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Resumen

Introduccion: La papilomatosis respiratoria recurrente es un padecimiento que se presenta mayormente en la poblacion
pediatrica con una tasa de 3.62 a 4.3 por cada 100,000 menores.La manifestacion clinica mds frecuente es la disfonia; sin
embargo, la enfermedad puede progresar a formas mds graves, generando obstruccion grave de las vias respiratorias.
Métodos: Se realizé un estudio transversal en el cual se incluyeron pacientes diagnosticados con papilomatosis laringea
confirmado por medio de anadlisis histopatoldgico y reaccion en cadena de la polimerasa; se determind el genotipo del virus
y su carga viral mediante su busqueda en los expedientes clinicos, por medio de un formulario estructurado se capturaron
las variables clinicas y genéticas de cada caso. Resultados: Se incorporaron 32 pacientes, con prevalencia del genotipo 6
del 41% y la misma prevalencia en el genotipo 11, con un porcentaje de coinfeccion con ambos subtipos del 18%. El ge-
notipo 11 se encontré asociado a un mayor numero de resecciones (p = 0.004), un puntaje mayor en la escala de Derkay
(p = 0.02) y una gravedad mayor al presentar > 4 cirugias por afio o > 10 cirugias totales (p = 0.04). Conclusiones: E/
genotipo 11 del virus del papiloma humano se asocio a mayor gravedad de papilomatosis respiratoria recurrente en los
pacientes pedidtricos, por lo tanto, dicha poblacion resulta mds susceptible a una peor evolucion (lo que incrementa la
demanda de atencion a los servicios médicos), asi como a afectacion en la calidad de vida de los menores.

Palabras clave: Papilomatosis respiratoria recurrente. Virus del papiloma humano. Reaccion en cadena de la polimerasa.
Acido desoxirribonucleico.

Relationship between genotype and viral load of human papillomavirus, and
presentation severity of recurrent respiratory papillomatosis in pediatrics

Abstract

Background: Recurrent respiratory papillomatosis is a condition that occurs mainly in the pediatric population with a rate of
3.62 to 4.3 per 100,000 children. The most common clinical manifestation is dysphonia; however, the disease can progress
to more severe forms, generating serious obstruction of the airway. Methods: A cross-sectional study was conducted in which
patients diagnosed with laryngeal papillomatosis confirmed by histopathological analysis and polymerase chain reaction were
included. The genotype of the virus and its viral load were determined through a search in the clinical records, and the cli-
nical and genetic variables of each case were captured through a structured form. Results: A total of 32 patients were
enrolled, of which the prevalence of genotype 6 was found in 41% and the same prevalence in the case of genotype 11,
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with a percentage of coinfection with both subtypes of 18%. Genotype 11 was found to be associated with a greater number
of resections (p = 0.004), a higher score on the Derkay scale (p = 0.02) and greater severity when presenting > 4 surgeries
per year and/or > 10 total surgeries (p = 0.04). Conclusions: Human papillomavirus genotype 11 showed a greater asso-
ciation with the presentation of greater severity of recurrent respiratory papillomatosis in pediatric patients; therefore, this
population is more susceptible to a poor outcome (which increases the demand for medical services), as well as impact on

the quality of life of minors.

Keywords: Recurrent respiratory papillomatosis. Human papillomavirus. Polymerase chain reaction. Deoxyribonucleic acid.

Introduccion

La papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) es la
afeccion tumoral laringea mas frecuente en la pobla-
cion pediatrica’; aunque se trata de un padecimiento
benigno que rara vez maligniza, es una enfermedad que
frecuentemente tiene diseminacion a lo largo de la via
aérea, y es agresiva en términos de recurrencia y exten-
sion?. El virus del papiloma humano (VPH) es un agente
infeccioso epiteliotrépico ubicado dentro de su propia
familia Papillomaviridae, taxondmicamente hablando, y
en la cual se han identificado hasta 170 variantes geno-
micas diferentes, las cuales son llamadas genotipos y
que se han agrupado en tipos cutdaneos y mucosos con
base en las células basales que infectan®*. La PRR es
causada por infeccion del VPH, incorporando diferen-
tes genotipos entres sus causantes, siendo principal-
mente identificados los genotipos 6 y 11 en el 90% de
los casos estudiados en series'®; sin embargo, es posi-
ble la presencia de uno o mas genotipos del virus en
la misma lesién. Se estima que la prevalencia de la
PRR es de 1.45 a 2.93 casos por cada 100,000 nifios
y el grupo etario con mayor susceptibilidad es aquel
entre 2 a 4 afos®.

