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= ADN Acido Desoxirribonucleico
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= mM Milimolar

= M Micromol

= pmol Picomol

= M Molar

= PCR Reaccion de Cadena de Polimerasa

» NMPCR Nested Multiplex Reaccién de Cadena Polimerasa (PCR Anidada
Multiple)

= ANTP’s Desoxinucledtido fosfato
= c.s.p Cantidad suficiente para
= RFLP Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion

= vs Versus



U Unidades de Enzima

ORF’s Open Reading Frame (Marco abierto de lectura)
VPH Virus del Papiloma Humano

LIEBG Lesién Intraepitelial de Bajo Grado

LIEAG Lesion Intraepitelial de Alto Grado

LABIOMEX Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental, adscrito a la
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NIC Neoplasia Intraepitelial

PAP Papanicolau
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W Watts

V Voltios

°C Centigrados

AT Adenina/Timina
GC Guanina/Citocina
E. coli Escherichia coli

HpyCHA4V Es una endonucleasa FE. coli cepa que porta el gen clonado HpyC H4V
de Helicobacter pylori C H4.

p Correlacién de Spearman (rho)
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Resumen

El VPH como problema en el sector salud ha iniciado una brecha en la investigacién
en la tipificacion del virus, debido a la necesidad de detectar multiples tipos de VPH
en una sola muestra por casos de reinfecciones, se hace imperante disenar métodos
de deteccién y tipificacion para ofrecer a pacientes mayor rapidez y precisién en los
resultados.

La técnica de Reaccién de Cadena de Polimerasa (PCR) ha sido novedosa para
la deteccion viral; sus variantes, como la restriccién de longitud de fragmentos de
polimorfismo (RFLP) en conjunto con la Nested Multiplex PCR (NMPCR) con el
diseno de oligonucledtidos que amplifican los genes L. y E del virus de Papiloma,
permiten detectar en una muestra multiples tipos virales. Existen métodos enfocados
en detectar la carga viral cuando ya el virus esté integrado en el genoma, por ello
es necesaria la combinacion de dichos métodos, entre ellos, la RFLP mediante los
oligonucle6tidos MY09/11 en conjunto con el coctel de oligonucleétidos que amplifican

simultaneamente los de bajo riesgo y de alto riesgo u oncogénicos.
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Capitulo 1

Introduccion

A pesar de la gran diversidad de los tipos virales de papiloma humano, su
organizacion genética estd bastante conservada y ligeras variaciones en su secuencia
nucleotidica determinan el tropismo y el potencial oncogénico de cada uno de los
tipos virales. Todos los genes estan ubicados en una sola hebra, la transcripcién
es unidireccional y usan un procesamiento diferencial de corte y empalme para la
expresion individual de cada uno de sus genes (Bernard y col., 1993). El répido
incremento del nimero de papilomavirus aislados oblig6 a establecer un sistema
de clasificacion taxonémica dentro de la familia Papillomaviride. Este sistema de
clasificacion tiene como objetivos: Primero, establecer una relacién entre los tipos
virales, segundo, comparar el término tipo contra los términos taxonémicos género
y especie, los cuales son usados para la sistemética de todos los organismos biolégicos
y son frecuentemente aplicados en virologia, y tercero, investigar las relaciones
entre la clasificacion taxondémica y las propiedades biolégicas y patolégicas del virus
(De Villiers y col., 2004). El empleo de la secuencia nucleotidica para establecer
relaciones entre Papilomavirus, surgié hace 20 anos, cuando E. M de Villiers, del Centro
de Referencia para Papilomavirus del Centro de Investigacion Aleman del Céncer
en Heidelberg, Alemania, integré un sistema de clasificacién y los nuevos tipos de
Papilomavirus son registrados en este centro solo si se confirma que el genoma ha sido
completamente clonado a fin de corroborar que tiene la organizacion genética tipica
de los papilomavirus y la secuencia nucleotidica del gen L1 difiere en méas de un 10 %

con respecto a otro tipo viral (Chan y col., 1992). Actualmente, la taxonomia oficial
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de los VPH esta basada uinicamente en la comparacion de la secuencia nucleotidica del
ORF L1, debido a que es el gen més conservado dentro del genoma viral y aun asi,
presenta ligeras diferencias nucleotidicas que han permitido establecer las diferencias.
También se han empleado otros genes que han conduciendo a asociaciones taxondémicas
similares pero no idénticas. Los estudios filogenéticos sugieren que estos virus, de
origen monofilético, coevolucionaron con la especie humana, por lo que se especula
un origen africano; mientras que la diversificacion de las variantes de cada tipo viral
estuvo enlazada con la evolucién y la migracién del humano moderno, hace mas de 200
mil anos. Esta hipotesis sugiere que todo el espectro de enfermedades asociadas a las
infecciones con VPH tales como: cancer anogenital, verrugas genitales y laringeas, han
acompanado al humano a lo largo de su evoluciéon (ver tabla 1.1). En los tltimos anos
se ha podido establecer comparaciones entre secuencias de un mismo tipo viral junto
con una secuencia referencial o prototipo y se ha determinado que un mismo tipo viral
puede presentar diferentes genotipos que varfan entre si, en un 2% en la regién L1.
Estas variantes intratipo, han demostrado poseer una limitada diversidad genémica, lo
cual sugiere una baja tasa evolutiva. Incluso, la aparente ausencia de recombinacion
inter e intratipo, aunado a que la replicacién de estos virus depende estrechamente de
la maquinaria celular hospedera con la que esta en sincronia, pueden colaborar con la
limitada diversidad genémica de las variantes virales (Nazzal y col., 2008).

El VPH es una de las infecciones de transmision sexual més comun a nivel mundial
relacionado con factores de riesgo predisponentes a la malignizacion de las lesiones
propias del VPH (Rebolledo y col., 2016), en especial en nuestro pais que es la causa
de cancer cérvicouterino, cuyos pacientes afectados en su mayoria mujeres; presentan
lesiones intraepiteliales que son detectadas con técnicas de biologia molecular que son
de alta sensibilidad. Actualmente se conocen aproximadamente alrededor de 300 tipos
de VPH, empero existen tipos de VPH més agresivos como VPH 16 y VPH 18 (Lépez-
Bueno y col., 2016). El Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental LABIOMEX,
adscrito a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Los Andes, desarrolla mediante
técnicas de biologia molecular; deteccion, tipificacion e identificacién de miltiples
tipo de VPH. Frecuentemente acuden voluntariamente a este laboratorio, personas

para realizarse un examen de tipificacion de VPH, provenientes de consultas médicas
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publicas y privadas ya que cada vez aumentan mas las cifras de infectados por VPH,
por lo que es imperioso el estudio de las poblaciones infectadas, asi como los tipos
mé&s comunes, siendo esto un factor de anclaje para el secuenciamiento y clonamiento
para posterior expresion que permita el desarrollo de vacunas y desarrollo de métodos
mas sensibles y precisos que permitan identificar en el menor porcentaje de error el
tipo de VPH y caracterizaciéon de controles de calidad; asi como el mejoramiento e
innovacion de kits que permitan estar a la vanguardia de las técnicas moleculares
(Howard, 2010). La figura 1.1 muestra la estructura genémica del Virus del Papiloma,
que consta de 7200-8000 pb de ADN circular cerrado doble cadena que contiene 10
OREF’s. La estructura del genoma viral, revela similaridades entre los distintos tipos
viral: generalmente una cadena es transcripcionalmente activa, y la localizaciéon de los
ORF’s indica un grado de correspondencia. La region LCR abarca el 10 % del genoma
y contiene elementos cis activo que regulan la transcripcion de los genes E6 y E7 que
llevan a cabo funciones reguladoras de inmortalizacién del genoma viral en los tipos
de células malignas del genotipo de VPH en cancer cervical , la regién L codifica para
proteinas estructurales (L1 proteina mayor de la cépside y L2 proteina menor de la
cépside), la regién E mantiene funciones de regulacién que comprometen la persistencia

del genoma viral en el genomna de hospedador, replicacién y el ciclo litico (Zur Hausen,

1996).
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Tabla 1.1: Tipos de VPH asociados a una patologia caracterizada (Zur Hausen

TIPOS DE VPH

CARACTERISTICAS COMUNES

1
2.4,27,29
3,10,28
5,8

6,11

7

9,12,14,15,17,19,20,21,
22,23,24,25.46,47,50
13,32

16,18,31,33,34,35,39,40,
42,43.44,51,52,53,54,55,
56,58,59,61,62,64,67,68,69,74.
26

49
30
36
37
38
48
57

60

63

65

66

70

72,73
75,76,77

Verrugas de plantas.

Verrugas comunes.

Verrugas planas.

Lesiones EV Benignas/Malignas
Verrugas genitales, Papilomatosis
laringea

Verrugas sangrantes, Papilomas oral de
pacientes con VIH

EV Lesiones.

Oral focal, Oral Papilomas, Hiperplasia
Epitelial.

Neoplasias Intraepitelial Anogenital y
Cancer.

Verrugas comunes bajo
inmunosupresion.

Verrugas planas bajo inmunosupresion.
Carcinoma Laringeo.

Keratosis Actinica.

Keratoacantinoma.

Melanoma.

Células escamosas cutéaneas, carcinoma
Oral  Papilomas, Maxilar  sinus
papilomas.

Epidermoquiste.

Verrugas Myrmecia.

Verrugas pigmentadas.

Carcinoma Cervical.

Papiloma Vulvar.

Oral Papilomas en pacientes con VIH.
Verrugas comunes en organo receptor
de injerto.
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Figura 1.1: Esquema del genoma viral del VPH. Genes E (Early), Genes L (Late) y LCR
(Long Control Region) (Lie y Kristensen, 2008)
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Figura 1.2: Deteccién y Tipificacién de VPH mediante GP-E6/E7 NMPCR. Diagrama
de las posiciones de los amplicones del genoma de VPH-16. PCR-Nested tipo especifica de
oligonucleétidos organizados en 4 cocteles. (Sotlar y col., 2004)
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Capitulo 2

Marco tedrico

2.1. Virus de Papiloma Humano

El virus del Papiloma Humano estd conformado por un ADN viral de doble
cadena circular covalentemente cerrada que se encuentra a su vez en un grupo mayor
denominado comtinmente papilomavirus, y que se ubica taxonémicamente en la familia
Papillomaviride. Los papilomavirus son virus pequenos, no envueltos con genoma de
ADN de doble cadena y que tienen afinidad por el tejido epitelial. Muchos de ellos
estan asociados con infeccién en humanos; producen lesiones en piel (verrugas) y en
mucosas (condilomas), pero también estan asociados con algunos procesos malignos en
epitelio, como cancer cervicouterino y otros tumores del tracto anogenital. La familia
Papillomaviride contiene 16 géneros, los cuales son nombrados con una letra griega
como prefijo y con la terminacién papilomavirus; por ejemplo: Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, etcétera (Ver figura 2.1). Desde el punto de vista clinico, los
papilomavirus humanos que infectan la mucosa del tracto genital (los cuales estéan
ubicados en el género Alphapapilomavirus) han sido divididos en dos grupos: los de
bajo riesgo, que se asocian principalmente con verrugas genitales benignas, y los de
alto riesgo, que presentan un alto potencial oncogénico y son los agentes etiologicos
del céancer cervicouterino. En este trabajo revisamos algunos aspectos sobresalientes de
la estructura, el ciclo replicativo y la clasificacion de los virus de papiloma humano,
pero con un enfoque en las técnicas de deteccion como lo es la PCR-RFPL usando los

oligonucle6tidos MY09/11 y NMPCR propuesto por Sotlar (De Villiers, 2013; Ferenczy,
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Figura 2.1: Arbol filogenético basado en la regién L1 y las secuncias ORF's de 170 tipos
de VPH, uando secuenciamiento metagenémico (De Villiers, 2013)

1997; Sotlar y col., 2004).

Las particulas del VPH son icosaédricas no presentan envoltura y miden entre 52
y 55 nm de didmetro. La capside esta constituida por 72 capsémeros pentaméricos de
la proteina mas abundante (L1) en un arreglo con nimero de triangulacién (T) de 7.
Otra proteina de la capside denominada L2 se asocia internamente a un subgrupo de
capsémeros formados por L1 (Richards y col., 2006). Los viriones son resistentes al éter,
acidos y calor (50 °C por una hora). En los viriones no se han encontrado componentes
de naturaleza lipidica ni glicosidica. Dentro de la cdpside se ubica el genoma viral, que

estd constituido por ADN de doble cadena covalentemente cerrado. El genoma de los
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papilomavirus mide entre 6800 y 8400 pb y se encuentra asociado con proteinas del
hospedero, las histonas H2a, H2b, H3 y H4, en una estructura del tipo de la cromatina
del hospedero (Howley y Lowy, 2007).

El genoma ha sido dividido en tres regiones principales: una regién reguladora
no codificante de aproximadamente 1 kb, la cual se denomina region larga de control
(LCR); una regién que incluye genes de expresién temprana, que dan origen a proteinas
no estructurales y una region que contiene los genes de expresién tardia, que dan
origen a dos proteinas estructurales. En total se encuentran 9 o 10 ORF’s y en todos
los papilomavirus estan localizados en una sola de las hebras del ADN gendémico. La
region LCR contiene elementos de respuesta para factores de transcripcion celulares,
tales como AP1, SP1, Octl, etcétera, asi como para las proteinas virales E1 y E2,
que controlan la replicacién y la expresién del genoma viral (Conway y Meyers, 2009).
Particularmente, se ha determinado que el VPH 16 posee elementos conocidos como PE
(0 p97) y PL (0 p670), que son promotores que regulan la expresion de genes tempranos
y tardios, respectivamente, asi como la presencia de ARNm con modificaciones de corte
y empalme (splicing) durante la diferenciacion de las células epiteliales. Los marcos de
lectura se agrupan en dos conjuntos denominados genes de expresién temprana (E,
early) y genes de expresion tardia (L, late). En el primer grupo se encuentran E1, E2,

E4, E5, E6 y E7, mientras que en el segundo se encuentran L1 y L2 respectivamente.

