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RESUMEN

Introduccién: En la actualidad, el cancer permanece como un problema de salud
publica a nivel mundial, principalmente en paises en desarrollo, incluido México,
constituyendo una de las causas mas importantes de mortalidad. Estudios recientes han
asociado al Virus del Papiloma Humano (VPH) con el desarrollo de cancer oral,
principalmente el carcinoma oral de células escamosas (OSCC), representando un riesgo
importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Objetivo: En el presente trabajo
se llevd a cabo la identificacion del Virus del Papiloma Humano en pacientes infantiles
provenientes de Monterrey y su area metropolitana. Metodologia: Se realizo la
recoleccion de muestras orales tomadas a nifios de 4 a 8 afios de edad por medio de
cytobrush (swap), posteriormente se realizd la extraccion del DNA genodmico, la
apmlificacion y observacion de células por medio de PCR Tiempo Real para su
analizacion y deteccion del VPH presente en las muestras. Resultados: De la muestra
conformada por 74 pacientes infantiles, 34 fueron femeninos y 40 masculinos se
presentd una prevalencia del 34% para el VPH. Conclusiones: Estos resultados
evidenciaron una importante prevalencia de infeccion por VPH en la cavidad oral de
pacientes infantiles por lo que es de suma importancia dar atencidon temprana e

implementar medidas preventivas para evitar su propagacion.
Asesora: M.A. Myriam Angélica de la Garza Ramos
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ABSTRACT

Introduction: Today, cancer remains a global public health problem, mainly in
developing countries, including Mexico, and is one of the most important causes of
death. Recent studies have associated the Human Papilloma Virus (HPV) with the
development of oral cancer, primarily oral squamous cell carcinoma (OSCC),
representing a significant morbidity and mortality risk worldwide. Objective: In the
present work, the identification of the Human Papilloma Virus in child patients from
Monterrey and its metropolitan area was carried out. Methodology: Oral samples were
collected from children aged 4 to 8 years old by means of cytobrush (swap), then
genomic DNA was extracted, apmlification and observation of cells by means of Real
Time PCR for analysis and detection of HPV present in the samples. Results: Of the 74
child patients in the sample, 34 were female and 40 were male with a 34% prevalence of
HPV. Conclusions: These results showed a significant prevalence of HPV infection in
the oral cavity of child patients and it is therefore of utmost importance to provide early

care and implement preventive measures to avoid its spread.

Asesora: M.A. Myriam Angélica de la Garza Ramos



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La infeccion por el virus de papiloma humano (VPH), es la infeccion de
transmision sexual mds comun en el mundo, afectando principalmente a adultos
sexualmente activos (Sanchez-Hernandez et al, 2017). Sin embargo, en el caso de nifios
se han descrito infecciones cutaneas, asi como en la mucosa oral, nasal y genital (De
Guglielmo et al, 2015). En la actualidad se han logrado identificar mas de doscientos
tipos virales clasificados segiin la homologia de sus genomas, y de acuerdo al riesgo de
transformacion maligna de la siguiente forma: bajo riesgo: 6, 11, 32, 42, 43, 44, 54 y 81;
riesgo intermedio: 50, 51, 52, 53, 58 y 83, y alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45,
56, 59, 66, 68 y 70. Muchas veces, estas infecciones son asintomaticas pasando

desapercibidas, a no ser que se empleen métodos moleculares (Medina et al, 2012).

Se ha reportado en la literatura como la citologia por cepillado es el mejor
método para la obtencién de material y la deteccion de VPH con 100% de correlacion
con el diagnostico morfolégico de VPH (Melo et al, 2005), debido a que los fluidos
bucales contienen abundantes células con materiales genéticos, asi como proteinas que
pueden permitir la deteccion de VPH y alteraciones en las células infectadas pueden
ayudar a la deteccion temprana de HPV clasificado para formacion de CO (Linxweiler et
al, 2015). Uno de los métodos mas exactos disponibles es la PCR tiempo real, pero esta
sujeto a variaciones, siendo ésta una técnica muy interesante para estudios

epidemioldgicos por la informacién brindada.



La PCR es altamente sensible detectando tan poco ADN viral, como 0,001 copia
por genoma a partir de muestras tumorales, plasma o colecciones salivales. También se
puede evaluar la carga viral e identificar el subtipo viral sondeando para la region L1 del
genoma del VPH (Sritippho et al, 2015) (Shaikh et al, 2015). Sin embargo, todos los
métodos basados en la PCR tienen limitaciones para la deteccion de infecciones
multiples debido al nimero de tipos de VPH detectables, asi como la diferencia en la
sensibilidad para distinguir tipos de VPH entre diferentes sistemas usados y la
reproducibilidad de los diferentes métodos de VPH para la determinacion del tipo exacto
de VPH en la muestra (Medina, et al., 2012). Esto debido a que, la sensibilidad y
especificidad de los métodos PCR puede variar dependiendo solamente de las siguientes
condiciones: métodos de muestreo; transporte; sets de primers (Qu et al, 1997), el
tamafo de los productos de la PCR, condicion de la reaccion, funcionamiento del ADN
polimerasa empleada en la reaccion, procedimientos de extraccion de ADN, cantidad de
ADN de VPH amplificado y habilidad para detectar multiples tipos (Iftner y Villa,
2013).