En la evidencia médica publicada se ha encontrado
una asociacion positiva de una situacién socioecono-
mica precaria, asi como una presentacion y diagndstico
en edades tempranas (< 4 afios) con una mayor gra-
vedad de la enfermedad en los pacientes pediatricos”®.
La infeccion por el genotipo VPH-11 se ha visto aso-
ciada a mayor gravedad de la enfermedad, afectacion de
multiples sitios anatémicos, frecuencia en la necesidad
de procedimientos quirtrgicos, extension hacia el tracto
respiratorio inferior, asi como duracion®'. Sin embargo,
otros estudios discrepan, mencionando no haber encon-
trado relacion significativa entre gravedad y genotipo viral,
habiéndose estudiado los genotipos 6, 11, 16, 31, 33, 35
y 3912, Asi mismo, se ha descartado relacion entre carga
viral y duracion, extensiéon de la enfermedad, edad de
presentacién, tiempo requerido entre la necesidad de
nuevo tratamiento quirtrgico o seropositividad al virus'®.

La manifestacion clinica més frecuente de la PRR es
la disfonia crénica; sin embargo este padecimiento es
importante debido a que su progresidn puede llevar a
una obstruccion de la via aérea (Fig. 1); de acuerdo
con la literatura, muchos estudios han identificado que
entre los factores de riesgo que se asocian a la grave-
dad estan una edad menor de presentacion inicial y la
presencia de determinados genotipos, principalmente
el VPH-11; aunque otros autores lo asocian a la presen-
cia del VPH-6, por lo tanto, se tiene una variabilidad de
los resultados en este aspecto'.

El diagndstico de la papilomatosis respiratoria se rea-
liza mediante la exploracion laringea con ayuda de un
fibroscopio, localizando lesiones exofiticas que pueden
ser pediculadas, en racimo o sésiles, de color grisaceas,
rosadas o aperladas, aunque a medida que la enferme-
dad avanza el aspecto macroscépico puede cambiar
debido a la presencia de fibrosis y cicatrices laringeas'.
Sin embargo, el estudio histopatoldgico procedente de
una biopsia o cepillado celular confirma la sospecha
diagndstica clinica por la aparicion de proyecciones de
epitelio escamoso estratificado queratinizado, asi como
los coilocitos, que son células con aspecto vacuolado y
citoplasma claro. Finalmente, la identificacion del genoma
viral y su tipificacién por medio de la prueba de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) son el método de
referencia diagnostico®.

El tratamiento estandar para la PRR involucra la exci-
sién quirdrgica por medio de laringoscopia y anestesia
general, con el fin de asegurar adecuadamente la via
aérea y mantener una calidad vocal®. Los criterios mas
aceptados para indicar terapias adyuvantes debido a la
gravedad son necesidad de > 4 procedimientos quirdr-
gicos por afio o > 10 resecciones en total, asi como
diseminacion de las lesiones fuera de via respiratoria'®.

Hasta el momento no se cuenta con informacion
sobre la existencia de una relacién entre el genotipo
viral con la carga viral del VPH, y entre esta relacion y
la gravedad de presentacion en la poblacion pediatrica
de nuestro pais. De igual manera hay discrepancia en
la evidencia que relaciona el genotipo con la gravedad,
por lo que son necesarios mas estudios para confirmar
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Figura 1. Laringoscopia diagndstica en paciente de sexo
masculino de 7 afios que muestra lesiones exofiticas
papilomatosas aperladas dependientes de ambas cuerdas
vocales y comisura anterior.

o refutar con la informacion presente. De manera que
este estudio es una vertiente para el conocimiento epi-
demioldgico de la papilomatosis laringea en pacientes
pediatricos a nivel nacional. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la asociacion del genotipo y carga viral del
VPH con la gravedad de presentacion de PRR en
pacientes pediatricos.