2.1.1. Historia

Los primeros trabajos sobre verrugas humanas y virus datan desde principios del
siglo XX, cuando el italiano G. Ciuffo reporté que a partir de un filtrado libre de
células se podia reproducir la presentacion de verrugas (Ciuffo, 1907). Lewandowisky
y Lutz (1922) reportaron una rara verrucigosis en humanos con carcinoma de piel
desarrollado en sitios expuestos al sol, ellos lo llamaron Sindrome Epidermodisplasia
Verruciforme (Lewandowsky y Lutz, 1922). En la decada de 1930, Rous y col. realizaron
experimentos con conejos domésticos para estudios de interacciones carcinogénicas.
(Rous y Beard, 1935a,b; Rous y Kidd, 1938), en esa misma década, R. Shope y
E.W. Hurst demostraron que los papilomavirus pueden causar carcinoma de piel en

conejos (Shope y Hurst, 1933). En 1949 se visualizé por primera vez las particulas del
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Papilomavirus provenientes de verrugas, la presencia del virus pudo ser comprobada
visualmente mediante microscopia electrénica con los trabajos de M.J. Strauss. (Strauss
y col., 1949). Olson y col. en 1959 reportaron la induccién de tumores en tejidos
urinarios de ganado que presentaba papiloma bovino y fibropapilomas hallados en
Hamsters (Olson y col., 1959). En 1963, Crawford y Crawford dilucidaron la estructura
del genoma viral (Crawford y Crawford, 1963). En 1970 Zur Hausen da a conocer la
etiologia del cancer de cérvix y propuso que un virus podria ser el agente etiolégico
del cancer cervical en humanos (Zur Hausen, 1976; Zur Hausen y col., 1974). En
1972 Jablonska y col. realizaron la inducciéon autoinoculando papilomas en extracto de
tejidos intracutaneos y proponen que sirve como modelo de estudio del Papilomavirus
en oncogénesis (Jablonska y col., 1972). Meisels y Fortin en la misma década, dan a
conocer que los tipos virales 6 y 11 (bajo riesgo) y los tipos 16 y 18 (alto riesgo), donde
los coilocitos dan origen a las lesiones por papilomavirus (Meisels y Fortin, 1977). En
la década de 1980, Zur Hausen continuando con su trabajo, demostré con un analisis
de Souther blot la presencia de ADN de dos tipos de virus de papiloma en biopsias de
céncer cervical, nuevos por aquel entonces: los virus de tipo 16y los de tipo 18 (Brassard
y col., 2012; Thappa y col., 2016; Zur Hausen, 1996). La tabla 2.1 muestra un resumen
de la historia en la busqueda, deteccién de VPH y su asociaciéon con patologias.

Las oncoproteinas E6 intervienen en la apoptosis, regulacién de la transcripcién,
estabilidad cromosomica, diferenciacién y organizacion epitelial, adherencia célula-
célula, polaridad y control de la proliferacién de células infectadas (Melo y col., 2003).
Durante la progresion a cancer, se generan cambios importantes en la expresién de los
genes virales, estos cambios son diferentes y dependen del tipo viral (Bernard y col.,
1993). Normalmente, durante la infeccién con VPH el genoma viral se mantiene en bajo
nimero de copias como episoma y durante la diferenciacién del epitelio se incrementa la
expresion de las proteinas E1, E2, E4 y E5 asi como L1 y L2 produciendo el ensamblaje
y la liberacién de los viriones (Chan y col., 1992). En la progresién a céncer cervical,
la produccion de viriones se restringe a pequenas areas en la superficie del epitelio
y la integracion del genoma del virus en el genoma de la células va acompanado de
la pérdida de la regulacion de la expresion de E6 y E7, asi como la pérdida de los

genes E2, E1 y L1 (Aires y col., 2006). Debido a la interrupcién del ORF de El y
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E2 se genera sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7 que favorece la transformacion
maligna (Aguilar y Campos, 2007) E6/E7 estimula la proliferacién de oncoproteinas
estimulando la actividad de las ciclinas E y A, interfieriendo con la proteina del
retinoblastoma (pRB) y la proteina p53. Las interacciones tardias responsables de tales
mutaciones, cumplen un rol en la progresion de lesiones y de elementos carcinogénicos
de los tipos de VPH de alto riesgo (Zur Hausen, 1996).

Actualmente con la ayuda de la bioingenieria, cada vez mejorada estd disenada
en estudiar la capacidad para el transporte predecible y visualizacién de antigénica,
modulos de inmunoestimulantes para el diseno de vacunas, estudios incluyendo
biomoléculas y acidos nucleicos, traduccién de productos incluyen a corto o mediano
plazo, vanguardia de métodos para tipificar VPH cada vez mas preciso, a un costo
razonable que superen las limitaciones actuales relacionadas con los costos y la calidad

(Lua y col., 2014).

2.2. Deteccién: Técnicas y Fundamentos

Los condilomas y la evolucién o progresion de Cancer Cervical, son factores decisivos
para la escogencia de un método de deteccién adecuado para la detecciéon viral de VPH
en las muestras clinicas (Westra y col., 2013). Por tanto es menester tomar en cuenta
el origen de las muestras clinicas a analizar debido a que pueden ser de procedencia en
pacientes con historial clinico de NIC I, II, III, lesiones de bajo grado, de alto grado
que dependiendo del sistema de diagndstico, en una técnica senala el tipo de lesiones,
en otras detecta la carga viral. Hay pacientes que no muestran lesiones pero si tienen el
virus, por ello existen varias técnicas moleculares suficientemente sensibles y confiables
para la deteccién del VPH, tales como la Hibridacion in situ, que implica el empleo
de sondas para detectar secuencias especificas de ADN, ademas la visualizacién de los
ntcleos tenidos infectados por el VPH, bajo visién microscopica (Guzmén y col., 2010).
Desafortunadamente, este tltimo método es relativamente inexacto y ha sido superado
por métodos tales como el Southern Blot, la captura de hibridos, PCR y otras variantes
como RFLP, SSCP, RT-PCR, PCR anidada y la NMPCR (Cruz y col., 2015; Quintero
y col., 2008; Sotlar y col., 2004).
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Tabla 2.1: Historia de avances en el estudio del VPH con modificaciones (Syrjanen y

Syrjanen, 2008).

Ano Autor Descubrimiento

460-377 Hipocrates El nombre condilomas en verrugas genitales

B.C.

25 A.D. Celsus Tres tipos de verrugas de piel: acrochordon,
thymion, myrmecia

1842 Rigoni-Stern “Venereal” nature of cervical cancer: rare in
virgins and nuns

1891 Payne Naturaleza infecciosa de las verrugas

1901 Heidingsfield Condilomas Orales: Signo de sexo ilicito

1907 Ciuffo Demostracion de la naturaleza viral de las
verrugas de piel

1923 Ullman Demostracion de la naturaleza viral de los
papilomas laringueos

1933 Shope y Hurst Aislamiento y caracterizacion del
Papilomavirus en conejos (CRPV)

1935 Rous y Beard Desarrollo de carcinomas de piel en conejos
en acciones duales de sinergia entre (CRPV)
de carcinégenos quimicos

1938 Kidd y Rous Historia Natural de los carcinomas en conejos

1944 Friedewald y Rous

1949 Parson y Kidd

1949 Ayre y Ayre Células Halo en carcinogenesis cervical

1949 Strauss y col. Particulas de VPH en verrugas de piel sobre
EM

1950 Syverton y col. Secuencia de Papiloma a carcinoma en
conejos

1951 Olson y col. Sarcoides equinos causados por un agente de
papiloma bovino

1954 Barrett y Silbar Verrugas genitales mostraron ser un STD

1956 Koss y Durfee El concepto de coilocitosis en PAP y biopsias
cervicales

1957 Jablonska y col. Epidermodisplasia verruciformis como una
enfermedad viral

1961 Ito y Evans Induccion de papilomas en  conejos
domésticos por CRPV

1965 Crawford; Klug Caracterizacion molecular y estructural del

Finch ADN del Papilomavirus extraido de verrugas
de piel

1962 Melnick Grupo Papova Virus Humano

1967 Rowson y Mahy Demostracion en ME de particulas virales en
verrugas genitales

1968 Dunn y Ogilvie Estudios

preliminares en anticuerpos responsables de
verrugas cutaneas y genitales
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Historia de avances en el estudio del VPH con modificaciones (Syrjanen y Syrjdnen,

2008).
Ano Autor Descubrimiento
1972-75 Pyrhonen y col. Tipos de VPH difieren en verrugas de plantas
y genitales
1974 zur Hausen Hipétesis presentada como el VPH como
agente potencial causante del cancer cervical
1975-76 zur Hausen Diversidad de tipos de Papilomavirus
1976 Gissmann y  zur Descripciéon de atipia coilocitética como un
Hausen; Meisels y col. signo de VPH en lesiones planas del cuello
uterino y cervix
1977 Gissmann et al; Orth
y col.
1977 Purola y Savia Anticuerpos de virus detectados en perros,
cerdos y vacas
1978 Pyrhonen y col.
1978 Della Torre y col. Demostracion de particulas de VPH en
lesiones displasicas de cérvix en ME
1979 Hills y Laverty Tipos de VPH especificos derivados en
carcinoma de piel
1978 Orth y col.
1978-80 Quick y col. Trabajos clasicos sobre papilomas laringueos,
atipia y asociacion con VPH
1979 Syrjanen, K. Células coilociticas en
cancer cervical invasivo y Cambios sugestivos
en células escamosas en cancer bronqueal
1979 Law y col. Clonamiento e hibridizacion dl gen bajo
condiciones no restringentes en busqueda de
VPH
1979 zur Hausen y Coggin  Sistema de clasificacién de VPH
1980 Gissmann y  zur Caracterizacién del VPH-6 de un condiloma
Hausen acuminado con lesion
1981 de Villiers Clonamiento de VPH-6 en vectores
bacteriales
1982 Gissmann y col. Clonamiento y caracterizacion delVPH-11 de
un papiloma laringueo
1981 Syrjanen y col. Primera prospectiva seguida de un estudio de
infecciones cervicales iniciadas con VPH
1982 Syrjanen y col. Envolvimiento del VPH en células escamosas
y cancer de esofago
1982 Jenson y col. VPH en células escamosas y lesiones
(malignas y benignas)
1983 Syrjanen y col. VPH en papilomas nasales y senos/cavidades
paranasales
1983 Diirst y col. Caracterizaciéon del VPH-16 en biopsias de

cancer cervical
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Historia de avances en el estudio del VPH con modificaciones (Syrjanen y Syrjdnen,
2008).

Ano Autor Descubrimiento

1983 Syrjanen, S. y col.

1984 Boshart y col. Caracterizaciéon del VPH-18 en biopsias de
cancer cervical

1985 Kreider Condilomas inducidos por VPH-11 en
ratones

1985 Beckman et al y Hibridizacién in situ en biopsias

Gupta y col.

1986 Lorincz y col. Caracterizacién del VPH-31

1986 Beaudenon y col. Caracterizacién del VPH-33

1986 Yasumoto y col. Transformacion maligna de células NITH3T3
por VPH-16

1987 Pirisi et al y Diirst y Inmortalizacion de keratinocitos por VPH-16

col.

1988 Laimins y col. Medio organotipico raft como modelo in vitro
de busqueda en VPH

1989 Dyson y col. VPH relacién de E7 con proteina Rb

1990 Werness y col. VPH relacién de E6 con proteina pb3

1992 Kirnbauer y col. Produccién de particulas similares a virus
por autoemsamblaje de L1 y L2

2006 Merck; GSK FDA aprobé la vacuna de VPH tetravalente

2016 P. Van Damme y col. Uso de vacunas nonavalentes en individuos

previamente  vacunados con  vacunas
bibalentes y tetravalentes (Van Damme y
col., 2016)
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Sin embargo, la prueba de Papanicolau es el método convencional usado para
detectar lesiones, neoplasias y para el cribado precursor de estas lesiones y sigue siendo
usado para exploracién de anormalidades en el cuello uterino, asi como la colposcopia
(Papaniocolaou y Traut, 1941).

Estudios de Park y col. analizaron la eficacia y nitidez de la PCR
usando los oligonucledtidos degenerados MY09/11reportaron una tasa de deteccién
significativamente alta con los oligonucleétidos para E6 de 54 % en comparacién con un
26 % con los oligonucledtidos para L1, no obstante, a pesar de los resultados obtenidos,
apoyan el uso de los oligonucle6tidos consenso L1 por su capacidad para detectar

simultdneamente varios tipos de VPH (Park y col., 1993; Phillips y col., 2016).

2.2.1. Prueba Papanicolau

La prueba de Pap fue desarrollada por el Dr George Papanicolaou (Papaniocolaou
y Traut, 1941), un anatomista Americano de ascendencia griega quien estaba
comprometido con la investigacion del efecto de las hormonas ovaricas en el epitelio del
tracto genital femenino. En 1926 reporté que las células tumorales podian ser vistas en
las secreciones vaginales de las mujeres con cancer de cuello uterino. La prueba consiste
en una exploracion para la prevencion del céancer cervico-uterino, consistiendo en la
remocion de células epiteliales mediante una espatula para colocarlas en una lamina de
vidrio para luego ser tenidas y analizadas. Es ventajosa en sentido preventivo, a su vez
en la exploracién de pacientes que presentan anormalidades en la cervix. Este método
indica presencia/ausencia de verrugas, cuello o células anormales pero no determina
qué tipo de VPH presenta el paciente,asi como es inefectivo en el caso de pacientes con

infeccién pero que no presentan lesién alguna (Zamudio y col., 2001).