Dado que el VPH no puede ser propagado en cultivo, su identificacion se basa en
estas técnicas de biologia molecular. Con un genoma bicatenario de aproximadamente
8.000 pares de bases, las pruebas de eleccion para detectar el VPH en muestras clinicas
se basan en la utilizacion de sondas de acidos nucleicos. El unico procedimiento que es
capaz de detectar todos los tipos de VPH y sus variantes presentes en una muestra
biologica es la secuenciacion del ADN del genoma viral por secuenciacion directa o

PCR (Kerr et al, 2015) (Liu et al, 2015).



1.1. HIPOTESIS

Existe una alta prevalencia de infeccion por el Virus del Papiloma Humano en
cavidad oral en pacientes infantiles que acuden a consulta en el Posgrado de la Maestria

en Ciencias Odontolégicas en el Area de Odontopediatria de la U.AN.L.



1.2. OBJETIVOS

En el presente trabajo se pretende determinar la prevalencia del VPH en nifios en
edades comprendidas de los 4 a 8 anos de edad debido a que estudios recientes han
establecido una estrecha relacion entre el VPH con cancer oral como lo es el Cancer de
celulas escamosas (OSCC) para la obtencion de datos importantes para la elaboracion de

vacunas eficaces para mayor poblacion.

1.2.1. Objetivos Generales

Determinar la prevalencia de VPH en pacientes infantiles de 4 a 8 afos de edad
que acuden al posgrado de Infantil de la Facultad de Odontologia de la U.A.N.L

provenientes de Monterrey y su area metropolitana.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Establecer un diagndstico en base a los hallazgos citologicos de las muestras de
cavidad oral de los pacientes en estudio.

e Identificacion del VPH en base a su PCR en muestras de cavidad oral de los
pacientes en estudio.

e Determinar prevalencia de aquellos pacientes con resultado positivo junto con un

andlisis estadistico y reporte de datos.



CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas del Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH), es un virus pequefio de ADN con un
diametro aproximado de 52 a 55 nm (Sanabria, 2009), de doble cadena circular con
8,000 pares de bases, no cuenta con envoltura, sino con un nucleo capside proteica
icosaédrica con 72 capsomeros y 8 pares de bases, que proviene de la familia
Papovaviridae incluida dentro del género de Papilomavirus que afecta células escamosas
del epitelio del tracto genital bajo (como vagina, vulva, cuello uterino y ano), asi como

epitelio oral y nasal (Alfaro y Fournier, 2013).

El genoma del VPH, lo conforman dos tipos de genes, aquellos que son
codificados en las etapas tempranas de la infeccidon, conocidos como genes E (del inglés
Early = temprano), representan el 50% del genoma, y aquellos que son codificados
durante las etapas tardias del ciclo de replicacion del mismo, conocidos como L (del
inglés Late = tardio), que representan un 40% del genoma. Se conocen seis genes
tempranos: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (aunque E4 se considera un gen tardio); y dos
tardios: L1 y L2, los cuales codifican las proteinas estructurales que conforman la
capside viral (Sanabria, 2009); y una region reguladora, no codificadora (RNC/LCR),
situada en direccion 5, la cual representa el 10% del genoma (Mateos-Lindemann et al,
2016). Los genes tempranos codifican proteinas involucradas en la replicacion y
regulacion viral, asi como en su capacidad carcinogénica por la actividad de sus

oncoproteinas E6 y E7 (Lizano-Soberon, 2009).

En la actualidad, existen “mas de 100 tipos de VPH” (OMS, 2015),
aproximadamente 120, de los cuales s6lo de 100 se conoce su secuencia gendmica

completa (Garcia-Cuellar et al, 2004).



2.2. Epidemiologia

Cada afio en los Estados Unidos se presentan 14 millones de nuevas infecciones
causadas por el Virus del Papiloma Humano. La incidencia de canceres asociados con el
VPH aumento entre 2004 y 2012 en los Estados Unidos, lo que sugiere un aumento de la
carga de la infeccién por VPH (Razzaghi et al, 2018). Por otro lado, la International
Agency for Research on Cancer (IARC) establecio la presencia de VPH en 3.9% de los
canceres orales y el 18.3% en los carcinomas de células escamosas en orofaringe. Los
subtipos 16 y 18 de VPH se encuentran en un 80% de los canceres, mientras que los
subtipos 31, 33 y 35 son menos frecuentes, encontrandose sélo en un 3% (Chairez et al,
2015). La proporcion de carcinoma de células escamosas orofaringeas en todos los
grupos de edad con VPH positivo aumentd de 21% en la década de los 90’s, a un 70% en
la actualidad; y, si continuan las tendencias, entonces el carcinoma de células escamosas
orofaringeas (OPSCC) se convertira en el cancer mas comun asociado al VPH para el

2020 (Razzaghi et al, 2018).

En México se tiene estimado que cerca del 43% de los hombres y el 17.5% de las
mujeres, todos ellos sanos y sexualmente activos, tienen alguna infeccion por VPH

(Ibieta et al, 2005).

