

Ensayo 1. Correspondiente a la confirmacion de material genético ufilizando como control
Albumina: 350pb. Presencia de material genético. Interpretacion resultados de pacientes: VPHL 001;
VPHL 002; VPHL 003; VPHL 004; VPHL 005; VPHL 006; VPHL 007; Control negativo.

450 pb-

® v, @
- R Vo

Wednesday, March 15, 2017 — 3:52 pm

Ensayo 2. Correspondiente a la primera corrida de pacientes. Se observa que el resultado obtenido no
es satisfactorio, existe una competencia entre primers. Inferpretacion resultados de pacientes: VPHL

001; VPHL 002; VPHL 003; VPHL 004; VPH L 005; VPHL 006; Control negativo. Primer 11: 450pb,
primer 6: 263pb.
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Tuesday, April 18, 2017 - 4:15 pm

Ensayo 3. Correspondiente a la determinacion del genotipo 11 mediante PCR single primer 11: 450pb. Se
observan bandas en pesos moleculares esperados. Interpretacion resultados de pacientes: VPHL 001; VPHL 002;
VPHL 003; VPHL 004; VPH L 005; VPHL 006; Control negativo.

Wednesday, April 19, 2017 —4:36 pm

Ensayo 4. Determinacion del genotipo 6 mediante PCR single primer 6: 263pb. Se observan bandas en pesos
moleculares esperados. Interpretacion resultados de pacientes: VPHL 001; VPHL 002; VPHL 003; VPHL 004;
VPH L 005; VPHL 006; Control negativo.



11 CN CP 02 11 CN CP 02 11 CN

Friday, July 28, 2017 — 12:06 pm

Ensayo 5. Correspondiente a la Determinacion genotipos de alto riesgo. Mezcla LILIII mediante PCR
multiplex. primer 16 (I): 217pb, primer 16 (III): 397pb , primer 66(II): 277pb, primer 39(II): 229pb.
Condiciones de PCR estandarizada de VPH, controles satisfactorios.. Inferpretacion resultados de pacientes:
Control positivo Genotipo 16; VPH L 02; VPH 11; Control negativo

277 pb
229 pb

128 pb

Tuesday, August 08, 2017 — 6:32 pm

Ensayo 6. Correspondiente a la Determinacion genotipos de alto riesgo. Mezcla LILIII mediante PCR
multiplex. primer 66 (II): 277pb, primer 39 (II): 229pb, primer 58(I1): 128pb, Control interno (III): 99 pb.
Condiciones de PCR estandarizada de VPH, controles satisfactorios.. Inferpretacion resultados de pacientes:
VPHL012; VPHL 013; VPHL 014, VPH L 015; VPH L016; VPH L 017; Pool Control negativo.



450 ph W w G w— — — W ) W

Tuesday, December 12, 2017 — 12:19 pm

Ensayo 7. Correspondiente a la Determinacion del genotipo 6-11 mediante PCR punto final single primer 6:
263pb, primer 11: 450pb. Carga de productos PCR de mezclas individuales en un mismo pozo para corrida
electroforética, controles satisfactorios. Inferpretacion resultados de pacientes: Control positivo; VPH L 018;
VPH L 019; VPH L 020, VPH L 021; VPH L022; VPH L 023; VPH L 024; Pool Control negativo.

Friday, Januay 12, 2018 — 4:37 pm

Ensayo 8. Determinacion del genotipo 16 mediante PCR punto final single primer 16: 217pb. Deteccion de gen 16
frente a control positivo individual. Control positivo VPH C042 Interpretacion resultados de pacientes: VPH L 02;
VPHL 05, VPHL 07; VPH L 014; VPH L 015; VPH L 017; Control negativo.



Genotipo 33 l Genotipo 39

CP2 CP3 CN M CP37 CP2 CP3 CN
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139 pb-

Monday, February 19, 2018 — 1:24 pm

Ensayo 9. Correspondiente a la Determinacion del genotipo 33 y 39 mediante PCR punto final single,
primer 33: 139 pb primer 39: 229pb;. corrida individual, cargando ambos productos de PCR en un mismo gel
agarosa. Control Positivo VPH C 02; VPH C 03 ; CP 037. Interpretacion resultados de controles: Positivos.