2.2.2. Colposcopia

Es un método exploratorio donde se analiza el cuello uterino mediante un
microscopio de baja potencia para visulizar mejor el area. El cuello uterino y la vagina
se frotan suavemente con una solucién de vinagre o yodo, esto remueve el moco que

recubre la superficie y resalta areas anormales; el médico coloca el colposcopio en

29



la abertura de la vagina. Si algunas areas lucen anormales, se extraerd una muestra
pequena de tejido usando pequenas herramientas para biopsia. Se pueden tomar muchas
muestras. Algunas veces, se retira una muestra de tejido del interior del cuello uterino,
lo cual se denomina legrado endocervical (LEC). Es un método idéneo para analizar
lesiones cervicales y cancer cervical, se practica cuando se presenta irritacién el el
cuello uterino (cervicitis), anormalidad en células o verrugas. Para la realizacién de
este examen el paciente debe considerar no practicar relaciones sexuales 24 horas antes
de realizarse el examen, no hacerse duchas vaginales y abstenerse a usar productos

como 6vulo vaginales, cremas (Zamudio y col., 2001).

2.2.3. Southern blot

Es un método de sonda directa que permite la deteccién de una secuencia de ADN
mediante un gel de agarosa donde se separan las moléculas por su peso y luego, se
transfiere a una membrana soporte de celulosa o de nylon en la cual se hibridiza con una
sonda, se inmobiliza los fragmentos de ADN mediante autorradiografia. Las moléculas
son transferidas del gel a una membrana porosa por accién capilar usando papel
absorvente o solucién reveladora del gelhacia la membrana. Una de las desventajas
es la laboriosidad y tiempo para obtener resultados (alrededor de 5 dias)(Southern,
2006). La técnica con Southern blot estd perfilada en la migracién de las moléculas
por su peso de los VPH tipos 6, 11, 16, 18,33 y 35; cuyas medidas estd dada por
marcadores de fragmentos. Las pruebas son seleccionadas cuando los fragmentos hacen
match con las secuencias a analizar. La biotinilizacion es visualizada con Estreptavidina
y fosfatasa alcalina, seguida de reacciones sucesivas usando 5-bromo-4-cloro-3-indolil

fosfato y azul nitro tetrazolium (ver tabla 2.2) (Lindh y col., 1992).
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Tabla 2.2: Fragmentos de VPH. Marcadores usados en Southern blot.

Tipos de VPH Peso de los fragmentos(Kb)

6 0,7
11 1,4
16 1,8
18 1

31 2,8
33 2

35 0,5

2.2.4. Hibridacién in situ (HIS)

La Hibridacion in situ es una técnica que detecta secuencias de acidos nucleicos en
células, cromosomas o tejidos preservados, puede realizarse en extensiones citologicas
o cortes tisulares. La técnica fue desarrollada en 1969 por Gall y Pardue (Gall y
Pardue, 1969) e independientemente por John y col. en el mismo ano (John y col.,
1969). Gall y col. describieron una técnica que formaba hibridos moleculares entre
ARN y ADN. La técnica se llevd a cabo en unidades ribosomales 26S de ovocitos
de Xenopus laevis, hibridando ARNr con ADNr extracromosomal. La hibridizacion
involucra el apareamiento de hebras complementarias de acidos nucleicos (ADN o
ARN). Esta reaccion es reversible y las hebras hibridas pueden ser separadas mediante
tratamientos con calor o sustancias alcalinas para romper los puentes de hidrégeno
que se forman entre las bases nitrogenadas complementarias. Esta es una de las
herramientas mas importantes en el andlisis molecular; si se adiciona un marcador
a una de las hebras de 4cido nucleico, puede ser utilizada como sonda para el anélisis
de HIS, que permite la visualizacion de las senales hibridizadas por medio de métodos
isotrépicos o colorimétricos (Canadas y col., 2006; Franco, 2013). Basdndose en la
complementaridad que puede se ADN, ARN o ADN-ARN, donde el apareamiento
de las bases mediante los puentes de hidrégeno da lugar a una doble cadena y una

de ellas es leida en el sentido 5’-3’. La técnica se basa en la escogencia segun el
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investigador y de su estudio en las sondas a utilizar si es ADN simple cadena o doble
cadena, o si es ARN. En el caso de usar como sonda ARN hay que recordar usar
la reversa complementaria ya que la secuencia complementaria en la direccion 5’-3’.
La hibridacién utiliza sondas largas > 100 nucleétidos y con alto contenido GC para
dar mayor estabilidad por los enlaces triples. Para el marcaje de la sonda se utiliza
isotopos radiactivos (isotdpica) como el Titrio, Hidronio, Fésforo 35 y 33, Azufre 35.
En las sondas no radiactivas (no isotépicas) se usan haptenos,digoxigexina, biotina,
fosfatasa acalina particularmente. Una de las ventajas es la alta eficiencia en el marcaje
pero la desventaja es alta radiactividad; en el método no isotépico puede haber buena
retencién del color, reproducibilidad y larga vida de la sonda,pero tiene dificultad en
la deteccion de sondas que poseen secuencias repetitivas lo que le confiere un error en
el marcaje y ruido defondo si el tejido fué tenido excesivamente u obtener resultados
falsos negativos debido a la toma de muestra en donde el virus estda de manera episomal

o integrado al genoma. (Collado y col., 2007).

2.2.5. Captura de hibridos

Es un método en el que se utilizan sondas ARN especificas que son dirigidas
hacia secuencias individuales del ADN viral, que comprenden los genotipos de VPH a
ser detectados. Se emplea un anticuerpo que es dirigido contra hibridos ADN-ARN
(captura), y para la posterior deteccién, marcado con una molécula informante y
visualizado por un sistema quimioluminiscente. Los genotipos de VPH pueden ser
agrupados como tipos de bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44), y de riesgo intermedio/alto
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). En esta técnica se utilizan sondas de
ARN capaces de detectar varios tipos de VPH. Cuando la muestra presenta infeccién
virica se produce un hibrido ARN-ADN que es capturado por un anticuerpo especifico
contra hibridos y detectado mediante una reaccion tipo ELISA por quimioluminiscencia
y que proporciona incluso informacion sobre la cantidad de ADN viral presente en
la muestra, que parece tener relacion con la presencia de lesiones de alto grado. La
Captura de Hibridos proporciona una cuantificacién de VPH, generalmente existe un
incremento progresivo de carga viral evaluada en unidades luminicas relativas (RLU),

paralelo a la gravedad de la lesiéon.Es sensible pero puede revelar resultados equivocados
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por reaccién cruzada de los VPH de alto riesgo con los de bajo riesgo. (Collado y col.,

2007).

2.2.6. PCR

La Reaccién de Cadena de la Polimerasa es un método novedoso desarrollado
por Kary Mullis en 1980. Estd basada en la habilidad de la ADN polimerasa para
sintetizar una nueva cadena de ADN complementario a partir de un ADN blanco.
El ADN polimerasa agrega un nucledtido sélo en un extremo preexistente del grupo
3’-OH, ahi necesita un par de oligonucledtidos para agregar el primer nucleétido. Este
requerimiento hace posible amplificar lasecuencia que se requiere, obteniendo al final de
la PCR millones de copias (amplicones) (Rodriguez y Barrios, 2011). Los componentes

de una PCR son:

ADN blanco:

Es la muestra de ADN que contiene la secuencia a amplificar . Al inicio de la
reaccion, se aplica una alta temperatura para separar las hebras del ADN (T= 97-

98°C).

ADN polimerasa

Es un tipo de enzima que sintetiza nuevas cadenas del ADN complementario a partir
de la ssecuencia blanco. La enzima comunmente usada es la Taq ADN Polimerasa (de
Thermus aquaticus); Pfu ADN Polimerasa (de Pyrococcus furiosus) es usada por su
alta fidelidad al replicar. Sus ventajas para el uso en la PCR es su: 1) su capacidad
de generar nuevas cadenas a partir de una muestra de ADN y oligonucledtidos, y 2)

resistencia a altas temperaturas (Rodriguez y Barrios, 2011).

Oligonucledétidos

Son cortas secuencias de ADN que sirven como iniciadores de la replicaciéon. Se

recomiendan que no sean > 20 nucleétidos (Rodriguez y Barrios, 2011).
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Nucleotidos (dNTP’s o Deoxinucleotido trifosfatos)

Son unidades de las bases nitrogenadas A, T, G, y C, son esencialmente ”bloques
constructores”de la nueva cadena de ADN (Rodriguez y Barrios, 2011).

La PCR es un método rapido, facil, efectivo y econémico en comparacién a otros
métodos que, cuidando que las muestras no se contaminen, una optima calidad del
ADN, o que haya algtin inhibidor de la reaccién; puede ser un método de diagnosis
poderoso. Gravitt y colaoradores relizaron una reaccion PCR con PGMY09/11 y
MY09/11 obteniendo resultados positivos para los tipos de VPH (Ver figura 2.2) En el
VPH existe los oligonucleétidos FAP, CUT, PGMY, MY09/11, GP5/6 para amplificar
la secuencias del gen L1 obteniendo un amplio espectro o rango de tipos de VPH

(Quintero y col., 2008).

2.2.7. Restriccibn de Longitud de Fragmentos de
Polimorfismo (RFLP)

Es un método para diferenciar secuencias de ADN homodlogas que pueden ser
detectadas por la presencia de fragmentos de diferente longitud después de la digestion
del ADN en cuestién con endonucleasas de restriccion especificas. La RFLP, como un
marcador molecular, es especifica para un simple clon/restriccién de una combinacién
enzima.

Muchos marcadores de RFLP son codominantes (ambos alelos heterocigotos en una
muestra sera detectada) y altamente especifica para un locus.

Una prueba con RFLP coontiene la secuencia de ADN que hibridiza con uno
o mas fragmentos de la muestra de ADN digerida despies es separada en un gel
de electroforesis, revelando un tunico patrén especifico caracteristico de un locus o
genotipo. Las pruebas con RFLP son frecuentemente usadas en mapeo de genoma y
analisis de variacién (genotipificacién, pruebas forenses, test de paternidad, diagnéstico

de enfermedades hereditarias, etc) (Cruz y col., 2015; Quintero y col., 2008).
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2.2.8. PCR Anidada

En esta variante de PCR, el producto de una amplificacion es utilizado como molde
para realizar una segunda amplificacién con iniciadores que se ubican dentro de la
primera secuencia amplificada. Este tipo de PCR es altamente especifica. En tipificacion
para VPH se amplifica primero con los oligonucleétidos MY09/11, lo obtenido en ese
primer amplificado se usa como ADN blanco para reamplificar con los oligonucledtidos
GP5/6. Las variantes PCR asimétrica, PCR anclada y PCR anidada sirven para
aumentar la sensibilidad y especificidad de la reaccion y se utilizan cuando partimos
de cantidades muy bajas de ADN problema. Se han disenado protocolos de consenso
especificos para la deteccién de un amplio espectro de Virus de papiloma humano
(VPH) cutdneos no genitales o asociados a epidermodisplasia verruciforme (Cruz y

col., 2015; Quintero y col., 2008).

2.2.9. NMPCR (Nested Multiplex PCR)

Es una PCR en la cual se amplifica més de una secuencia en una misma reaccion.
Emplea dos o més pares (hasta ocho) de oligonucledtidos en un tinico tubo de reaccién
con el fin de amplificar simultdneamente multiples segmentos de ADN. Consiste
en combinar en una unica reaccién todos los pares de oligonucledtidos (coctel de
oligonucle6tidos) de los sistemas que queremos amplificar simultdneamente, junto con
el resto de los reactivos de la reaccién en cantidades suficientes (Ver figura 1.2). La
ventaja de esta PCR es que se obtiene la informacién de varios loci (p.e. L1, E5, E6,
ET7) en una sola reaccién, utilizando menor cantidad de molde para el andlisis y menor
cantidad de reactivos, pudiéndose obtener simultaneamente varios tipos de VPH en una
muestra debido a que hay pacientesque tienen hasta 8 tipos virales de VPH (Sotlar y

col., 2004).
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2.2.10. Comparacién entre RFLP-MY09/11 y la NMPCR.

Tabla 2.3: Ventajas y desventajas entre RFLP-MY09/11 y la NMPCR. (Fuente: Este

trabajo).

Técnica

Ventajas

Desventajas

RFLP-MY09/11

Diferencia entre los tipos
virales 6 y 11
Puede detectar y tipificar
VPH exéticos

Detecta 100 tipos de VPH

Es una sola reaccién,un par

de oligonucledtidos

No detecta si el genoma
viral estd integrado
Amplifica sélo la region L1
y es preferente en amplificar
el tipo viral mas prevalente
frente a otro en poca
proporcion en la muestra
Puede dar falsos negativos
en muestras con lesiones
como NIC

Requiere uso de ER para
tipificar

NMPCR

Detecta 17 tipos de VPH
simultdneamente en una
muestra

Requiere de una reaccién
general y otras especificas
Es buen
método para detectar tipos
virales que esten integrados
y Amplifica la region E

No requiere ER para
tipificar

No diferencia entre los tipos

6y 11

Son miultiples reacciones
No es recomendable si se
estd buscando nuevos VPH

exoticos.

Uso de coctel de

oligonucleétidos
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Figura 2.2: Resultados positivos para los tipos especificos de VPH con PGMY09/11 y
MY09/11 (Gravitt y col., 2000)
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2.3. Hipdtesis

La NMPCR deberfa ser méas sensible que la RFLP-MY09/11 para muestras con

infeccion multiple.