2.3. Transmision

La infeccion por el virus de papiloma humano (VPH), es la infeccion de
transmision sexual mds comuin en el mundo, afectando principalmente a adultos
sexualmente activos (Sanchez-Hernéndez et al, 2017). Aunque generalmente se adquiere
por via sexual, también puede contraerse verticalmente de madre a hijo, por contacto con
la mucosa cervical durante el parto, por via transplacentaria y, menos frecuente por

transmision horizontal durante la infancia (Erickson et al, 2013).



Sin embargo, en el caso de nifios se han descrito infecciones cutaneas, asi como
en la mucosa oral, nasal y genital. Se considera que las vias de transmision viral a la
mucosa oral y/o genital de recién nacidos incluyen la transmision perinatal, ya sea
durante el parto natural, la cesarea o en el tutero (a través del semen durante la
fertilizacion, por una infeccion ascendente desde el tracto genital de la madre o a través
de la placenta), abuso sexual, auto y heteroinoculacién y por contacto directo con

objetos o superficies contaminados (De Guglielmo et al, 2015).

Recientemente, Mora y col. analizaron los factores asociados con la infeccion por
VPH en menores de 8 afios que convivian con pacientes infectadas por el virus,
encontrando una alta prevalencia viral de bajo riesgo oncogénico (71,4 %). Los autores
seflalaron que practicas comunes entre familias de condicidon socioecondmica diversa,
tales como lavar la ropa de la madre en conjunto con la del menor de edad y el uso
compartido de toallas, sdbanas y jabon de bafio, son reflejo del desconocimiento por
parte de las madres de las vias de trasmision viral y sus consecuencias clinicas a
mediano y largo plazo y, ademas, esta conducta pudiera favorecer la transmision vértical
del VPH sin la ocurrencia de contacto sexual. Esto resalta la importancia de programas

de educacion sobre el tema para la poblacion (Mora et al, 2013).



2.4. Manifestaciones clinicas

Los papilomas son virus de acido desoxirribonucleico, perteneciente a la familia
PAPOVA, nombre que proviene de las iniciales PA (papiloma), PO (polioma) y VA
(vascularizacion simianos). Afectan principalmente las células epiteliales de piel y
mucosa, pero por lo general penetran en la capa basal; son termoestables, poseen un
ciclo de desarrollo lento y producen una amplia gama de lesiones proliferativas tanto en
los epitelios como en las mucosas. Ademas, son inertes en el medio extracelular, y s6lo
se reproducen en células vivas (huésped); algunos se replican dentro del nucleo y
producen transformacion de las células, dando lugar a una proliferacién neoplasica que
causa 7diferentes clases de papilomas (verrugas o condilomas) se clasifica por su
apariencia clinica macroscopica (papilada, filiforme o plana) y/o su ubicacion anatdmica
(plantar, genital o mucosa) poco agradables (Tschandl et al, 2014); mientras que otros
pueden generar infecciones subclinicas, las cuales pueden aunque no en la mayoria de
los casos, dar lugar al cancer. Casi todas las infecciones se producen de manera
transitoria, pues se controlan por la respuesta inmune del organismo; solo entre 10 y 20
% se vuelven cronicas o persistentes y tienen un mayor potencial oncogénico. Este
agente infeccioso puede infectar la mucosa oral, laringea y cervical, asi como los

genitales externos (Medina et al, 2013) (Schwartz et al, 1998).

2.4.1. Diferentes tipos de lesiones

Las lesiones producidas por estos virus se pueden clasificar en dos grandes
grupos: lesiones benignas y lesiones potencialmente cancerizables o malignas (Luciano
y Oviedo, 2013). Entre las lesiones benignas que podemos encontrar en cavidad oral
estan Papiloma bucal, Verruga vulgar, Condiloma acuminado e Hiperplasia epitelial
multifocal, mientras que la Leucoplasia idiopatica y el Carcinoma epidermoide son
consideradas como lesiones potencialmente cancerizables y/o malignas. Los tipos de
VPH encontrados en lesiones en cavidad oral son 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18,
31, 32, 33, 35 y 57 (Chairez et al, 2015).



En el caso de nifios se han descrito infecciones cutaneas asi como en la mucosa
oral, nasal y genital, con un notable incremento en la incidencia de verrugas anogenitales

en prepuberes.

2.4.2. VPH presente en los distintos tipos de cancer

Un estudio reciente estimo6 que el ADN del VPH estaba presente en el 91% de los
canceres cervicales, el 75% de los canceres vaginales, el 69% de los canceres vulvares,
el 91% de los céanceres anales, el 63% de los canceres de pene y el 71% de cancer de
orofaringe. Sin embargo, los registros de cancer no recopilan rutinariamente informacién
sobre la presencia de ADN de VPH en tejidos cancerosos. Por lo tanto, para estimar el
numero de canceres atribuidos al VPH, los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades multiplicaron el nimero de canceres asociados al VPH por el porcentaje
de cada tipo de cancer atribuible al VPH basado en el estudio de genotipado. Sobre la
base de estas fracciones atribuibles, el 79% de los 38,793 "canceres asociados con el
VPH" diagnosticados anualmente en los Estados Unidos entre 2008 y 2012 podrian
atribuirse a VPH (Razzaghi et al, 2018).