Genotipo 52 Genotipo 66
M CP02 CP03 CN CP02 CP0Z CP03 CN

517 pb-

277 pb-

Monday, February 19, 2018 — 3:19 pm

Ensayo 10. Correspondiente a la Determinacion del genotipo 52 y 66 mediante PCR punto final
single, primer 52: 517pb primer 66: 277pb;. primer en corrida individual, cargando ambos
productos de PCR en un mismo gel agarosa. Control Positivo VPH C 02; VPH C 03. Interpretacion
resultados de controles: Positivos.



M CP04 VP06 VP07 VP08

Thursday, March 01, 2018 — 1:08 pm

Ensayo 11. Correspondiente a la Determinacion del genotipo 45 mediante PCR punto final
single, primer 45: 205 pb,. primer en corrida individual. Control Positivo VPH C 04; Controles
negativos VP06, VP07, VPO8. Interpretacion resultados: Positivo, Control negativo: Satisfactorio.

CP11 HBCR17 CN

187 pb-

Tuesday, March 20, 2018 — 2:15 pm

Ensayo 12. Correspondiente a la Determinacion del genotipo 18 mediante PCR punto
final single, primer 18: 187 pb;.primer en corrida individual. Control Positivo VPH C 011;
Control negativo HBCR17. Interpretacion resultados: Positivo.
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Monday, April 09, 2018 — 1:08 pm

Ensayo 13 . Ensayo limite de deteccion. primer 11: 450 pb,;. La concentracion minima de
ADN en la cual la amplificacion mediante PCR es Optimo y permite la visualizacion de las
bandas en la agarosa de forma clara es de 9.37 ng/ul. Marcador molecular, 1. CP
(150ng/ul), 2. CP (75ng/ul), 3. CP (37.5ng/ul), 4. CP ( 18.75ng/ul), 5. CP ( 9.375ng/ul), 6.
CP ( 4.68ng/ul), 7. CP ( 2.34ng/ul), 8. CP (1.17ng/ul), 9. CP ( 0.58ng/ul).
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Tabla n°1: Genotipos de VPH detectados mediante técnica PCR punto final.

Genotipos Frecuencia (n:24) %
Genotipo 6 19 79% (19/24)
Genotipo 11 18 75% (18/24)
Genotipo 39 3 13% (3/24)
Genotipo 58 2 8% (2/24)
Genotipo 66 4 17% (4/24)
Genotipo 16 0 0% (0/24)
Genotipo 18 0 0% (0/24)
Genotipo 31 0 0% (0/24)
Genotipo 33 0 0% (0/24)
Genotipo 35 0 0% (0/24)
Genotipo 45 0 0% (0/24)
Genotipo 51 0 0% (0/24)
Genotipo 52 0 0% (0/24)
Genotipo 56 0 0% (0/24)
Genotipo 59 0 0% (0/24)

Total f: 46 n: 24

Fuente: Resultados por PCR/ analisis molecular

Tabla n° 2: Coinfecciones presentes en los pacientes con papilomatosis laringea.

Genotipos Frecuencia (n:24) %
6y11 54%
11, 66 1 4%
6, 11, 66, 39 1 4%
6, 11, 39, 58, 66 1 4%
6, 39, 58, 66 1 4%
Total: 17

Fuente: Resultados por PCR/ analisis molecular
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Tabla n°® 3: Total de pacientes con papilomatosis laringea segun el Género

Caracteristicas Frecuencia (n:24) Porcentaje (%)
Genero

Masculino 13 54%

Femenino 11 46%

TOTAL 24 100%

Tabla n°4: Presencia de genotipos de virus de papiloma humano en relacion al sexo

Caracteristicas Genotipos
6 11 39 58 66
Sexo n % n % n % n % n %
Femenino 8 33% 9 38% | 2 8% 1 4% 3 13%
Masculino 11 46% 9 38% | 1 4% 1 4% 1 4%

Tabla n°5: Presencia de coinfecciones de VPH en relacién al sexo

Caracteristicas Genotipos
6,11 11,66 6, 11, 66,39 | 6, 11, 39, 58, 66 | 6, 39, 58, 66
Sexo n % n % n % n % n %
Femenino 6 25% 1 4% 1 4% 1 4% | 0 0%

Masculino 7 29% 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
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Tabla n°6: Presencia de Genotipos del virus de papiloma humano segun variable
edad, sexo y visitas al Quirdfano, en pacientes con papilomatosis laringea.