2.4. Objetivo General

Comparar dos sistemas de PCR MY09/11 con la NMPCR, propuesto por Sotlar en

el 2004 para deteccién y tipificacién de multiples tipos de VPH en las muestras clinicas.

2.5. Objetivos Especificos

= Detectar y tipificar de los tipos virales utilizando los oligonucleétidos MY09/11
mediante PCR-RFLP.

= Comparar distintos patrones de bandas en los tipos virales con los reportados.
= Detectar y tipificar los tipos virales mediante una NMPCR.

» Mediante una PCR Nested Multiplex en conjunto con RFLP (Restriccion

Fragments Long Polymorphism), observar los patrones de los tipos virales.

= Analizar estadisticamente la sensibilidad del NMPCR comparando con la RFLP-
MY09/11 mediante la prueba Chi cuadrado ( X?.) usando la herramienta SPSS.

= Observar los tipos virales mas prevalentes en las muestras clinicas.

2.6. Justificacién del Proyecto y aplicabilidad de los
resultados

En este trabajo se desea comparar los métodos PCR-RFLP y PCR Nested
Multiplex, debido a que esto permitird decidir si la implementacién del mismo sistema
Multiplex es més ventajoso que en el sistema RFLP con MY09/11; considerando que el

sistema PCR Nested Multiplex tiene la ventaja de deteccion de infecciones multiples de
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VPH en una muestra clinica, que en el sistema PCR-RFLP por MY09/11 no detecta
infecciones multiples. Se podria pensar mencionando lo anterior que, que el sistema
PCR Nested Muliplex es mejor ya que permite al médico decidir un mejor diagndstico
y tratamiento para el paciente. Debido a la naturaleza patolégica del VPH, la evolucion
de la infeccién abarca de 10 a 20 anos por lo que es esencial el seguimiento de los
pacientes no solo para un mejor diagndstico en su historia clinica; sino detectar lesiones

malignas que puedan ser precursoras de un cdncer in situ a tiempo.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Seleccién de muestras Bioldgicas

Las muestras fueron seleccionadas de la coleccion que posee LABIOMEX,
provenientes de pacientes que acuden a consultas publicas y privadas, quienes de
manera voluntaria acuden para el andlisis de deteccién y tipificacion de VPH.
LABIOMEX utiliza el protocolo de NMPCR, descrito por Sotlar (Sotlar y col., 2004),
para detectar y tipificar varios tipos de VPH que previamente fueron aplicados a
las 139 muestras clinicas seleccionadas. Cada muestra tiene sus minihistoria donde
describe la clinica del paciente esto incluye el uso de anticonceptivos, colposcopia,
biopsia y citologia para posteriormente ser analizado como variables. Si el paciente
presentaba alguna de las tres condiciones, se tomaba como clinica positiva para el
analisis estadistico posterior. Para seleccionar las muestras se usaron los siguientes

criterios:

= Se tomaron muestras clinicas del ultimo ano de haber sido procesadas, la més

antigiia data del 23/03/2015 (Ver tabla 4.1).

= Deben tener més de dos tipos de VPH para el sistema NMPCR, ya que este
sistema puede detectar multiples tipos de VPH en una muestra mientras que, la
PCR por RFLP-MY09/11 detecta a los sumo 2 tipos de VPH; para asi llevar a

cabo la comparacién entre estos métodos de deteccién y tipificacién.
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3.2. Calidad de ADN

Al momento del procesamiento de las muestras clinicas, se realiza una PCR Beta-
Globina para conocer la calidad de ADN de las mismas para posteriormente detectar
y tipificar por NMPCR. La seccién anterior senala que las muestras seleccionadas ya
fueron procesadas por LABIOMEX, tomando en cuenta la fecha en el que se realizo la
PCR Beta-Globina, se describié como fecha de PCR Beta-Glob previo y al momento de
realizar la PCR usando MY09/11 para una posterior RFLP con HpyCH4V, se realiz6
de nuevo la PCR Beta-Globina y se tomé este dato como fecha actual para establecer
si hubo degradacion del ADN.

La reaccién de Beta-Globina (Saiki y col., 1986), se utilizan los oligonucledtidos
HMBBO01 (5-GCG ACC CAA TGC AAA TTG GT-3"),PC04 (5-GAA GAG CCA
AGG ACA GGT AC-3’) y GH20 (5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’) para
una amplificacién simultanea del producto de 248 pb del gen de Beta-Globina (Sotlar

y col., 2004). La reaccién consta de:

= Buffer de reaccion 1X 63 uL.

s MgCly 5 mM 19 ul.

= 25 pmol de oligonucleétidos 10-12 pL.

= 10 mmol de dANTP’s 10 uL.

» 5U Taq ADN polimerasa (producida por LABIOMEX) 9 ulL.

s 1- 1,5 pl. ADN muestra.

450 pl. de HyO estéril c.s.p

Los ciclos de la PCR consta de 40 ciclos de 1 minuto para el paso de
desnaturalizacién del ADN a 94 °C, 1 minuto para alineamiento a 55 °C, y 1 minuto
para elongacién a 72 °C. El ultimo ciclo fué seguido por el paso final de extension de

7 minutos a 72 °C.
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3.3. Sistema PCR-MY09/11

Las muestras obtenidas para anadlisis se obtuvieron a partir de hisopados, raspados
del canal endocervical y de la exocerviz, de la regién vulvar por cepillados, dependiendo
del lugar donde el médico especialista pudiera apreciar una lesién clinica o subclinica,
se procesaron para extraer el ADN mediante Chelex al 5% (Maniatis y col., 1982;
Quintero y col., 2008).

La reaccion consiste en una amplificaciéon de una regiéon de aproximadamente 450
pb v posterior digestion por enzimas de restriccion en las que se generaran patrones de

migracion. Consta de los siguientes reactivos:

Buffer de reaccion 1X 63 uL.

5m M de MgCly 19 plL.

50 pmol de oligonucledtidos MY09/11 12 ulL.

160-200 M de dNTP’s 10 pL.

5U Taq platinum ADN polimerasa Invitrogen.

1,5-4 pL. ADN muestra

450 pl. de H20 estéril c.s.p

La programaciéon de PCR consta de 35 ciclos que contienen 3 ciclos, que difieren en

temperatura para amplificar sobre la cadena molde de ADN:
= Ciclo I: Desnaturalizacion del ADN molde a 94 °C por 3 minutos.

= Ciclo II: Alineamiento de los oligonucledtidos con sus secuencias consenso a

55°C por 1 minuto.
= Ciclo III: Replicacién del ADN blanco a 72 °C por 1 minuto.

Una vez culminado cada ciclo, se reiniciara nuevamente (35 ciclos) hasta lograr el

nimero de amplificado para el andlisis (Bernard y col., 1994).
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3.4. Digestion con la enzima de restricciéon

HpyCHAV

Del amplificado se tomaron 8 L. de ADN y se anadieron 1 pL de Buffer 4 para
un 100 % de actividad y 1 pL de la enzima de restriccién HpyC H4V , con el programa
del termociclador 120 minutos a 37 °C y 20 minutos a 64 °C para la inactivacion de la
enzima. Se observaron los patrones en geles de agarosa al 2 %. El Buffer para la enzima
HpyCHA4V consta de: 50 mM Acetato de Potasio 20 mM Tris-acetato 10 mM Acetato
de Magnesio 100 pg/ml BSA (Albtimina de Suero Bovino) a pH 7.9

La enzima realiza un corte romo en la posicién 5’.. TG’CA...3" y 3"...AC’GT...5’
(BioLabs, 2016)

Para efectos de verificar el niimero de cortes hechos por la enzima de restriccion, se
hizo una digestion virtual como muestra la tabla 3.1, para posteriormente al realizar
la electroforesis en geles de agarosa al 2%, se tipificara con los patrones de digestion

propuestos por Cruz (Ver figura 3.1) (Cruz y col., 2015).
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Figura 3.1: Patrones de digestién con la enzima de restriccion HpyC H4V de New
England BioLab de 17 tipos de VPH (Cruz y col., 2015).
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Tabla 3.1: Cortes con la enzima de restriccion HpyC H4V de L1 para los distintos tipos
virales obtenidos de la base de datos del NCBI para una digestion virtual usando NEBCutter

(Cruz y col., 2015).

N° ACCESO TIPO DE VPH N° FRAGMENTOS LONGITUD (pb)

S73503.1 6 3 229,134,92
M14119 11 3 245,115,99
S71514.1 16 2 225,195
X05015 18 3 175, 145, 99
J04353 31 3 220, 94, 90
M12732 33 3 254,98,84
M62849 39 2 196,137,127
DQ080002.1 45 3 190,140,97
X74481 52 3 190,140,97
X 74482 53 4 176,129,75,50
U37488 54 2 333,97
X 74483 56 3 245,127,59
AY101598 58 3 216,108,97
X77858 59 2 252,172
U31794 66 5 93,84,72,59,58
U21941 70 5 162,117,75,45,36
GQ288793 81 3 263,92,56

3.5. NMPCR (Sotlar)

Para un volumen final de 50 pL la mix de reacciéon contiene 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI1 pH 8.3, 200 uM concentracién de cada dNTP’s, 1.5 mM MgCls, 1 U de ADN
polimerasa termoestable (Invitrogen), y 15 pmol de cada oligonucledtido. La Nested
Multiplex (NMPCR) fué disenada bajo las siguientes condiciones: 35 ciclos de 94°C
por 30 s, 56°C por 30 s, y 72°C por 45 s. El primer ciclo fué precedido por el paso de
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desnaturalizacién a 4 minutos y el ultimo ciclo fué seguido por 4 minutos en el paso de
elongacion (Sotlar y col., 2004).

En esta técnica se usa una dilucién de oligonucleétidos 1/40 (25 pmol), para una
reaccion previa con PCR para Beta Globina, corroborando siempre la calidad de ADN

en las muestras a tratar; seguido de una reaccién general:

5 pL de Mix y 1,5 uL. de ADN,

Para las especificas (cocteles I, II, 11, TV) se diluyen a partir de la general con
12,5 ul. de agua megapura, usando 5 ul. para cada eppendorf y 1,02 uL. de ADN
diluido (Fuente: LABIOMEX).

Oligonucledtidos GP-E6-3F 5-GGG WGK KAC TGA AAT CGG T-3’

Oligonucledtidos GP-E6-5B 5-CTG AGC TGT CAR NTA ATT GCT CA-3’

Oligonucledtidos GP-E6-6B 5-TCC TCT GAG TYG YCT AAT TGC TC-3’

En la tabla 3.2 se muestra el coctel de los oligonucledtidos utiliados en la NMPCR

en las reacciones especificas para deteccion y tipificacién de VPH (Sotlar y col., 2004).
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Tabla 3.2: Cocteles de oligonucledtidos usados en el sistema Nested Multiplex PCR

(Sotlar y col., 2004)

Coctel de oligonucledtidos

Genotipo VPH  Amplicon (bp)

Secuencia (5-3’)

Posicién (bp)

I

16

18

31

45

457

322

263

215

151

CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC

CAT ATA TTC ATG CAA TGT AGG TGT A

CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA
GTT GTG AAA TCG TCG TTT TTC A
GAA ATT GCA TGA ACT AAG CTC G
CAC ATA TAC CTT TGT TTG TCA A

CAA AGG GGA ACT GCA AGA AAG

TAT AAC AGC GTA TCA GCA GC

GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG

ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT

141-161
597-573
170-190
491-470
137-158
399-378
159-179
373-354
82-101
232-213

11

33

6/11

58

56

398

334

274

229

181

ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA
GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA
TGC AAG AAT GCA CTG ACC AC
TGC ATG TTG TCC AGC AGT GT
GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC
GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT
TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG

CTA ATA GTT ATT TCA CTT AAT GGT

GTG TGC AGA GTA TGT TTA TTG
TTT CTG TCA CAA TGC AAT TGC

172-192
569-549
201-220
534-515
297-317
570-550
178-197
406-383
294-314
475-455

II1

35

42
43

44

358

277
219

163

CAA CGA GGT AGA AGA AAG CAT C
CCG ACC TGT CCA CCG TCC ACC G
CCC AAA GTA GTG GTC CCA GTT A
GCA TAA TGT CTG CAC GTA GCT G
CAT GAA ACT GTA GAC AGG CCA AG

TAA ACA GTT ATA TGT AGT GTA CCG

TAT CAG CAC GTC CAG AAT TGA C

157-178
514-493
85-106

102-123
320-298
248-271
410-389

v

68

39

51

66

333

280

223

172

GCA GAA GGC AAC TAC AAC GG
GTT TAC TGG TCC AGC AGT GG
GAC GAC CAC TAC AGC AAA CC
TTA TGA AAT CTT CGT TTG CT
GAG TAT AGA CGT TAT AGC AGG
TTT CGT TAC GTT GTC GTG TAC G
TTC AGT GTA TGG GGC AAC AT
AAA CAT GAC CCG GTC CAT GC

4049-4068
4381-4362
213-232
492-473
319-339
541-520
353-372
520-501
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3.6. Meétodos Estadisticos

Para este estudio se analizaron 139 muestras clinicas a las que se les aplicé los
estadisticos x?2, k, correlacién de p y R de Pearson mediante el programa SPSS v.21.
Las variables a comparar fueron PCR-RFLP vs NMPCR para conocer la diferencia
significativa entre estos dos métodos, infeccién multiple y simple vs clinica del paciente,
frecuencias segin sexo, clases de edad de los pacientes de acuerdo al tipo de infeccion

que presentara.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Calidad del ADN

Para comprobar la calidad del ADN se aplico el sistema PCR para Beta Globina
(Saiki y col., 1986), como se describe en la metodologia para determinar si los ADN
de las muestras seleccionadas ain preservaban su calidad, y si no habian sufrido
degradacion del material genético purificado debido al tiempo variable desde que
fueron extraidos como se muestra en la tabla 4.1, las muestras corresponden a fechas
recientes para mayor certeza que el ADN esta conservado al momento de amplificar.
De acuerdo a estos datos, se exploré el porcentaje de positividad para conocer la
correspondencia entre la positividad previa y actual de Beta Globina de las 139

muestras correspondientes (Ver figura 4.1).
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Figura 4.1: Electroforesis para una PCR [-Globina para 42 muestras (Pozo 1 escalera

LWM, Pozos 2 al 13 muestras clinicas) para determinar calidad de ADN.
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Tabla 4.1: Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados
de Beta-Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX.