2.4.3. Relacion con el Carcinoma de Células Escamosas Orofaringeas

El Virus del Papiloma Humano es considerado el principal coadyuvante al
aumento actual del carcinoma de células escamosas orofaringeas (OPSCC). Estudios han
establecido la relacion entre el VPH con el Carcinoma de células escamosas
orofaringeas, pacientes diagnosticados con OPSCC vinculado con VPH positivo suelen
permanecer clinicamente asintomatico, y el cual empieza a presentar muestras clinicas
una vez que ¢éste ya dio mestastasis en cuello, por otro lado, cuando el OPSCC esta
vinculado con VPH negativo estd mayormente relacionado con problemas de garganta.
La administracion de
antibidticos como atencion primaria puede agraviar el tiempo para diagnosticar
oportunamente esta neoplasia (Gilde et al, 2017).

9



2.5. Tratamiento

Las vacunas contra los papilomavirus humanos se han desarrollado con 2
objetivos clinicos principales: El primario o PREVENTIVO: para aquellos pacientes que
no han contraido el virus, sin embargo, puedan estar expuestos a contraerlo, y el
secundario o TERAPEUTICO: aquellos pacientes los cuales necesitan tratamiento
debido a que ya presentan una infeccion establecida por el VPH para evitar la progresion

de la enfermedad o la necesidad de terapias mas invasivos (Padilla-Paz, 2005).

2.5.1. Prevencion primaria o preventiva

Las vacunas frente al virus del papiloma humano (VPH) se consideran la
intervencion profilactica mas efectiva para el control y prevencion de la carga de
enfermedad relacionada con el VPH. Actualmente, hay estudios que demuestran la
inmunogenicidad, eficacia y seguridad ante prevencién de infecciones y lesiones
precancerosas atribuidas a las vacunas bivalente (VPH 16/18), tetravalente (VPH
6/11/16/18) 'y la  recientemente aprobada vacuna nonavalente (VPH
6/11/16/18/31/33/45/52/58) en la cual se ha sugerido su potencial para reducir la carga
de enfermedad asociada al VPH en especial en adolescentes antes de la exposicion del

virus (Bruni L et al, 2015).

La vacuna contra el VPH se ha convertido en el protector fundamental a la
insuficiencia de informacion para detectar oportunamente cualquier cancer asociado al
VPH, escencialmente para el carcinoma de células escamosas orofaringeas en el que hay
una tendencia acrecentada a la incidencia. Las vacunas contra el VPH estan aprobadas y
recomendadas para nifios y niflas. Se observo ademds que los titulos de anticuerpos
inducidos por la vacuna se mantenian 8 aflos mas tarde (Razzaghi et al, 2017) (Ferris et
al, 2014). “El principio fundamental de estas vacunas, es la creacion de antigenos
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes que impiden la entrada del virus a la célula

huésped” (Muioz et al, 2008).
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2.5.2. Reacciones en niios y niiias ante la vacuna del VPH

En estudios realizados se han hecho pruebas de las 3 vacunas (bivalente,
tetravalente y nonavalente) compuestas por particulas similares a la del virus (VLP) las
cuales se autoensamblan a partir de las copias de L1 (la proteina estructural principal del
virus) dando lugar a una estructura similar a la capside del virus y que es capaz de
inducir la produccion de anticuerpos protectores frente al virus auténtico (Stanley et al,
2012). Estas vacunas son generalmente bien toleradas y tienen un adecuado perfil de
seguridad; los efectos adversos locales mas comunes relacionados con las vacunas
fueron el dolor transitorio de intensidad leve a moderada, el eritema y la inflamacién en
el lugar de la puncion. Los sintomas sistémicos mds comunes potencialmente
relacionados con la vacuna fueron fiebre, fatiga, dolor de cabeza y dolor muscular. Cabe
destacar que ni los sintomas locales, ni los sistémicos aumentaron con las dosis

posteriores (Stillo et al, 2015).

2.6. Caracteristicas Microbioldgicas para PCR

El éxito de la PCR en el diagndstico de enfermedades infecciosas se basa en su
capacidad para reconocer y amplificar caracteristicas génicas particulares de un
microorganismo determinado, Estas caracteristicas estan dadas en cualquier

microorganismo en la composicion de su ADN en pequefios segmentos llamados genes.

Cada gen consiste en una regiéon de un tamafio defino de ADN con una
composicion determinada que posee la informacion necesaria para dirigir la sintesis de
una proteina. Dado que un microorganismo depende absolutamente de la presencia de
proteinas para llevar a cabo todas sus funciones vitales, incluyendo la sintesis de todos
sus demds compuestos, entonces toda la informacion necesaria para construir un

organismo reside finalmente en sus genes.
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En un individuo, el nimero y tipo de genes es constante, solamente en escasas
ocasiones se presentan cambios en estos elementos de forma espontanea o inducida lo
que generalmente provoca dafio al organismo. Estos cambios en los genes se denominan
mutaciones. Es por esta universalidad e inmutabilidad del material genético que las

técnicas basadas en la deteccion de informacion genética son tan atractivas.