Genotipos Sexo Edad Edad [\ Afios con Cirugias
Diagnostica Cirugias | Papilomat | en 1 afio
0sis
36 39 12 3

6 F 4

6 F 6 54 61 48 1

6 M 9 14 5 5 1

6 M 56 58 6 2 3

6 M 17 24 10 7 2

11 F 54 56 2 2 1

11 F 4 9 29 5 6

11 M 57 60 7 3 2

11 M 3 10 4 7 1
6,11 F 8 10 9 2 5
6,11 F 10 42 21 32 2
6,11 F 4 14 61 10 6
6,11 F 66 70 10 16 1
6,11 M 1 3 10 2 5
6,11 M 5 10 33 5 7
6,11 M 5 9 53 4 13
6,11 M 10 17 10 7 2
6,11 M 36 42 9 6 1
6,11 M 55 68 30 13 3
6,11 M 52 55 5 3 2

11, 66 F 3 7 26 4 7
6,11, 66, 39 F 5 19 128 14 10
6, 11, 39, 58, 66 F 4 37 14 33 1
6, 39, 58, 66 M 62 65 6 3 2
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Tabla n°7 Frecuencia de los genotipos de VPH, seguin edad

Frecuencia de los genotipos de VPH, segun edad.

GENOTIPOS
Edades 6 11 66 39 58

0-10 Frecuencia 10 11 3 2 1

porcentaje 42% 46% 13% 8.% 4%
11-21 Frecuencia 1 0 0 0 0
Arfios porcentaje 4% 0% 0% 0% 0%
22-32 Frecuencia 0 0 0 0 0
Afios porcentaje 0% 0% 0% 0% 0%
33-43 Frecuencia 2 1 0 0 0
Afios porcentaje 8% 4% 0% 0% 0%
44-54 Frecuencia 1 2 0 0 0
Afios porcentaje 4% 8% 0% 0% 0%
55-65 Frecuencia 4 4 1 1 1
Afos porcentaje 17% 17% 4% 4% 4%

Tabla n° 8: Frecuencia de coinfecciones de genotipos del VPH presentes segun edades

Coinfecciones presentes segun edades.

Coinfecciones
Edades
6,11 11,66 |6,11,66,39 | 6,11, 39, 58,66 |6, 39,58, 66

0-10 Frecuencia 9 1 1 1 0

porcentaje 38% | 4% 4% 4% 0%
11-21 | Frecuencia 0 0 0 0 0
Afios | porcentaje 0% 0% 0% 0% 0%
22-32 | Frecuencia 0 0 0 0 0
Afios | porcentaje 0% 0% 0% 0% 0%
33-43 | Frecuencia 1 0 0 0 0
Afios | porcentaje 4% 0% 0% 0% 0%
44-54 | Frecuencia 1 0 0 0 0
Aflos | porcentaje 4% 0% 0% 0% 0%
55-65 | Frecuencia 3 0 0 0 1
Aflos | porcentaje 13% | 0% 0% 0% 4%
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Tabla n°® 9: Protocolo de trabajo para amplificacion de ADN de genotipos de VPH

Mezcla de reaccién para la deteccion de genotipos VPH 6/11

Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Enhancer 5X 10 Enhancer 5X 10
Buffer S Sul Buffer S 5ul
dNTPs 1l dNTPs 1l
Enzima Taq 1l Enzima Taq 1l
Primer 6 forward 1l Primer 11 forward 1ul
Primer 6 Reverse 1l Primer 11 Reverse 1l
ADN (250ng/ul) 14 ADN (250ng/ul) 1pd
H20 30u H20 30ul