N° MUESTRA  B-GLOB B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA

PREVIO  ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)

12067-4 POS NEG POS 18/04/2016

12129 NEG NEG INFECCION  18/04/2016
MULTIPLE

12134 POS POS INFECCION  18/04/2016
MULTIPLE

12119 POS POS INFECCION  18/04/2016
MULTIPLE

080416-6 POS POS POS 8/4/2016

050416-5 POS POS POS 5/4/2016

050416-4 POS POS POS 5/4/2016

050416-3 POS POS POS 5/4/2016

050416-1 POS POS POS 5/4/2016

12114 POS POS INFECCION  12/04/2016
MULTIPLE

12106 POS POS INFECCION  12/04/2016
MULTIPLE

12095 POS NEG POS 12/04/2016

280316-10 POS NEG POS 28/03/2016

280316-5 POS POS POS 28/03/2016

12105 POS NEG INFECCION  12/04/2016
MULTIPLE

12091 POS NEG INFECCION  11/04/2016
MULTIPLE

12088 POS POS INFECCION  11/04/2016
MULTIPLE
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB  B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA
PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)
12085-4 POS POS INFECCION  04/04/2016
MULTIPLE
12065 NEG NEG POS 04/04/2016
12061 POS NEG POS 23/03/2015
12036-3 NEG NEG POS 23/03/2015
12044 POS NEG POS 23/03/2015
12053 POS POS POS 23/03/2015
12028 NEG NEG POS 23/03/2015
06-1839 NEG NEG POS 23/03/2015
06-1840 POS POS POS 23/03/2015
12021 POS NEG POS 23/03/2015
12017 POS POS INFECCION  23/03/2015
MULTIPLE
12016 POS POS INFECCION  23/03/2015
MULTIPLE
12012 POS NEG INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
12009 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
12008 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
12003 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
090316-7 NEG NEG POS 09/03/2016
090316-5 POS NEG POS 09/03/2016
090316-4 POS NEG POS 09/03/2016
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-

Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB  B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA
PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)
070316-7 NEG NEG INFECCION  07/03/2016
MULTIPLE
070316-6 NEG NEG POS 07/03/2016
070316-2 POS NEG POS 07/03/2016
11989 POS NEG POS 16/03/2016
11985 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
11970-9 POS POS POS 16/03/2016
11970-6 POS NEG INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
0-61838 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
11964 POS POS INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
11969 NEG NEG INFECCION  16/03/2016
MULTIPLE
11774 POS POS POS 22/02/2016
11972 NEG NEG INFECCION  22/02/2016
MULTIPLE
11890 NEG NEG INFECCION  15/02/2016
MULTIPLE
290116-4 NEG NEG INFECCION  29/01/2016
MULTIPLE
290116-3 NEG NEG INFECCION  29/01/2016
MULTIPLE
260116-2 NEG NEG POS 29/01/2016
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA

PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)

11884 NEG NEG INFECCION  10/02/2016
MULTIPLE

11882-2 NEG NEG POS 10/02/2016

11881-1 POS POS POS 10/02/2016

11877-2 POS POS INFECCION  10/02/2016
MULTIPLE

11871-1 POS POS INFECCION  05/02/2016
MULTIPLE

11863 POS POS POS 05/02/2016

11861 POS POS INFECCION  05/02/2016
MULTIPLE

11860 POS NEG INFECCION  24/02/2016
MULTIPLE

11959 POS NEG INFECCION  28/02/2016
MULTIPLE

11946 POS NEG POS 29/06/2016

11085 NEG NEG POS 09/05/2016

11766 POS POS POS 09/05/2016

10600 NEG NEG POS 09/05/2016

10832 NEG NEG POS 06/05/2016

10829-2 POS POS POS 24/04/2016

290416-2 NEG NEG POS 24/04/2016

12213 POS POS INFECCION  24/04/2016
MULTIPLE
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB  B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA
PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)
12215 NEG NEG INFECCION  24/04/2016
MULTIPLE
12233 POS POS INFECCION  04/04/2016
MULTIPLE
060516-3 POS POS POS 12/04/2016
12151 POS POS POS 24/04/2016
12153 POS POS INFECCION  24/04/2016
MULTIPLE
12154 POS POS POS 24/04/2016
12155 POS POS POS 20/04/2016
12067-3 NEG NEG POS 21/04/2016
12094 NEG NEG POS 24/04/2016
12144 POS POS INFECCION  24/04/2016
MULTIPLE
12142 POS POS INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
12150-2 POS POS INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
200416-1 POS POS POS 02/05/2016
210416-2 POS NEG INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
210416-3 POS POS POS 02/05/2016
12164 NEG NEG POS 21/04/2016
12166 POS POS POS 21/04/2016
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB  B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA
PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)
12167-2 POS NEG INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
12174 NEG NEG INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
12176-1 POS POS INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
12178 POS POS INFECCION  02/05/2016
MULTIPLE
12184 NEG NEG POS 02/05/2016
210416-7 POS POS INFECCION  21/04/2016
MULTIPLE
210416-6 POS POS POS 21/04/2016
12124 NEG NEG POS 18/04/2016
12186-1 NEG NEG POS 02/05/2016
12227 POS POS POS 09/05/2016
12229-2 NEG NEG INFECCION  09/05/2016
MULTIPLE
12217-5 NEG NEG INFECCION  09/05/2016
MULTIPLE
11972 NEG NEG INFECCION  24/02/2016
MULTIPLE
11971 POS POS POS 24/02/2016
290416-2 NEG NEG POS 29/04/2016
12296-2 POS POS INFECCION  28/05/2016
MULTIPLE
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA

PREVIO  ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10/2016) (DD/MM/AAAA)

12293 POS POS INFECCION  30/05/2016
MULTIPLE

12292 POS POS POS 30/05/2016

12313 POS POS INFECCION  01/06/2016
MULTIPLE

12283 POS POS INFECCION  30/05/2016
MULTIPLE

12288 POS POS POS 30/05/2016

12322 POS POS INFECCION  09/05/2016
MULTIPLE

12246 POS POS INFECCION  09/05/2016
MULTIPLE

12317-2 POS POS POS 07/06,/2016

12338 POS POS POS 07/06/2016

12451-1 POS POS POS 07/07/2016

12451-4 POS POS POS 07/07/2016

12434 POS POS POS 07/07/2016

12439 POS POS POS 07/07/2016

12358-2 POS POS INFECCION  10/06/2016
MULTIPLE

12358-1 POS POS POS 10/06/2016

12360 POS POS INFECCION  10/06/2016
MULTIPLE

12354 POS POS POS 10/06/2016
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Base de datos de las muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de Beta-
Globina previos y actuales para calidad de ADN y resultados de la NMPCR (Sotlar).
Fuente: LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA  B-GLOB B-GLOB RESULTADO FECHA DE LA

PREVIO ACTUAL  NMPCR PCR B-GLOB
(05/10,/2016) (DD/MM/AAAA)
12398 POS POS NEG 21/06/16
12629 POS POS NEG 28,/08/16
12565 POS POS NEG 14/08/16
12581-4 POS POS NEG 14/08/16
12564 POS POS NEG 19/08/16
12558 POS POS NEG 20/08/16
12585 POS POS NEG 14/08/16
12582 POS POS NEG 15/08/16
12594 POS POS NEG 16/08/16
12581-2 POS POS NEG 17/08/16
12548 POS POS NEG 18/08/16
12654 POS POS NEG 10/09/16
12547-1 POS POS NEG 14/08/16
12547-2 POS POS NEG 15/08/16
12551B POS POS NEG 16,/08/16
12552 POS POS NEG 17/08/16
12576 POS POS NEG 18/08/16
12570-1 POS POS NEG 19/08/16
12590 POS POS NEG 20/08/16
12566 POS POS NEG 21/08/16
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Figura 4.2: Amplificados con MY09/11. Primer pozo escalera A y 12 muestras clinicas.

Pozos 2 y 12 fueron negativas para MY, mientras pozos 3 a 11 y pozo 13 fueron positivas
para PCR-MY.

4.2. Sistema PCR-MY09/11

En las figuras 4.2 y 4.3 se muestran los geles de agarosa 1.8% para la
reaccion MY09/11, resultados obtenidos de la PCR-MY09/11 como se describié en

la metodologia.

4.3. RFLP

En las figuras 4.4 y 4.5 muestran las digestiones de los amplificados MY09/11
mediante la enzima de restriccion HpyCH4V en electroforesis en geles de agarosa al

2 %. Asi mismo, en la tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos en este estudio.
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Figura 4.3: Amplificados con los oligonucledtidos degenerados MY09/11. Primer pozo
escalera LMW y 5 muestras clinicas positivas para PCR-MY.

60



Figura 4.4: Electroforesis en gel de Agarosa al 2% para digestién con HpyCH4V de 15
muestras clinicas. Pozo 1y 17 escalera de bajo peso molecular. Los tipos de VPH detectados
en este caso fueron los tipos 33, 45, 66 y 11.

Figura 4.5: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para digestién con HpyCH4V de 3
muestras clinicas.
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Tabla 4.2: Muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de PCR-MY09/11.

N° MUESTRA MY09/11 TIPO DE VPH

12067-4 NEG NEG
12129 NEG NEG
12144 NEG NEG
12119 NEG NEG

080416-6 POS 58
050416-5 NEG NEG
050416-4 NEG NEG
050416-3 POS 16
050416-1 POS 16
12114 NEG NEG
12106 NEG NEG
12095 NEG NEG
280316-10 NEG NEG
280316-5 NEG NEG
12105 NEG NEG
12091 NEG NEG
12088 NEG NEG

12085-4 nd nd
12065 NEG NEG
12061 NEG NEG

12036-3 NEG NEG
12044 NEG NEG
12053 POS o6
12028 nd nd

06-1839 NEG NEG

06-1840 nd nd
12021 nd nd
12017 nd nd
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Muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de PCR-MY09/11. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA MY09/11 TIPO DE VPH

12016 nd nd
12012 nd nd
12009 NEG NEG
12008 nd nd
12003 NEG NEG
090316-7 NEG NEG
090316-5 nd nd
090316-4 NEG NEG
070316-7 NEG NEG
070316-6 NEG NEG
070316-2 NEG NEG
11989 NEG NEG
11985 NEG NEG
11970-9 POS 31
11970-6 nd nd
0-61838 nd nd
11964 POS 35
11969 POS 33
11774 POS 11
11972 NEG NEG
11890 NEG NEG
290116-4 NEG NEG
290116-2 NEG NEG
260116-1 NEG NEG
11884 POS 52
11882-2 nd nd
11881-1 nd nd
11877-2 POS 33
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Muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de PCR-MY09/11. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA MY09/11 TIPO DE VPH

11871-1 nd nd
11863 NEG NEG
11861 NEG NEG
11860 NEG NEG
11959 NEG NEG
11946 NEG NEG
11085 NEG NEG
11766 NEG NEG
10600 NEG NEG
10832 NEG NEG

10829-2 NEG NEG

290416-2 NEG NEG
12213 NEG NEG
12215 NEG NEG
12233 nd nd

060516-3 nd nd
12151 NEG NEG
12153 NEG NEG
12154 NEG NEG
12155 NEG NEG

12067-3 NEG NEG
12094 NEG NEG
12144 NEG NEG
12142 NEG NEG

12150-2 NEG NEG

200416-1 NEG NEG

210416-2 NEG NEG

210416-3 NEG NEG
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Muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de PCR-MY09/11. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA MY09/11 TIPO DE VPH

12227 NEG NEG
12229-2 NEG NEG
12217-5 NEG NEG

11972 NEG NEG

11971 nd nd

290416-2 NEG NEG
12296-2 POS 33

12293 POS 66

12164 NEG NEG

12166 NEG NEG
12167-2 NEG NEG

12174 NEG NEG
12176-1 NEG NEG

12178 nd nd

12184 nd nd

210416-7 NEG NEG
210416-6 NEG NEG

12124 NEG NEG
12186-1 NEG NEG

12292 NEG NEG

12313 NEG NEG

12283 NEG NEG

12288 NEG NEG

12322 66 66

12246 45 45
12317-2 6 6

12338 11 11
12451-1 45 45
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Muestras seleccionadas en este estudio con los resultados de PCR-MY09/11. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA MY09/11 TIPO DE VPH

12451-4 6 6
12434 11 11
12439 52 52

12358-2 6 6

12358-1 NEG NEG
12360 NEG NEG
12354 nd nd
12398 NEG NEG
12629 NEG NEG
12565 NEG NEG

12581-4 NEG NEG
12564 NEG NEG
12558 NEG NEG
12585 NEG NEG
12582 NEG NEG
12594 NEG NEG

12581-2 NEG NEG
12548 NEG NEG
12654 NEG NEG

12547-1 NEG NEG

12547-2 NEG NEG

125518 NEG NEG
12552 NEG NEG
12576 NEG NEG

12570-1 NEG NEG
12590 NEG NEG
12556 NEG NEG

66



4.4. Sistema NMPCR (Sotlar)

En la tabla 4.3 muestra los resultados de la tipificacion de VPH mediante el sistema
NMPCR (Sotlar) en cuatro cocteles de oligonucleétidos, donde el coctel I detecta los
tipos virales 16/18/31/59/45; coctel II detecta los tipos virales 33/6,11/58/52/56; el
coctel III detecta los tipos virales 35/42/43/44; el coctel IV detecta los tipos virales
68/39/51/66. Se sigui6 la metodologia descrita para la amplificacién de NMPCR para
una reaccion general y a partir de esta, reacciones especificas.