2.7. Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR)

El término PCR (Polimerase Chain Reaction) se define como el proceso
enzimatico de copiado de un segmento de ADN in Vitro, utilizando una enzima ADN
polimerasa termoestable. Fue creado por Karry B. Mullins en el afio de 1985, este
proceso se efectiia utilizando una alta temperatura para la separacion de la doble hélice
del ADN a estudiar, a la cual se unen pequenas moléculas de ADN sintéticas llamadas

oligonucleotidos que proveen extremos 3' OH para la sintesis de ADN de la polimerasa.

Los reactivos necesarios para llevar a cabo la PCR es el ADN templado o blanco,
este es el ADN del gen que se utiliza para detectar un organismo especifico, en este caso
herpes virus. Este ADN debe ser altamente especifico para el organismo a estudiar y uno
de los mas usados es el gen del ARN 16S. SE emplean secuencias de alta variabilidad
presentes en este gen. En teoria, basta una sola molécula de ADN templado para iniciar

la PCR en la préctica se requiere la presencia de algunas decenas o cientos de ellas.
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2.8. Oligonucleotidos

Se trata de particulas de ADN de una solo hebra de aproximadamente 10 a 30
nucledtidos, sintetizados artificialmente. Estos son complementarios a los extremos de la
secuencia de ADN blanco que se requiere detectar. Debe de tener ciertas caracteristicas
dentro de las que se encuentran, ser capaz de unirse por apareamiento especifico de
bases a una sola region en el ADN blanco, contener una alta proporcion de guaninas y
citosinas, alrededor de 50%, para tener mayor estabilidad, no deben ser complementarios
consigo mismos, ni con el otro oligo utilizado ya que esto puede evitar su union eficiente
al ADN blanco, su disefio debe ser tal que uno reconozca la region 5' de la secuencia
deseada y el otro la region 3' deben estar dirigidos el uno hacia el otro, no deben unirse a
otro ADN que no sea el blanco que se quiere detectar en el microorganismo o con al
ADN de otros microorganismos y también poseer una alta estabilidad de unién al ADN
blanco. Lo cual se mide con el pardmetro Tm (temperatura meeting, o valor de
temperatura al cual el 50% de las moléculas del oligo estan disociadas). La Tm debe ser

mayor a 50°C.

2.9. Electroforesis

La electroforesis es una herramienta de andlisis simple y rdpido para una mezcla
de moléculas que migran en un campo eléctrico y son separadas en base a su carda. Se
define como el proceso de moviendo de moléculas con carga eléctrica en soluciones de
pH determinado aplicando un campo eléctrico a través de la mezcla. Este método
permite separar las proteinas y otras macromoléculas como el ADN y ARN. EL

movimiento de estas moléculas depende de su carga eléctrica, tamafio y forma.

Para realizar la separacion del ADN por medio de electroforesis es necesario la
utilizacion de una matriz s6lida la cual puede estar compuesta de diferentes materiales

tales como: celulosa, acetato y geles de poliacrilamida, agarosa u almidon.
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La agarosa y la poliacrilamida son las mas utilizadas en investigacion de ADN.
En estos geles, se coloca la mezcla de moléculas que se desea analizar y se aplica un
voltaje determinado. Debido a la presencia de fosfato, las moléculas de ADN se cargan

negativamente al pH buffer (pH de 8) y migran hacia el polo positivo.

Los geles de poliacrilamida y agarosa actuan como tamices moleculares
seleccionando el tamafio de las moléculas de ADN. De esta forma se pueden analizar
productos de PCR mediante electroforesis para determinar si el tamafio del producto
amplificado corresponde al esperado segun el diseiio de los oligos. Las moléculas de
menor tamafio migraran mas rapido al desplazarse con mayor facilidad a través de los

poros del gel y llegaran mas cerca del polo positivo que las moléculas mayores.

Una vez que las moléculas han migrado lo suficiente a través del gel en un
tiempo aproximado de 1 a 2 horas, se genera un patréon de bandas donde cada banda
indica la presencia de AFN de in tamafo determinado las cuales se hacen visibles al
tefiir los acidos nucleicos con el colorante bromuro de etilo. Este compuesto se intercala
entre las bases consecutivas de la doble hélice del ADN y absorbe luz ultravioleta
emitiendo una fluorescencia de color rojo-naranja. El tamafio de las moléculas de ADN

en cada banda se puede determinar comparandolas con al ADN del tamafio conocido.
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CAPITULO 3

3. METODOS

3.1. Muestra del estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo en la clinica del Posgrado de Infantil de la
Facultad de Odontologia de la UANL ubicado en la ciudad de Monterrey, Nuevo Leon,
Meéxico. En el presente estudio se analizaron 74 muestras tomadas de cavidad oral
(lengua, carrillos, fondo de saco, paladar duro y blando) por medio de cytobrush a
diferentes pacientes que acuden al posgrado de la Maestria en Ciencias Odontoldgicas
en el Area de Odontopediatria con edades comprendidas entre 4 afios y 8 afios los cuales
no presentaban ninguna enfermedad sistémica diagnosticada y los cuales residen en

Monterrey, Nuevo Ledn y su drea metropolitana (ver Figura 1).