Métodos

Seleccion de pacientes

Se realizé un estudio transversal analitico donde se
incluyeron todos aquellos pacientes pediatricos que
acudieron al Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia
de Cabeza y Cuello del Benemérito Hospital Civil de
Guadalajara Fray Antonio Alcalde, desde el mes de
agosto de 2017 a diciembre de 2021, que contaron con
el diagndstico confirmatorio en el expediente clinico de
papilomatosis laringea, y que cumplieron con el criterio
de recurrencia (aparicion de lesiones en mas de dos
ocasiones) y la gravedad de las lesiones, evaluada por
medio de la escala de Derkay-Wiatrak'”, con un puntaje
> 10 puntos; asi como la presencia de criterios utiliza-
dos para terapia coadyuvante. Se realizé un muestreo
no probabilistico por conveniencia, incluyendo un total
de 32 pacientes; estableciendo como criterios de inclu-
sion: todo paciente menor de 18 afios, sexo indistinto y
con diagndstico de papilomatosis laringea confirmado

mediante analisis histopatoldgico y PCR en el expediente
clinico. Se excluy6 a los pacientes que no contaran con
el expediente clinico completo, que no presentaran un
grado de gravedad > 10 puntos o cuya enfermedad
habia remitido, y que hubieran rechazado el procedi-
miento quirdrgico.

Muestras clinicas

Se tomaron muestras histopatoldgicas papilomatosas
de tamafo menor a 2 mm de didmetro provenientes de
la laringe de cada paciente por medio de una pinza en
copa Chevalier-Jackson en técnica fria y se congelaron
a —80 °C para su conservacion hasta el momento de su
procesamiento.

Aislamiento de ADN y genotipificacion de
VPH

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de
microbiologia y patologia del Centro Universitario de
Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara
utilizando el kit de extraccion de ADN gendmico High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) version 2.0
(EE.UU., Ref.11796828001). Para la extraccién de ADN
proveniente del tejido papilomatoso, se colocd una por-
cion de este con 200 ul de buffer de lisis y se incubd
a 55 °C durante una hora hasta la digestion completa
del tejido. Se continué ahadiendo 200 wl de buffer de
union y 40 ul de proteasa K, mezclando e incubando a
70 °C durante 10 minutos. Posterior a ello se afiadieron
100 pl de isopropanolol, se mezcld y depositd en un tubo
Eppendorf para ser centrifugado 1 minuto a 8,000 rpm
(revoluciones por minuto), desechando el tubo colector.
Continuo a ello se agregaron 500 ul de removedor de
buffer de inhibicion y se centrifugé por el mismo tiempo
y revoluciones. Después se desechd nuevamente el
tubo colector y se agregd 500 ul de buffer de lavado
con posterior centrifugacion por el mismo tiempo y velo-
cidad, repitiendo esto en dos ocasiones mas. Finalmente
se desechd el fluido y se centrifugé 10 segundos a
13,000 rpm, colocando un nuevo tubo colector junto con
200 ul de buffer de lavado a 70 °C, resultando con el
ADN purificado.

Posterior a la extraccion de ADN de las muestras
histopatoldgicas se realiz6 la deteccion de presencia o
ausencia del genoma de VPH a manera de tamizaje
mediante la PCR utilizando los primers GP5+ (TTT GTT
ACT GTG GTA GAT ACT AC), GP6+ (GAA AAA TAA
ACT GTA AAT CAT ATTC), MY09 (CGT CCM ARR GGA
WAC TGA TC), MY11 (GCM CAG GGW CTA TAA YAA
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TGG), L1C1 (CGT AAACGT TTT CCCT ATT TTTT) y
L1C2 (TAC CCT AAA TAC TCT GTA TTG), descritos y
utilizados por Qu et al.'™. Para realizar la tipificacion del
genotipo de VPH se realiz6 una PCR en tiempo real
con el kit comercial Anyplex TM Il HPV28 Detection de
Seegene de acuerdo con las especificaciones del pro-
veedor; y se utiliz6 el equipo CFX96™ Real-time PCR
System de la marca Bio Rad, que detecta cinco dife-
rentes colorantes fluorescentes simultaneamente,
siendo de nuestro especial interés los genotipos 6 y 11
del VPH, ademas proporcionando una carga viral semi-
cuantitativa expresada en cruces (+, positivo después
de 40 ciclos de PCR; ++, positivo dentro de los ciclos
31-39; y +++, positivo antes de 31 ciclos).