En las figuras 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9 muestran electroforesis en gel de acrilamida para
los cocteles I, 1I, IIT y IV ; cada coctel detectan un grupo de VPH de acuerdo a su

tamano como propone Sotlar (Sotlar y col., 2004).
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Figura 4.6: Electroforesis en gel de acrilamida para coctel | por NMPCR (Sotlar).
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Figura 4.7: Electroforesis en gel de acrilamida para coctel Il por NMPCR (Sotlar).
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Figura 4.8: Electroforesis en gel de acrilamida para coctel 11l por NMPCR (Sotlar).
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Figura 4.9: Electroforesis en gel de acrilamida para coctel IV por NMPCR (Sotlar).
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Tabla 4.3: Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX.

N° MUESTRA Coctel I ~ Coctel I Coctel III  Coctel IV Tipos de VPH
12067-4 18 NEG NEG 66 18,66
12129 45 6,11 35 68 45,6,11,35,68
12134 NEG 33, 58, 52 43 NEG 33, 58, 56,11
12119 18 NEG NEG 51,68 18,51,68
080416-6 NEG 58 43 NEG 58,43
050416-5 NEG 52,58 NEG NEG 52,58
050416-4 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
050416-3 16 NEG 43 NEG 16,43
050416-1 16 33,52 43 NEG 16,43
12114 NEG 33,52 43 NEG 33,52,43
12106 NEG 6,11, 58 42,35 66,68 6,11, 58,42,35, 66,68,43
12095 NEG NEG 43 51,68 51,68
280316-10 NEG NEG 35,43 NEG 35,43
280316-5 NEG NEG 4243 NEG 42,43
12105 NEG 6,11, 33, 52 42 NEG 6, 11, 33, 52,42
12091 NEG 6,11, 33 42 NEG 6, 11, 33,42
12088 NEG NEG 35,42, 43 NEG 35, 42, 43
12085-4 NEG NEG 43 39, 68 43,39,68
12065 NEG NEG 35,42 NEG 35,42
12061 45 NEG 44 NEG 45,44
12036-3 31 NEG 35 NEG 31,35
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Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA Coctel I Coctel I Coctel IIT  Coctel IV Tipos de VPH
12044 18 NEG 35 NEG 18,35
12053 45 56 NEG NEG 45,56
12028 16N NEG NEG 68 16,68

06-1839 NEG 28 43 NEG 58,43
06-1840 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
12021 18 52 NEG NEG 18,52
12017 NEG 56 44 68 56,44,68
12016 NEG 6,11 44 NEG 6,11,44
12012 16 NEG 35 51 16,35,51
12009 NEG NEG 4243 39,51 42,43,39,51
12008 NEG NEG 42,43 39,01 42,43,39,51
12003 16 6, 11, 33 43,35 51,39 16,6, 11, 33,43,35,51,39
090316-7 6,11 NEG NEG NEG 6,11
090316-5 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
090316-4 NEG NEG NEG 51,39 51,39
070316-7 NEG 52 NEG 66,51 66,51,52
070316-6 31 52 NEG NEG 31,52
070316-2 NEG NEG 42,43 NEG 42,43
11989 45 NEG 35 NEG 45,35
11985 45 6,11 NEG NEG 456,11
11970-9 31 NEG 35 NEG 31,35
11970-6 NEG 6,11, 33 NEG NEG 6, 11, 33
0-61838 45 33 43 NEG 45,33,43
11964 18 NEG 35,44 NEG 18,35,44
11969 NEG 33 35 39,51 33,35,39,51
11774 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
11972 NEG NEG 42,35 66 42,35,66
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Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA Coctel I Coctel I Coctel III  Coctel IV Tipos de VPH

11890 NEG 33,58,56 NEG NEG 33, 58, 56
290116-4 NEG 6,11 43,35 51 6,11,43,35,51
290116-3 16 NEG NEG 39,66 16,39,66
260116-2 NEG 6, 11D NEG NEG 6, 11D

11884 45 52 44 51 45,44,52,51
11882-2 NEG 33D NEG 66 66,33D
11881-1 NEG 33 NEG 51 33,51
11877-2 NEG 33 43,35 NEG 33,43,35
11871-1 NEG 6,11,33  NEG NEG 6, 11, 33

11863 NEG 6,11 NEG NEG 6,11

11861 16,45 NEG NEG 51,68 16,45,51,68

11860 NEG 6, 11D 43 51 6, 11D,43,51

11959 16N NEG NEG 39,68 16N,39,68

11946 16 NEG NEG 66 16,66

11085 16N NEG NEG 51 16N,51

11766 NEG 6,11 NEG NEG 6,11

10600 NEG 6,11 NEG NEG 6,11

10832 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
10829-2 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
290416-2 NEG NEG 35,42 NEG 35,42

12213 31,18 33,52 NEG NEG 31,18,33,52

12215 18D 6,11 35 NEG 18D,6,11,35

12233 NEG 52,33 42 NEG 52,33,42
060516-3 NEG 52 42 NEG 42,52

12151 NEG NEG 35,42 NEG 35,42

12153 18D 33,58 NEG NEG 18D,33,58

12154 NEG NEG 35,42 NEG 35,42

12155 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
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Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA Coctel I ~ Coctel I Coctel III  Coctel IV  Tipos de VPH

12067-3 45,18 NEG NEG NEG 45,18
12094 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
12144 NEG  33,586,11 NEG NEG 33, 58,6,11
12142 45 NEG 43 39 45,43,39

12150-2 NEG 6,11 42,35 NEG 6,11,42,35

200416-1 NEG 33,58 NEG NEG 33,58

210416-2 NEG NEG 35,42 51,66 35,42,51,66

210416-3 NEG NEG 42,35 NEG 42,35
12164 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
12166 NEG NEG 43,35 NEG 43,35

12167-2 NEG NEG 43,35 51,68 43,35,51,68
12174 NEG NEG 43,35 66,39 43,35,66,39

12176-1 NEG NEG 434235 66,39  43,42,35,66,39
12178 NEG 6,11 NEG 68 6,11,68
12184 NEG 58,33 NEG NEG 58,33

210416-7 NEG 33,6,11 NEG 68,39  6,11,33,39,68
210416-6 NEG 58,56 NEG NEG 58,56
12124 NEG NEG 43 51 43,51

12186-1 NEG 6,11 NEG NEG 6,11
12227 NEG NEG 42 51 42,51

12229-2 NEG 33 42 66,39 66,39,33,42

12217-5 31D 52 NEG 66 31D,52,66
11972 NEG NEG 42,35 66 42,35,66
11971 NEG NEG 42 68 42,68

290416-2 NEG NEG 35,42 NEG 35,42
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Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA Coctel I Coctel I  Coctel III  Coctel IV~ Tipos de VPH

12296-2 NEG 33, 6/11 42 66, 68  6,11,33,42,66,68
12293 NEG NEG NEG 66, 51, 68 66,51,68
12292 NEG 33 44 NEG 33,44
12313 31 NEG 42, 43 NEG 31,42,43
12283 NEG 6/11,58  NEG NEG 6,11,58
12288 NEG 33 43 NEG 33,43
12322 NEG 33 NEG 66, 39 33,66,39
12246 45 NEG 42 43 NEG 43,42 45

12317-2 NEG 6/11 NEG NEG 6,11
12338 NEG 6/11 NEG NEG 6,11

12451-1 45 33 NEG NEG 33,45

12451-4 NEG 6/11 NEG NEG 6,11
12434 NEG 6/11 NEG NEG 6,11
12439 NEG 33,52 NEG NEG 33,52

12358-2 NEG 6/11 35, 42 39 6,11,35,39,42

12358-1 NEG 6/11 NEG NEG 6,11
12360 NEG 33 NEG 51, 68 33,51,68
12354 NEG NEG NEG 51, 68 51,68
12398 NEG NEG NEG NEG NEG
12629 NEG NEG NEG NEG NEG
12565 NEG NEG NEG NEG NEG

12581-4 NEG NEG NEG NEG NEG
12564 NEG NEG NEG NEG NEG
12558 NEG NEG NEG NEG NEG
12585 NEG NEG NEG NEG NEG
12582 NEG NEG NEG NEG NEG
12594 NEG NEG NEG NEG NEG
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Resultados de la NMPCR (Sotlar) para las muestras seleccionadas. Fuente:

LABIOMEX. Continuacién.

N° MUESTRA Coctel I Coctel II  Coctel III  Coctel IV Tipos de VPH

12581-2 NEG NEG NEG NEG NEG
12548 NEG NEG NEG NEG NEG
12654 NEG NEG NEG NEG NEG

12547-1 NEG NEG NEG NEG NEG

12547-2 NEG NEG NEG NEG NEG

125518 NEG NEG NEG NEG NEG
12552 NEG NEG NEG NEG NEG
12576 NEG NEG NEG NEG NEG

12570-1 NEG NEG NEG NEG NEG
12590 NEG NEG NEG NEG NEG
12556 NEG NEG NEG NEG NEG

4.5. Minihistoria Clinica de los pacientes.

A las muestras clinicas seleccionadas en este estudio, fueron traidas por
pacientes/participantes de manera voluntaria con su respectivo consentimiento, quienes
acudieron al Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental (LABIOMEX) y
solicitaron un estudio de tipificacién y deteccién de VPH (descrito en la metodologia)
para su posterior andlisis. Los datos fueron obtenidos de la minihistoria que
vienen adscritas a la muestra suministrados por su médico. En la tabla 4.4
muestra los datos obtenidos. La mayoria de las muestras seleccionadas no poseen la
minihistoria clinica completa debido a que los datos no fueron suministrados por los
pacientes/Médico tratante. Alguno de los datos faltantes fueron colposcopia, biopsia,
uso de anticonceptivos y observaciones adicionales. Por ejemplo, para la data de
citologia, 96 estan sin data, solo 43 proporcionaron datos, si presentaron coilocitos
o una lesién de bajo o alto grado, 28 proporcionaron data para colposcopia (Ver tablas

414 y 4.15).
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Tabla 4.4: Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas.

N° MUESTRA  EDAD SEXO AREA CITOLOGIA COLPOSCOPIA
12067-4 S.E S.E S.E S.E S.E

12129 22 M S.E S. E S.E

12144 S.E F S.E S. E S.E

12119 19 M PENE/CEP S. E S.E
080416-6 S.E S.E S.E S.E S.E
050416-5 S.E S.E S.E S.E S.E
050416-4 S.E S.E S.E S.E S.E
050416-3 S.E S.E S.E S.E S.E
050416-1 S.E S.E S.E S.E S.E

12114 23 F CUELLO/CEP  ASCUS NORMAL
12106 18 F CUELLO/CEP S. E EB

12095 52 M PENE/CEP S. E S.E
280316-10 S.E S.E S.E S.E S.E
280316-5 S.E S.E S.E S.E S.E

12105 24 M PENE/CEP S. E S.E

12091 24 M PENE/CEP S. E S.E

12088 S.E M PENE/CEP S. E S.E
12085-4 22 F CUELLO/CEP  ASCUS NORMAL
12065 37 M PENE/CEP S.E S.E

12061 31 M PENE/CEP S.E S.E
12036-3 23 F CEPILLADO S. E S.E

12044 18 M PENE/CEP S. E S.E

12053 32 F CUELLO/CEP LIEAG ECTOPIA
12028 25 F CUELLO/CEP  LIEBG EB
06-1839 S.E S.E S.E S.E S.E
06-1840 S.E S.E S.E S.E S.E
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Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas. Continuacion.

N° MUESTRA  EDAD SEXO AREA CITOLOGIA COLPOSCOPIA

12021 35 F CUELLO/CEP  LIEBG ATIPIA/ECTOPIA

12017 16 F CUELLO/CEP  COILOCITOS SE

12016 32 F S.E S.E S.E

12012 (NIC 1I) 22 F CUELLO/CEP  LIEAG ECTOPIA

12009 51 M PENE/CEP LIEAG S.E

070316-6 21 M S.E S.E S.E

070316-2 28 M PENE/CEP S. E S.E

11989 33 M PENE/CEP S.E S.E

11985 25 M PENE/CEP S.E S.E

11970-9 23 M MUC S.E S.E
BUC/CEP

11970-6 33 F CUELLO/CEP  S.E ATIPIA

0-61838 SE SE SE S.E S.E

11964 20 F CUELLO/CEP  LIEBG EB

11969 27 M PENE/CEP S.E S.E

11774 35 F CUELLO/CEP S.E S.E

11972 19 F CUELLO/CEP  ASCUS EB

11890 19 M PENE/CEP S.E S.E

290116-4 SE SE SE S.E S.E

290116-2 SE SE SE S.E S.E

260116-1 SE SE SE S.E S.E

11884 34 F CUELLO/CEP S.E S.E

11882-2 26 M PENE/CEP S. E S.E

11881-1 SE F S.E S.E S.E

12008 17 F S.E S.E S.E
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Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas. Continuacion.