Figura 1. Recoleccién de muestras orales por medio de citologia exfoliativa.
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Por tratarse de pacientes menores de edad se les informo a los padres o tutores
de éstos sobre el estudio y se les invitd a participar (ver Figura 2), obteniendo el
consentimiento informado autorizado dandoles a conocer la posibilidad de demostrar la

presencia del Virus del Papiloma Humano (ver Figura 3).

Figura 2. Invitacion a los padres o tutores para la participacion

de los pacientes infantiles al estudio.
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Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Odontologia
Maestria en Ciencias Odontoldgicas en el Area de
Odontopediatria

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: “IDENTIFICACION DE VPH EN NIFOS DE 4 A 8 ANOS DE EDAD”
Investigadores principales: C.D. Daniela Garcia Santos
Institucion: Facultad de Odontologia UANL
Teléfono de contacto: B110040731

La participacién en este estudio es voluntaria. Es importante que lo lea y entienda.
El cbjetivo del estudio a participar es:
Identificar la presencla del Virus del Paplloma Humano y conccer el estado de salud del participante.

Yo acepto que al menor
del cual soy ¥
representante legal participe en el programa de estudio “ldentificacion de VPH en nifios de 4 a 8
afos de edad” el cual consiste en: a) Revisidn dental b) Toma de muestra de cavidad oral por medio de
raspado oral con ayuda de cepillo citoldgico.

Los beneficios que se obtendrédn serdn conocer el estado de salud del menor y en caso necesario se
ofrecerd orientacidn sobre la necesidad de acudir a consulta para mejorar su salud.

Los procedimientos v pruebas relacionadas con el estudio no tendran ningldn costo y tampoco recibird
pago alguno a cambio de la participacion en el estudio. La informacidon recabada durante el estudio sera
confidencial y se mantendra el anonimato.

En caso de dudas o preguntas relacionadas al estudio puedo comunicarme con el investigador principal
al teléfono celular 8110040731

Al firmar este consentimiento reconozco que la participacidn es voluntaria v pusdo negarme o
suspenderla en cualguier momento sin sanciones ni pérdidas de los beneficios a los que de otro modo se
tiene derecho. Acepto que la informacidn personal puede utilizarse y transferirse para nuevos estudios de
investigacion clinica con la finalidad de brindar més informacidon. Entiendo que esta informacion puede
ser auditada o inspeccionada por agencias reguladoras comao la Secretaria de Salud, asi como por la
misma Institucidn.

Edad del participante: dafios | 5afios | 6 afios 7Tafios | Bafos

Municipio de residencia:

Nimero de hijos en la Edades:

familia: |

El participante cuenta Dosis:
con la aplicacién de la 5l NO

vacuna del VPH previo a

este estudio:

MNombre del participante:
Mombre del padre o tutor y representante legal:
Parentesco: Firma:

] del mes de del 20

Figura 3. Consentimiento informado
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3.2. Recoleccion de muestras y datos

Tras la evaluacion clinica oral, se recogieron muestras orofaringeas por el
método de raspado de la citologia exfoliativa, haciendo un movimiento rotatorio con un
citocepillo  (Cytology Brush, Medical Packaging Co, Camarillo, CA)en  diferentes
lugares de la cavidad oral como el piso de la lengua (ver Figura 4), el interior de las
mejillas (ver Figura 5), fondo de saco (ver Figura 6), paladar duro y paladar blando (ver
Figura 7), excluyendo las amigdalas. A continuacion, los cepillos utilizados para la toma
de muestras orales se llevaron en un tubo que contenia una solucién conservante (10mM
Tris-HCI, 1 mM NaCl y 0,5% SDS, pH=8) y las muestras se mantuvieron a -20°C hasta
la extraccion del ADN (ver Figura 8).

Figura 5. Raspado oral de carrillos
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traducción/español-inglés/Cytology
traducción/español-inglés/Brush
traducción/español-inglés/Medical
traducción/español-inglés/Packaging
traducción/español-inglés/Co
traducción/español-inglés/Camarillo
traducción/español-inglés/CA

Figura 6. Raspado oral de paladar duro y blando

Figura 7. Muestra oral en solucion conservante (10mM Tris-HCI,
1 mM NaCly 0,5% SDS, pH=8)
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3.3. Extraccion del ADN

Para la extraccion de ADN, las muestras se incubaron con RNasa (10p g/mL) y
se dejaron incubar durante 30 minutos a 37°C, seguidas de la adicion de proteinasa K (1
mg/mL) durante 1 hora a 56°C, y la incubacion durante 10 minutos a 95°C para su
inactivacion. ElI ADN se purifico luego mediante la técnica de alcohol isoamil de
cloroformo fenodlico y se precipitd por sal/etanol, como se ha descrito anteriormente
(Sambrook et al, 1989). Posteriormente, el ADN se suspendi6 en 50uL tampon TE (0,01
M Tris HCI, pH 7,4 y 0,001 M EDTA) y se incubd a 65°C durante 1 hora, después de lo
cual, el ADN se almacend a -80°C, hasta su andlisis. El tampén TE (0,01 M Tris HCI,
pH 7,4 y 0,001 M EDTA) se incub6 a 65°C durante 1 hora, después de lo cual se

almaceno a -80°C hasta su anélisis (ver Figura 8).