Analisis estadistico

Se seleccionaron pruebas no paramétricas por el
tamafio muestral. Se utilizé para comparacion de pro-
porciones la prueba de y® y para comparacion de
medianas para tres grupos la prueba de Kruskal-
Wallis, y se consideré como significativo un valor de
p < 0.05. El andlisis se realizd en el programa de
estadistico Statistical Package of Social Sciences
(SPSS) version 26.0.

Resultados

Para evaluar la asociacion del genotipo, asi como la
carga viral del VPH, con la gravedad de la papilomatosis
laringea en la poblacién de pacientes pediatricos se
estudiaron 32 pacientes. El 69% de los participantes
fueron de sexo masculino y el 31% del femenino. La
edad promedio fue de 7 afios, con un rango de edad
minima de 1 afio y maximo de 16 afos, siendo el grupo
etario més frecuente el de 1 a 3 afios en el 28% (Fig. 2).

La prevalencia de genotipo en el estudio se distribuyd
de la siguiente manera: un 41% (13 pacientes) fueron
positivos a genotipo VPH-6, al igual que el genotipo 11;
mientras que la presencia de ambos genotipos en coin-
feccion se reportd en un 18% (6 pacientes) de la pobla-
cion (Fig. 3). En relacion con la carga viral, se encontrd
que la mayoria de los pacientes (69%) positivos a cada
genotipo presentd una carga elevada (+++) tanto en el
grupo de VPH-6 como en el de VPH-11, mientras que
los pacientes que presentaron coinfeccion por ambos
genotipos presentaron una carga viral variable, pero
siendo mas predominante la carga del genotipo 6 sobre
el 11 (Fig. 4).

B 1 a3 afos 4 a6 afios B7 a9 afos

® 10 a 13 afios
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Figura 2. Distribucion por grupo etario.
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Figura 3. Distribucion de genotipos detectados.

Distribucién de carga viral segun genotipo de VPH
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Figura 4. Representacion del nimero de pacientes positivos
a cada genotipo de VPH y la carga viral encontrada en
ellos.

VPH: virus del papiloma humano.
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Tabla 1. Comparacion de los genotipos para la gravedad de los pacientes en el estudio®

Variables Genotipo 6 Genotipo 11
(n=13) (n=13)

Edad, afios 7(1-14)
Masculino 8 (61)

Namero de resecciones 1(1-8)
Escala Derkay > 10 pts. 2 (15)

Gravedad' 0

Genotipo 6y 11 —
(n =6)
4 (2-16) 13 (2-16) 0.07
11 (85) 3 (50) 0.24
6 (1-36) 3(1-10) 0.004
8 (62) 1(17) 0.02
5 (39) 1(17) 0.04

*Las variables cualitativas se expresaron mediante frecuencias (%) y las cuantitativas con medianas y rangos. Para la comparacion de frecuencias se utilizo la prueba de

chi cuadrada y para la comparacion de medianas se usé la de Kruskal-Wallis.
"Definida como > 4 cirugias/afio o > 10 cirugias totales.

El genotipo 11 fue estadisticamente més significativo (valor de p) que los otros genotipos en cuanto a las Ultimas tres variables (nimero de resecciones, escala de Derkay
y gravedad), mientras que no se encontrd diferencia de distribucion por sexo ni edad segn el genotipo.

Solo el 12% de los pacientes requirieron la realiza-
cion de traqueostomia (Fig. 5). El promedio de resec-
ciones realizadas en los pacientes incorporados al
estudio fue cinco; el 40% de los pacientes tuvieron de
una a dos resecciones, el 23% de tres a cuatro pro-
cedimientos y solo el 10% necesitaron mas de 10
resecciones (Fig. 6).

En la tabla 1 se muestra la asociacién de los geno-
tipos de VPH con la presencia de gravedad en los
pacientes pediatricos con PRR. El genotipo 11 se
encontr asociado a un mayor nimero de resecciones
(p = 0.004), un puntaje mayor en la escala de Derkay
(p = 0.02) y una gravedad mayor al presentar > 4 ciru-
gias por aho o > 10 cirugias totales (p = 0.04) compa-
rado con el genotipo 6 y los casos de coinfeccién con
ambos genotipos. No se obtuvieron diferencias estadis-
ticas entre genotipos por edad ni sexo.