N° MUESTRA  EDAD SEXO AREA CITOLOGIA COLPOSCOPIA
12003 38 F CUELLO/CEP  LIEBG NORMAL
090316-7 21 M PENE/CEP S.E S.E
090316-5 49 F CEPILLADO  LIEBG EB
090316-4 29 M PENE/CEP/GLA S. E S.E
070316-7 29 M S.E S.E S.E
11877-2 20 F CUELLO/CEP  LIEBG EB
11871-1 (NIC I) 19 F CUELLO/CEP S.E ATIPIA
11863 23 F CUELLO/CEP  LIEBG S.E

11861 19 M PENE/CEP S.E S.E

11860 40 M PENE/CEP S.E S.E

11959 (NICI) 19 M CUELLO/CEP  LIEBG S.E

11946 19 F CUELLO/CEP  LIEBG ECTOPIA
11085 SE SE SE S.E S.E

11766 33 M PENE/CEP LIEBG EB

10600 SE SE SE S.E S.E

10832 SE SE SE S.E S.E
10829-2 SE SE SE S.E S.E
290416-2 SE SE SE S.E S.E

12213 23 F CUELLO/CEP  NORMAL EB

12215 A7 M PENE/CEP S.E S.E

12233 43 F CUELLO/CEP NORMAL S.E
060516-3 SE SE SE S.E S.E

12151 21 F CEP/INTRITO/ HISOPADO NORMAL

LABIOS
NORES

ME-
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Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas. Continuacion.

N° MUESTRA  EDAD SEXO AREA CITOLOGIA COLPOSCOPIA
12153 28 M PENE/CEP S.E S.E
12154 59 M PENE/CEP S.E S.E
12155 19 M S.E S.E S.E
12067-3 21 M BIOPSIA S.E S.E
ZONA
INGLINAL
12094 27 M S.E S.E S.E
12144 19 M PENE/CEP S. E S.E
12142 21 M PENE/CEP S. E S.E
12150-2 41 M PENE/CEP S.E S.E
200416-1 SE SE SE S.E S.E
210416-2 SE SE SE S.E S.E
210416-3 SE SE SE S.E S.E
12164 19 M PENE/CEP S. E S.E
12166 24 M PENE/CEP S.E S.E
12167-2 24 M PENE/CEP S. E S.E
12174 17 M PENE/CEP S.E S.E
12176-1 29 M PENE/CEP S. E S.E
12178 25 M PENE/CEP S.E S.E
12184 (NICI) 20 F CEPILLADO  LIE/PAP EB
210416-7 SE SE SE S.E S.E
210416-6 SE SE SE S.E S.E
12124 27 M PENE/CEP LIEBG S.E
12186-1 17 M PENE/CEP S. E S.E
12227 20 M PENE/CEP S. E S.E
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Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas. Continuacion.

N° MUESTRA  EDAD SEXO AREA CITOLOGIA COLPOSCOPIA
12229-2 40 SE SE COILOCITOS  S.E

12217-5 27 M PENE/CEP S.E S.E

11972 31 F CUELLO/CEP  LIEBG S.E

11971 50 M PENE/CEP S.E S.E
290416-2 SE SE SE S.E SEE
12296-2 22 F CUELLO/CEP S.E S.E

12293 22 M PENE/CEP S.E S.E

12292 22 M PENE/CEP S.E S.E

12313 19 F CUELLO/CEP S.E S.E

12283 18 M PENE/CEP S.E S.E

122838 22 F CUELLO/CEP  ASCUS EB/MOSAICO
12322 55 F CEPILLADO  LIEBG S.E

12246 22 M PENE/CEP S.E S.E

12317-2 26 M PENE/CEP S.E S.E

12338 22 M PENE/CEP S.E S.E

12451-1 44 M PENE/CEP S.E S.E

12451-4 22 M PENE/CEP S.E S.E

12434 25 M S.E S.E S.E

12439 16 F CUELLO/CEP  LIEBG ECTOPIA
12358-2 21 M S.E S.E S.E

12358-1 27 M S.E S.E S.E

12360 36 M PENE/CEP S.E S.E

12354 27 F CUELLO/CEP S.E S.E

12398 50 M PENE/CEP S.E S.E

12629 41 F CUELLO/CEP SE NORMAL
12565 31 F CUELLO/CEP  ASCUS EB/ATIPIA
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Minihistoria clinica de las muestras seleccionadas. Continuacion.

N.° MUESTRA EDAD SEXO AREA CITOLOGIA  COLPOSCOPIA
12581-4 33 F CEP/VAGINA  S.E S.E

12564 33 F S.E LIEBG NORMAL
12558 20 F S.E LIEBG NORMAL
12585 SE M PENE/CEP S.E S.E

12582 31 M PENE/CEP S.E S.E

12594 26 M PENE/CEP S.E S.E
12581-2 0 M CEPILLADO  S.E S.E

12548 0 F PENE/CEP S.E S.E

12654 33 F CEPILLADO  S.E S.E
12547-1 27 F CUELLO/CEP  LIEBG NORMAL
12547-2 31 F CUELLO/CEP  ASCUS NORMAL
12551B 31 M S.E S.E S.E

12552 24 M S.E S.E S.E

12576 5 M PENE/CEP S.E S.E
12570-1 41 F S.E LIEBG ATIPIA
12590 39 M PENE/CEP LIEAG S.E

12556 24 F CUELLO/CEP  VPH EB

4.6. Resultados Estadisticos

La data suministrada se le di6 el tratamiento estadistico mediante el programa

SPSS v.21. Los estadisticos utilizados en este estudio fueron indice &, Prueba de 2,

Correlaciéon de Pearson y p.
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4.6.1. Calidad del ADN

Para ello se utilizaron los porcentajes de positividad obtenidos para cada muestra
mediante PCR-Beta Globina, para efectos de correspondencia,se recurrio a las pruebas

kv x2. Los resultados se muestran en las tablas 4.5 y 4.6 respectivamente.

Tabla 4.5: Pruebas de r,x? y Correlaciones para Beta Globina para 139 muestras.

Valor gl Sig (asintdtica) bilateral
x? Beta-Globina 79,57 1 0
Razén de verosimilitudes 101,30 1 0
Valor error atipico T aproximado
Correlacion de p 0,76 0,05 13,54
Indice & 0,73 0,08 8,92

Tabla 4.6: Porcentaje de positividad para prueba de Beta-Globina en 139 muestras.

Beta-Glob previo - Beta-Glob previo + Total
Beta-Glob actual - 32 (23,02 %) 0 32 (23,02 %)
Beta-Glob actual + 19 (13,66 %) 88 (63,30 %) 107 (76,97 %)
Total N=51 (36,69 %) N= 88 (63,30 %)  N=139 (100 %)

Para la calidad de ADN (Ver tabla 4.5), la prueba de x? resulté ser alta (79,57)
lo que implica una dependencia entre el tiempo transcurrido desde que se realizo la
reaccién PCR para Beta-Globina previa y actual y que el ADN en la mayoria de las
muestras se conservd, esto es sustendado por la correlacion p de 0,76 y el indice k de

0,73 que da un excelente acuerdo.

4.6.2. Sistemas MY09/11-RFLP vs NMPCR (Sotlar)

Se aplicé las pruebas estadisticas mediante elprograma SPSS v.21 a los resultados

obtenidos. Se aplicé x2, k y correlaciones como muestran las tablas 4.7 y 4.8.
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Tabla 4.7: Pruebas de x> RFP-MY09/11 vs NMPCR

Valor gl Sig. asintética (bilateral)

x? de Pearson 9,774 1 0,002
Razon de verosimilitudes 15,345 1 0,000
N° de casos vélidos 139 -

Tabla 4.8: Correlaciones x y p de RFLP-MY09/11 vs NMPCR.

Valor error atipico T aproximado

Indice x 0,131 0,032 3,126
Correlacién de p 0,27 0,00 0

Tabla 4.9: Valores de x? para la Clinica, edad, sexo y 4rea de toma de muestra de los

pacientes vs los tipos de infeccién detectados por NMPCR.

Variable Valor 2 gl Sig. asintética bilateral
Presencia de lesién (Clinica) vs Tipo de Infeccién 6,72 2 0,035
Edad vs Tipos de Infecccion 8,46 2 0,015
Sexo vs Tipos de Infeccion 9,12 2 0,010
Area de toma de muestra vs Tipos de Infeccion 6,75 2 0,034

4.6.3. Correlacion de infeccion miiltiple y lesiones.

En la tabla 4.10 se observan los porcentajes de positividad en la clinica de los
pacientes relacionadas con infecciones multiples (> 3 tipos virales de VPH) e Infecciones
simples (1 y 2 tipos virales de VPH). La clinica resume la colposcopia, biopsia y
citologias presentadas en las historias médicas,si algin paciente presentaba al menos

una de las tres, se catalogaba como clinica positiva,si presentaba un diagnéstico normal
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se catalogaba como clinica negativa . De las 139 muestras en total, se considerd solo
46 debido a que éstas tenian la data completa, 93 muestras no presentaron data para

su clinica (Ver tabla 4.10).

Tabla 4.10: Tipo de Infeccién relacionados con la clinica (+/-) presentada por los

pacientes en la minihistoria.

NMPCR Sin Data Clinica (-)
Infecciéon Multiple de VPH 34 (24,46% ) 5 (3,59%) 16 (11,51 %)
Infeccién Simple de VPH 52 (37,41%) 1 (0,71%) 11 (7,91 %)
Negativos 7 (5,03%) 4(2,87%) 9 (6,47 %)
Total 93 (66,90%) 10 (7,20%) 36 (25,90 %)

Clinica (+)

Se escogié un valor menor a 0,05 para el nivel de significancia para la Prueba y?
para las 139 muestras clinicas procesadas mediante el software SPSS el cual segin la
tabla 4.7, el valor 9,74 y 0,002 la significancia asintotica bilateral para la comparacion
entre ambos métodos de deteccién y tipificacion, es menor que 0,05 (El valor de 0,05
es un valor establecido de acuerdo al nivel de confianza del 95 %), por lo que se puede
aducir que, en los dos métodos tanto la NMPCR y la PCR con los oligonucleétidos
MY09/11 hay dependencia, ergo hay relacién entre los dos métodos usados para la
deteccion y tipificacion de VPH. A pesar de esto, el indice k es de 0,131, lo que
significa que hay una correlacion pobre. Esto es congruente con lo referenciado en
la bibliografia (Qu y col., 1997) (Sotlar y col., 2004) donde se muestran que la PCR
con los oligonucledtidos MY es mas sensible para el VPH35 y cada método GP vs MY
segun Weimin Qu y col., sugieren que hay diferencias en la sensibilidad o habilidad
para amplificar otros tipos de VPH, Sotlar y col. reportan que la Nested Multiplex
PCR es mucho més sensible que la reaccién con los oligonucle6tidos MY09/11. Los
oligonucledtidos degenerados que hibridan a regiones de consenso cortas dentro de los
oncogenes E6 y E7 se disenaron para amplificar el ADN viral de alto riesgo y algunos de
los genotipos de VPH de bajo riesgo més prevalentes, esto es que el sistema MY09/11 se
enfoca en la amplificacién de la regién L1 mientras que, NMPCR propuesto por Sotlar

Sotlar y col. (2004), amplifica la regién E. Ademds, los alineamientos de secuencias
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con las correspondientes regiones E6/E7 es de amplio espectro con respecto a L1 (bajo
riesgo) genotipos de VPH de la mucosa indica que los cebadores consenso E6 / E7
también serian capaces de amplificar el ADN de estos tipos con eficiencia comparable
para VPH ya integrado. Un enfoque similar se ha descrito recientemente por Sasagawa y
colegas. Cabe destacar que los oligonucleétidos MY son mas sensibles para detectar los
VPH 6 y 11 (VPH-bajo riesgo) mientras la NMPCR no distinge entre estos y se tipifica
como 6/11. La PCR por MY09/11 a pesar que es un método infalible para detectar
VPH nuevos o exéticos, la PCR en este sistema esta disenada para amplificar el VPH
que esté en mayor proporcion en la muestra, por ejemplo, si en una muestra estan
presentes los tipos virales 16, 18, 43; en el sistema MY09/11 amplificard el tipo viral
mas prevalente, hipotéticamente si esta el VPH-16 en mayor proporcién que los demas
tipos, MY09/11 amplificara el VPH-16 preferentemente que el 18 o 43; en cambio en la
NMPCR como es un tipo de PCR anidada donde hay una reaccién general amplificara

los tipos virales 16, 18 y 43; esto es por como esta disenada la misma PCR.

Tabla 4.11: Tipos de Infeccién en las clases de edades (en afios).

TIPOS DE VPH Menores de 25 Mayores de 25 TOTAL
INFECCION MULTIPLE 23 23 46
INFECCION SIMPLE 19 22 41
NEGATIVO 3 16 19
TOTAL 45 61 106

Del 100 % de las muestras, 76,25 % (N=106)poseen data completa para la edad; las
historias clinicas que registran sexo, edad, biopsia, colposcopia y tipo de muestras
clinicas (cepillado de pene, cuello, vagina, escroto, glande) no todas presentan
datos completos debido a que la historia del paciente estd incompleta, por ende,
a conveniencia del investigador y para evitar el sesgo de datos, se realizé prueba
estadistica s6lo para MY09/11 y NMPCR que se tomaron como variables. Para los
valores si data, se tomaron en cuenta las frecuencias. Del 76,25 % que presentan la
data, 16,74 % (N=23) presentan infeccién multiple de VPH (més de 3 tipos de VPH)

en edades comprendidas menores de 25 anos; 15,82 % (N=22) en edades comprendidas
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mayores de los 25 anos que fueron los de mayor incidencia presentan infeccién simple
(hasta 2 tipos de VPH); esto puede ser corroborado en la figura 4.11 . En la figura
4.10 muestra segun el sexo de los pacientes, 34,53 % de pacientes que presentan
infeccién multiple de VPH mientras que el 30,21 % presentaron infeccién simple de
VPH y 14,38 % resultaron negativos; de los cuales 20,14 % (N=28) son mujeres,
presentaron infeccién multiple de VPH y 17,26 % presentaron infeccién simple. Los
hombres presentaron una proporcién més baja, con 14,38 % para infecciones multiples;
12,94 % para infecciones simples y 7,91 % resultaron negativos. En sintesis las edades
comprendidas en la clase mayores a 25 anos 45 presentan infecciéon por VPH (23
infeccién multiple y 22 infeccién simple) lo que es una mayor incidencia la infeccién por
VPH en pacientes mayores de los 25 anos, lo que concuerda con los resultados arrojados
por Quintero (Quintero y col., 2008), donde la mayor incidencia estd en pacientes con

edades comprendidas entre los 20 y 26 anos y entre los 27 y 35 anos.
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Figura 4.10: Frecuencia de Tipos de Infeccidon segin el sexo de los pacientes.