Volumen final: 50ul
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Tabla n°10: Secuencia de oligonucledtidos de genotipos de VPH

Genotipo | Primers Secuenciacion Pares de
bases
PP6 forward 5°GCT AAA GGT CCT GTT TCG AGG CGG CTA-3’
6 PP6 Reverse 5’GGC AGC GAC CCT TCC ACG TAC AAT-3’ 263 pb
PP11 forward 5°GCG TGT TTT GCA GGA ATG CAC TGA C-3’
11 PP16 Reverse 5’ TGC CAT ACC CGC TGT CTT CGC TTT- 3’ 450 pb
PP 18 Forward | 35 AAC AGT CCA TTA GGG GAG CGG CTG GA-3’
18 PP18 Reverse 5" TGC CGC CAT GTT CGC CAT TTG-3’ 187 pb
PP 31 Forward 5’GCG GTC CAA ACG CTC TAC AAA ACG CAC T-3’
31 PP 31 Reverse | 5’GCA GGG GCA CCA ACA TCA ACA ATT CCA -3’ 360pb
PP 33 Forward | 5 ACA CAG AGG CAG CCC GGG CAT TGT TT-3’
33 PP 33 Reverse 5’ CAC GGG TTT GCA GCA CGA TCA ACA-3’ 139pb
PP 35 Forward | 5° CCA TAA CAT CGG TGG ACG GTG GAC AGG 3’
35 PP 35 Reverse 5’ CCA TTA CAT CCC GTC CCC TCC CCT TCA-3’ 434pb
PP 39 Forward | 5° CCG ACG GAG TGT CCC TGG ACC ATC TTA-3’
39 PP 39 Forward | 5 CCA TTA CAT CCC GTC CCC TCC CCT TCA-3’ 229 pb
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Genotipo Primers Secuenciacion Pares
de
bases
PP 45 Forward 5’ TGT TGG ACA TCA CAC CTA CCG TGG A-3’
45 PP 45 Reverse 5'TCC GTA CCT GAC CCA GAA GAT GCA A-3’ 205pb
PP 51 Forward 5’ CAA CTA GCA ACG GCG ATG GAC TG-3’
51 PP 51 Reverse 5’ CTG CTT CGC GGG CTG ACT AGA A-3’ 299pb
PP 52 Forward 5 GGT GTT GGT GCT GGT GCT TTT GCT A-3’
52 PP 55 Reverse 5’ CAG TTA CAG GGG GAC GAA TGG TGG A-3° | 516pb
PP 56 Forward | 5 TGT TGT TTT TCC GCC ATT TTG TAC ATG CAA CC-3’
56 PP 56 Reverse | 5 TGG CCT ACATAG TGT ATT CTG CAA GCC AAAAC3” | 330pb
PP 58 Forward | 5’ACC ACC GAG GCC ACC AAC AAC GAA AGT-3’
58 PP 58 Reverse 5’ CGT GGT CTA CTG TCC ACG GCG CAG TCT-3" | 128pb
PP 59 Forward | 5°CCG AGC AAG ACA CCT AAG ACA GCA ACG-3’
59 PP 59 Reverse 5’ TCG GAG TCG GAG TCA GGT AAT TGC T-3’ 169pb
PP 66 Forward | 5 GCG GGC GGC TCC TAC CTC TTC CTC TTC -3
66 PP 66 Reverse 57 CCA CCT AAC CTG ACA CAC ACT GCC CAAGG-3* | 277pb
PPAIbForward 5" GCC CTC TGC TAA CAA GCT GTA C-3’
Albumina | PPAIb Reverse 5" GCC CTA AAA AGA AAA TCG CCA ATC-3 350pb
PP IC/Forward | 5 TTA TCC CGA GTC CCC CAG GCC TTT CT-3’
IC PP IC/Reverse 5" TGG CTT GGC CCC AAC TTC CAT CA 3’ 99pb
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Reporte de Analisis Molecular

NOMBRE: FECHA:
EDAD: EXPEDIENTE:
CENTRO ASISTENCIAL: CODIGO:

PRUEBA REALIZADA: Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR punto final para los genotipos del
Virus de Papiloma Humano (VPH), bajo riesgo (no oncogénico): 6, 11y alto riesgo (oncogénico): 16. 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66.