Discusion

Tras buscar la asociacion entre los genotipos del VPH
con presentaciones mas graves de papilomatosis larin-
gea en pacientes pediatricos, se evidencio que el geno-
tipo 11 estd asociado a un mayor grado de gravedad
con mayor puntuacion en la escala de Derkay (p = 0.02)
y con el antecedente de > 4 cirugias por afio o > 10
cirugias totales (p = 0.04), comparado con el resto de
los genotipos evaluados.

En contraste con lo reportado por Wiatrak et al.’®,
quienes plantearon un estudio longitudinal de 10 afios
de seguimiento con una poblacién pediatrica con una
distribucién por sexo similar a la nuestra, en donde se
sefialé que la infeccion con el genotipo 11 predice una
clinica mas agresiva y grave para nifios con PRR. La

= Con traqueostomia = Sin traqueostomia
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Figura 5. Distribucion de la realizacion de traqueostomia.
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Figura 6. Frecuencia de resecciones realizadas en los
pacientes.

diferencia con nuestro estudio es que su poblacion era
més joven y evaluaron la asociacion con factores de
riesgo prenatal. Dicho resultado concuerda con lo
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mostrado por Pavinee y Sonsuwan®, en donde la pun-
tuacion media de gravedad de la enfermedad de la
infeccion por VPH-11 fue significativamente mayor que
la de la infeccién por VPH-6 (p = 0.013).

Un resultado diferente fue el publicado por Padayachee
et al.?!, quienes evaluaron 20 casos de papilomatosis
laringea y encontraron que la enfermedad causada por
el VPH-6 tendia a ser més agresiva que la causada por
el VPH-11, pese a que esta Ultima fue mas frecuente.
La poblacién incluida también tenia un rango de edad
inferior al nuestro y su poblacién era principalmente del
sexo femenino.

En nuestro trabajo la frecuencia de genotipos fue del
41%, tanto para genotipo 6 como para genotipo 11;
Pavinee y Sonsuwan®® obtuvieron el 40% de genotipo
de VPH-6 y el 60% de VPH-11. No se encontro coinfec-
cion entre VPH 6 y 11, mientras que en nuestro caso
la tasa fue del 18%.

Por otra parte, es importante sefialar que en nuestro
estudio se encontrd que aquellos pacientes con coin-
feccion por ambos genotipos virales presentaron menor
gravedad que aquellos con un solo genotipo, pese a
tener presencia del genotipo 11. Esto podria deberse a
que la carga viral predominante durante la coinfeccién
pertenecia al genotipo 6, lo cual concuerda con los
resultados del estudio de Cardoso Figueiredo et al.??,
quienes mostraron una frecuencia del genotipo de
VPH-6 del 34.1% y del 17.1% de VPH-11, asi como
coinfeccion por VPH-6 y VPH-11 en el 48.8% de sus
pacientes. Bajo la premisa de que el genotipo VPH-11
provoca mayor gravedad en las lesiones papilomatosas,
al ser este abatido por el genotipo 6 provocaria por
consiguiente una progresion mas moderada en exten-
sién y gravedad al verse controlado por un sistema
inmunitario mas preparado debido al «entrenamiento»
favorecido por la predominancia de un genotipo menos
virulento; aunque también debe tomarse en cuenta la
edad de los pacientes como elemento importante en
una relacion tripartita con el cuadro clinico y el geno-
tipo, tal y como Buchinsky et al. han descrito®.

Parte de las limitaciones de este estudio fueron la
falta de incorporacién de variables asociadas con el
control prenatal y la presencia de vacunacion contra
VPH previa o posterior al diagndstico de la enfermedad.
De igual manera se requiere realizar un estudio cuan-
titativo de la carga viral y que involucra mayor cantidad
de genotipos junto con un mayor tamano de muestra
para corroborar la asociacion, asi como estudios longi-
tudinales para determinar si la gravedad de presenta-
cion en esta entidad se relaciona con otros factores al
realizar un andlisis multivariante.

Conclusiones

Al evaluar la asociacién del genotipo del VPH con la
gravedad de presentacion de PRR en pacientes pedié-
tricos, el presente trabajo observd que el genotipo 11
se asocié a una mayor gravedad de presentacion en
esta poblacién, lo cual concuerda con reportes de estu-
dios anteriores a nivel mundial. La prevalencia de este
es similar a la que presenta el genotipo 6 y no se
muestra diferencia significativa con el sexo ni la edad.
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