Figura 8. Extraccion de ADN
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3.4. Deteccion del VPH

La integridad y/o adecuacion del ADN extraido se evalué mediante la deteccion
del gen f-actin en la PCR y se amplific utilizando los oligonucledtidos Fw 5'-
GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3"; y Rv 5-GGGTGTGTGAAGGTCTCAAA-3’;
como controles internos por la PCR (ver Figura 9), electroforados en un gel
deacrilamida al 8%, tefiido con bromuro de etidio y visualizado en un Gel
Transiluminador de Luz Ultravioleta Doc™ XR + Imager (Bio Rad Lab). El producto
esperado de la PCR era de ~203pb. La deteccion del VPH se llevo a cabo mediante una
PCRanidada, utilizando los cebadores MY09 5'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3";
y MY11 5'-CGMCAGGWCATAAYAATGG-3"; la Taq ADN polimerasa (5U/uL), la
mezcla ANTP, 100ng de ADN y agua libre de nucleasas para obtener un voumen final de
25uL por reaccion (MJ Mini Personal Thermal Cyclerthermocycler; Bio-Rad Lab,
Hercules, CA).

Figura 9. Colocacion del ADN en el Termociclador (PCR)
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La programacion del equipo fue la siguiente:
1) Preincubacion a 95°C durante 3 minutos
2) Amplificacion a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C
durante 90 segundos, durante 40 ciclos

3) Extension a 72°C durante 4 minutos.

La segunda ronda de amplificacion se realizdé como la primera, pero en lugar de
anadir ADN, se afiadié el producto de la PCR de la primera ronda y los primers
utilizados fueron los siguientes: GP5+ 5'-TTTGTACTGTTGTAGATACTAC-3; Y
GP6+ 5'- GAAAATAAACTGTAAATCATTC-3’; (Bio-Rad Lab).

La programacion del equipo fue la siguiente:
1) Preincubacion a 94°C durante 4 minutos
2) Amplificacion a 94°C durante 1 minuto, 40°C durante 2 minutos, y 72°C
durante 90 segundos, durante 40 ciclos

3) Extension a 72°C durante 4 minutos
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3.5. Electroforesis

A continuacion, los productos de la PCR se electroforaron en un gel de
acrilamida al 8% en un tampoén de TBE 1X, luego se hicieron funcionar a 90
voltios durante 45 minutos (ver Figura 10), se tifieron con bromuro de etidio y se
colocaron en un gel transiluminador de luz ultravioleta Doc™ XR+Imager (Bio-
Rad Lab) para mostrar los amplicones de ~150pb, correspondientes al VPH en
donde se colocaron en los primeros tres tres espacios el control positivo (DNA de
la linea celular HelLa), control negativo (agua libre de nucleasas) y el
marcador(ver Figura 11). Este sistema utiliza los primeros MY09/MY11 y
GP5+/GP6+, que amplifican la region L1 del genoma viral, que se utilizan con
frecuencia para la deteccion del VPH en estudios clinicos e histologicos. Estos
cebadores son eficaces para aplificar un amplio espectro de genotipos de VPH en
células obtenidas de frotis cervicales y tejidos incorporados en parafina. Los
cebadores MY09/MY11 flaquean una secuencia de aproximadamente 450pb,
mientras que los GP5+/GP6+ flaquean una secuencia de aproximadamente
150pb, que es interna a la secuencia flanqueada por MY (Snijders et al, 1990). El
par MY se sintetiza a partir de varios nucledtidos degenerados en cada cebador,

es una mezcla de 25 oligonucledtidos que amplifican 25 tipos de VPH genital.

Al término de este proceso se pueden conocer los resultados asi como

digitalizarlos (ver Figura 12).
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Figura 10. Electroforesis del gel de acrilamida al 8%

Figura 11. Colocacion de gel transiluminador de luz ultravioleta Doc™ XR

+ Imager (Bio-Rad Lab)

24



ocus

A FOCUS
le | 4 Near
de| & Far
Epi
White
Q"
hsplay

. Resultados de la PCR digitalizados

25




CAPITULO 4

4. RESULTADOS

Los datos fueron capturados en una base de datos en el programa IBM Statistics
23 con el que se realizaron tablas de graficas de barras. Para algunos procedimientos
estadisticos de clasificacion y manejo de base de datos fue empleado el programa
Microsoft Excel 2011. Posterior a esto se realizd una descripcion detallada de los
resultados. El presente proyecto cuenta con un modelo estadistico de presentacion de
datos que consisti6 en la elaboracion y descripcion de tablas de frecuencias y porcentajes
para las variables cualitativas, ademas del uso de graficos para las tablas mayormente
relacionadas con el andlisis de los datos, posterior a este disefio se realizd una

descripcion detallada de los resultados.
La muestra fue de conformada por 74 pacientes infantiles que cumplieron con los

requisitos para ser incluidos en el estudio, de los cuales 34 pacientes (46%) fueron del

sexo femenino y 40 pacientes (54%) fueron del sexo masculino.

Grafica 1

Sexo

Femenino

Masculino 46%

54%
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El rango de edad de los pacientes va desde los 4 afos hasta los 8 afnos de edad,
siendo 5 afos la edad con mayor frecuencia. La frecuencia de las edades de los pacientes

se muestra en la siguiente grafica.