GENOTIPOS RESULTADO

Bajo riesgo (no oncogénico)

Alto riesgo (oncogénico)

OBSERVACIONES: Se realizo la tipificacion para genotipos de Virus de papiloma humano, un resultado
negativo no excluye la presencia de otro genotipo de bajo o alto riesgo. .

Laboratorio Biologia Molecular
POLISAL/ UNAN-Managua.






Figura 1. Microcirugia laringea bajo microscopio, paciente con papilomatosis
laringea. Servicio, Otorrinolaringologia.

! - ("-{f/
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Figura 2. MlcrOC|rug|a laringea bajo microscopio, paciente con papilomatosis
laringea. Servicio, Otorrinolaringologia



Figura 5. Anatomia y fisiologia de la Laringe. Tomado de Atlas de Anatomia Humano



Figura 6. Izquierdo papiloma region glotica, Derecho Tratamiento Quirurgico del
papiloma glético Temprano.

Figura 7. Papiloma laringeo. Tomado de . Manuel Gil. Méxicol



A:

ADN:

ARN:
ANTIGENO:

ANTICUERPOS:

BENIGNO:
BIOPSIA:

BROMURO DE

ETIDIO:
BUFFER:

CARCINOMA:

C:

CN:

CP:
DISFONIA:
DISNEA:
dNTPs:
ESTRIDOR:
EXERESIS:
ETANOL.:
ENHANCER
E:
GENOTIPO:
G:
LARINGE:

GLOSARIO

Adenina.

Acido Desoxirribonucleico.

Acido Ribonucleico.

Todas las sustancias que pueden ser reconocidas por el sistema
inmune adaptativo.

Son glicoproteinas del tipo gamma globulina.

Que no es de naturaleza maligna.

Procedimiento realizado con el propdsito de obtener tejido.
Sustancia que se intercala entre las bases de DNA 'y es fluorescente
cuando se ilumina en luz ultravioleta.

Soluciones de lisis o lavado

Se define como la existencia de enfermedad metastasica.
Citosina.

Control Negativo.

Control positivo.

Dificultad para producir sonidos al hablar o un cambio en el tono.
Sensacion subjetiva de falta de aire.

Nucledtido fosfatado

Sonido agudo que se produce en la inspiracion.

Extirpacion de un 6rgano o de un tejido corporal.

Precipita el ADN del material extraido.

Aumenta la capacidad transcripcional de genes estructurales.
Region temprana (Early)

Conjunto de los genes que existen en el nacleo celular

Guanina

Organo tubular del conducto respiratorio.



LCR
L:
LADDER:

ng/ul:

PCR:

Pb:
PRIMERS:
Taq:

TBE:

T:

TWEEN 20:

PROTEINASA K:

PBS:
RECIDIVA:

SINEQUIA:

URR:
VPH

LCR:

Region larga de control

Region tardia (Late)

Marcador molecular, es un segmento de ADN situado en un lugar
especifico del genoma (locus) en un cromosoma y cuya herencia se
puede rastrear.

Nanogramo por microlitro

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Pares de bases.

Oligonucleodtidos (fragmentos cortos monocatenarios).

Polimerasa, enzima que transcribe o replica acidos nucleicos.
Disolucion tampdn formulada con Trisborato y EDTA.

Timina

Es un tenso activo tipo polisorbato cuya estabilidad y relatividad
ausenta la toxicidad.

Cataliza la descomposicidn de las proteinas celulares dividiéndolas
en péptidos.

Tampon fosfato salino, constituye una solucion amortiguadora de pH
Repeticion de una enfermedad poco después de terminada la
convalecencia

Unidn o adherencia anormal de tejidos u 6rganos.

Region no codificadora

Virus de Papiloma Humano.

Regidn larga de control.