Grafica 2
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De los pacientes considerados en la muestra, 49 pacientes (66%) dieron negativo

]

y 25 pacientes (34%) dieron positivo. Las proporciones de los pacientes infantiles se

muestra en la siguiente grafica.

Grafica 3
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66%

m Negativo = Positivo
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Cuando separamos la deteccion en funcion del sexo, encontramos que 15
pacientes infantiles del sexo masculino dieron positivo, mientras que en el sexo

femenino solamente se detectd en 10 pacientes infantiles.

Grafica 4
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Cuando desglosamos la muestra considerando unicamente el sexo femenino,
podemos observar que 5 anos fue la edad en la que se detectaron una mayor cantidad de
casos positivos. La distribucion de la muestra en funcion de la edad de los pacientes

infantiles se muestra a continuacion.
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Grafica 5
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Cuando realizamos el mismo ejercicio, pero considerando unicamente el sexo
masculino, podemos observar que la edad donde hubo mayor cantidad de casos positivos

fue cuatro y cinco afios. o
Grafica 6
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La distribucion de la muestra en funcion del sexo, la deteccion y la edad se

muestra a continuacion.
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Grafica 7
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CAPITULO 5

5. DISCUSION

En la actualidad, el cancer permanece como un problema de salud publica a nivel
mundial, principalmente en paises en desarrollo, incluido México, constituyendo una de
las causas mas importantes de mortalidad. Estudios recientes han asociado al Virus del
Papiloma Humano (VPH) con el desarrollo de cancer oral, principalmente el carcinoma
oral de células escamosas (OSCC), representando un riesgo importante de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. En México, existen pocos reportes sobre el papel de la
infeccion por VPH en cavidad oral y sus implicaciones en una poblacion asintomatica y
es de mucha importancia la documentacion de los tipos y/o variantes de VPH en
diferentes regiones geograficas donde la efectividad de las vacunas comerciales pudiera
no prevenir la infeccion y patologias malignas en cavidad oral (Urbina Rios CS, 2018).
El objetivo principal del presente estudio fue investigar la presencia de VPH en la
mucosa oral de pacientes infantiles asintomaticos. Se realizo una PCR convencional para
la deteccion del gen de Beta-actina (control interno) en las muestras donde el 100%
resultaron positivas. Estos resultados permitieron garantizar que los procedimientos de
toma de muestra y extraccion de DNA fueron adecuados lo que permitio la ejecucion de
analisis posteriores en las muestras. Varios estudios han demostrado la alta sensibilidad
y especificidad del sistema Nested PCR usando los dos pares de oligonucleotidos
MY09/11 y GP5+/GP6+ en comparacion a otros métodos, por eso se utiliz6 en nuestro
estudio (Entiauspe et al, 2013; Cai et al, 2013). Posteriormente analisis de
secuenciacion, lo cual nos garantiza la identificacién inequivoca de cualquier tipo de

VPH presente en la muestra.
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El grupo objetivo primario en la mayoria de los paises que recomiendan
la vacunacion contra el VPH esta formado por nifias adolescentes de 9 a 14 afios
de edad (WHO, 2017), el presente estudio demuestra una prevalencia alta para la
infeccion del VPH en nifios y nifias de 4 a 8§ afios de edad por lo que se plantea la
posibilidad de implementar la aplicacion de las vacunas comerciales a una edad
mas temprana para prevenir lesiones no so6lo benignas sino también
precancerigenas. Sin embargo, un estudio realizado en Callao, Pert arrojaron
unos resultados sobre la aceptacion de la vacuna contra el Virus del Papiloma
(VPH) por parte de los padres de familia, el cual representa a un 58,3% mientras
la no aceptacion de la vacuna un 41,67 % , demostrando asi que atin permanece
la duda sobre la aplicacion de la vacuna a diferencia de Sdnchez Anguiano y Col
(México), 2013 en su estudio Conocimiento y aceptacion de la vacuna contra el
virus del papiloma humano (VPH) en donde la aceptaciéon de los tutores
encuestados quienes aceptaban la vacuna es de un 89% y la no aceptacion de un
11%. Por lo tanto, se recomienda al gobierno y a los profesionales de salud,
realizar campafias educativas con el fin de difundir la prevencion de la infeccion
del VPH, asi como su deteccion temprana para disminuir la tasa de prevalencia

en nuestra poblacion.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se encontrd una importante prevalencia de la infeccion por el Virus del Papiloma
Humano del 33% de las 74 muestras tomadas en pacientes infantiles

asintdmaticos que acuden al posgrado.

Dado a la importante prevalencia encontrada en este estudio y que no hay
muchos reportes en nifios, es necesario la ejecucion de mas estudios con mayor
nimero de muestra para establecer asociaciones entre la infeccion por VPH y

variables epidemioldgicas.

Se recomienda al gobierno y a los profesionales de salud, realizar campafias
educativas con el fin de difundir la prevencion de la infeccion del VPH, asi como

su deteccion temprana.

Se recomienda considerarse la promocion de aplicacion de vacunas comerciales
de VPH desde edades mas tempranas para disminuir la tasa de pacientes

infectados por este virus.
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