Figura 4.11: Frecuencia de Tipos de Infeccién segin clases de edades de los pacientes.
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Figura 4.12: Frecuencia de Tipos de Infeccidn seglin drea de toma de muestra de los

pacientes.

La figura 4.12 y la tabla 4.13 senalan que mayormente la toma de muestras por
cepillado de pene y cepillado de cuello son las areas donde preferentemente se toma el
mayor numero de muestras clinicas, estas se catalogaron como area de muestra externa.

Para la colposcopia de los pacientes se obtuvieron muchos valores sin data,
es decir; un 82,35% (N= 98)al ver la figura 4.13 muestra que los pacientes no
suministraron datos suficientes que sin duda, hubiese ayudado a robustecer los
tratamientos estadisticos que en la discusién se referenciara la relacién entre los tipos
de VPH y asociaciacién con respecto al tipo de colposcopia.En la figura citada se

aprecia que sélo el 17,65% (N=21) presentaron data completa para la colposcopia,
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Figura 4.13: Frecuencia de Tipos de VPH segln la colposcopia de los pacientes.
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de los que 2 presentaron atipia y se les tipificé ambos tipos de VPH (6,11 y 33),
para 1 dato que presenté atipia/ectopia presenté VPH de alto riesgo (18 y 52). Para
EB/COMPLEJO/MO (Epitelio blanco y complejo con mosaico grueso) se presentd 1
para ambos tipos de VPH (33 y 43) ver tabla 4.15. Las lesiones intraepiteliales de
alto grado (LIEAG) se encontré para VPH de alto riesgo (N=1) con VPH 45 y 56 y
ambos tipos de VPH (N=2) con VPH tipos 16, 35, 39, 42, 43 y 51. Las lesiones de bajo
grado (LIEBG) pueden presentarse para VPH de bajo y de alto riesgo o pacientes que
posean ambos tipos (ver tabla 4.14., donde los tipos que tienen en comin y los mas
prevalentes son 6/11, 16, 33, 35, 39 y 51 . Es importante senalar que el uso de tabaco
y anticonceptivos orales estd asociado a VPH (Quintero y col., 2008; Zur Hausen,
1996). En este caso a consideracién, la data no fué suministrada por los pacientes
en sus historias clinicas (89,07 %), asi mismo con la data suministrada (10,92 %), el
5,88 % usan anticonceptivos orales de los cuales 2 presentaron VPH de alto riesgo, 2
presentaron VPH de bajo riesgo y 3 presentaron ambos tipos de VPH, mientras el

2,52 % aseveraron usar condén y presentaron ambos tipos de VPH (ver figura 5.1)

Tabla 4.12: Frecuencia de pacientes positivos para VPH por NMPCR segtn el sexo de

los pacientes

SEXO Frecuencia Porcentaje

SIN DATA 09 7,5630

HOMBRES 49 41,1764

MUJERES 61 51,2605
Total 119 100
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Figura 4.14: Frecuencia de resultados positivos y negativos de los pacientes para ambos
sistemas.
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Tabla 4.13: Tipos de Infeccién segln el drea de muestra clinica para 139 muestras

procesadas con NMPCR.

INFECCION CLINICA POSITIVA CLINICA NEGATIVA SIN DATA

MULTIPLE 15 5 34
SIMPLE 11 1 53
NEGATIVA 9 4 7
TOTAL 35 10 94

Tabla 4.14: Tipos de Infeccién segtin la citologia de los pacientes para 139 muestras

procesadas con NMPCR.

CITOLOGIA/TIPOS MULTI- SIMPLE  NEGATIVO TOTAL

DE VPH PLE

SIN DATA 36 55 10 96
COILOCITOS 2 0 0 2
ASCUS 3 1 3 7
LIEAG 2 1 1 4
LIEBG 7 8 3 18
NORMAL 3 1 4 8
TOTAL 53 65 21 139
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Tabla 4.15: Tipos de Infeccién seglin la colposcopia de pacientes procesados con NMPCR.

COLPOSCOPIA MULTI- SIMPLE NEGATIVO TOTAL
/TIPOS DE VPH PLE

SIN DATA 78 19 14 111
ATIPIA 0 1 1 2
ATIPIA / ECTOPIA 2 1 2 5

EB 3 ) 3 11
ECTOPIA 1 3 1 5
NORMAL 3 1 1 5
TOTAL 87 30 20 139

Tabla 4.16: Tipos de Infeccién y biopsias de 139 pacientes por NMPCR.

BIOPSIAS /TIPOS DE VPH MULTIPLE SIMPLE NEGATIVO TOTAL

SIN DATA 51 29 19 129
NIC I 2 1 0 3
NIC II 1 0 0 1

NO 1 2 0 3
VPH-ATIPIC 0 2 1 3
TOTAL 95 64 20 119

El VPH 33 y 58 se hallan asociados a neoplasias intracervicales de grado I (NIC I),
para las neoplasias de grado II se le hallé asociacién al VPH 16 para consideraciones
de esta data. Segun la tabla 4.16 se muestran 2 pacientes con NIC I para VPH de alto
riesgo, 1 paciente para VPH que presento ambos tipos y 1 paciente con NIC II que se
le tipific6 ambos tipos de VPH.

Para efectos de la tipificacién de VPH mediante las dos técnicas, el 17 % (N=21)
di6 positivo para PCR-MY09/11; 16,80 % (N=20) resulté indeterminado (nd), estas
muestras dieron postivas para MY pero al momento de realizar la RFLP, no podia

tipificarse pero se tomaroncomo positivas para este sistema (N= 41); 70,50 % (N=98)
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dié negativo para MY09/11 De muestras ensayadas con el sistema MY09/11 dieron
positivas 119 muestras para NMPCR y 20 negativas (Ver figura 5.1).
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Capitulo 5
Discusion

El método de PCR general mas preferente es el que amplifica el gen L1 utilizando
los oligonucleétidos MY09/11, GP5+/ GP6+, la desventaja de este sistema de PCR
es que el ORF del gen que se usa como blanco puede perderse cuando el virus se
integra en el genoma de la célula hospedera (lo que sucede con frecuencia en los tipos
oncogénicos), por lo que se desarrollaron sistemas de PCR tipo especifica; que utilizan
oligonucledtidos para los genes E6 y E7, los cuales se mantienen intactos durante
la integracién viral (Hernandez y col., 2012) lo que dificulta la tipificacién en VPH
oncogénico de alto riesgo y en muestras que tienen lesiones neoplésicas; por tal razén
se explica que en el 65,54 % dieran negativas en MY09/11 atin cuando son positivas en
la NMPCR. Una de las ventajas del sistema MY es que se puede tipificar a los VPH
tipos 6 y 11 mientras que con la NMPCR se tipifica como 6/11 ya que se hace dificil
distinguir entre estos dos tipos virales debido a que su homologia es mayor al 90 %
Sotlar propuso colocar a 6/11 junto con 33, 52, 56 y 58 por su homologia para diseno
de los oligonucledtidos (Sotlar y col., 2004).

A consideracion de este estudio,sélo se le aplicé tratamiento estadistico a las
variables MY09/11 y NMPCR debido a que las historias clinicas al ser incompletas,se
obtuvo un gran porcentaje sin data, lo cual no es convincente para hacer algin tipo
de asociacién a una lesiéon NIC, LIEBG, LIEAG o coilocitos con un tipo de VPH
en especifico. La literatura citada muestra sin embargo; que las LIEBG y LIEAG se
hallan asociadas a VPH 16, 18 y 58 (Zur Hausen, 1996). En cuanto a los métodos

de deteccién de VPH, el més usado es la PCR y con el paso de los anos ha habido
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un mejoramiento en dichas técnicas. Sasagawa y Sotlar mejoraron la PCR usando
oligonucledtidos mediante secuencias consenso para poder amplificar mejor las regiones
L1, L2, E5, E6 y E7 principalemente para una mejor tipificacion y deteccién de tipos
virales (Sasagawa y col., 2000) (Sotlar y col., 2004). Ahora bien, para los casos con
LIEBG, 53,1 % resultaron positivos por PCR, de los cuales sélo el 18,1 % presentan
subtipo de alto riesgo. En los casos de LIEAG el 69,5 % resultaron positivos por PCR,
con 43,5 % de los casos presentando infeccién por un subtipo de alto riesgo, se observa
que un 30,4% de estos casos fueron negativos por PCR (Quintero y col., 2008), lo
que concuerda con lo hallado en estos resultados (ver tabla 4.14) donde las LIEAG
se hallaron asociadas a VPH de alto riesgo y en pacientes que tienen reinfecciones, es
decir; multiples tipos de VPH. Se asocié LIEBG con los tipos de VPH 6, 11, 16, 18,
33, 43, 51, 66; las LIEBG se asocié con VPH 51 que tenian las muestras en comun.
Sin embargo, para las citologias (LIEBG, LIEAG) y las colposcopia (ver tabla 4.9)
los valores de Chi cuadrado son mayores para la prueba de dos colas, por lo que no
se encontré relacion entre el tipo de VPH con el tipo de citologia o colposcopia que
presente el paciente; esto se explica porque la gran mayoria de la data utilizada en
este estudio, las historias clinicas estaban incompletas para los datos colposcopicos
y citolégicos, asi como las biopsias. Para determinar la calidad de ADN mediante la
prueba de Beta Globina, un 72,41 % (N= 63)di6 positiva tanto para la CR Nested
Multiplex y la RELP-MY09/11; mientras que el 27,59 % (N= 24) resulté positivo para
la Nested Multiplex PCR y negativa para la RFELP-MY09/11. Esto quiere decir que
el ADN de muestras se degradd, ya sea por accién de congelamiento-descongelamiento
o degradacion por factores como nucleasas o inhibidores como sangre en las muestras
procesadas.

Quintero y col. (Quintero y col., 2008) hallaron una asociacién del 18,1 % de LIEBG
que presentaron VPH de alto riesgo, en los casos de LIEAG el 43,5% de los casos
presentaron infeccion por VPH de alto riesgo que, para efectos comparativos con los
presentes resultados, se hallé asociacién en LIEBG con VPH de tipo alto riesgo (N=5);
ambos tipos (riesgo alto y bajo N= 3) y bajo riesgo (N=5) (ver tabla 4.14); es decir, las
lesiones de bajo grado pueden aparecer indistintamente qué tipo de VPH presenten los

pacientes; estos van a la consulta, se les practica una citologia y examenes exploratorios
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como el PAP (Prueba Papanicolau), el médico tratante observa alguna anomalia solicita
al paciente una PCR-VPH para tipificacién, y mayormente los resultados de la PCR
que son mucho més sensibles que la citologia revela que el paciente en cuestion da
positivo para VPH. Las lesiones de alto grado se hallan asociadas a VPH de alto
riesgo o de ambos tipos,cando el paciente presenta reinfecciéon con VPH de bajo riesgo
(mayormente 6 y 11 en conjunto con un tipo de alto riesgo).

Quintero y col. han sugerido que la infeccién prolifica origina numerosas particulas
virales facilmente detectables por la PCR, esto ocurre en lesiones de bajo grado
(LIEBG), si el virus estd en estado de latencia, no se replica activamente sino que
esta presente en una copia; asi las células infectadas permanecen en estado episomal
o integrada a un cromosoma del genoma celular, esto puede ocurrir en lesiones de
alto grado (LIEAG). El estado de latencia afecta la sensibilidad de la PCR, por lo
que hay que cuidar y tomar en consideracion en qué lugar la muestra fue tomada,
o si fué extraida de una zona donde las células portadoras son escasas o estan
ausentes. Es por ello que en algunas reacciones PCR para tipificacién da indeterminado
(catalogado nd, ver figura 5.1), en cuanto a la PCR-RFLP para MY09/11 (N= 20)
dieron indeterminados cuando se les realiz6 la digestion enzimética con la enzima de
restricciéon HpyCH4V, que genera un tipo de corte de tipo romo 5- TG'CA-3’ y 5'-
AC’GT-3’. Ahora bien, de 139 muestras clinicas analizadas en este estudio en total
(119 positivas para la NMPCR), para el sistema MY09/11 N= 99 dieron negativo y
N= 41 dieron positivas (se incluyen las nd) para PCR-RFLP con el sistema MY09/11;
es decir, el sistema PCR-RFLP con MY tiene un 29,49 % de positividad y la NMPCR
un 85,61 % de positividad.

Una ventaja del sistema PCR-RFLP con MY09/11, es que puede discernir entre los
tipos de VPH de bajo riesgo 6 y 11 debido a que los oligonucledtidos estan disenados
para amplificar 450 bp de la secuencia conservada del gen L1, amplificando un amplio
espectro de tipos virales de VPH, pero no para los tipos oncogénicos. (Depuydt y col.,
2007; Qu y col., 1997) por lo que se explica los falsos negativos en algunos casos y el
alto numero de negativos para muestras que, en la NMPCR dieron positivas (Sotlar y
col., 2004). Sin embargo, hubo dificultad para tipificar con el sistema MY09/11 debido

a bandas o barridos indeterminados, se infiere que fué causado por el origen clinico
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de las muestras que podian contener restos de sangre que es inhibidora de la PCR,
de una NIC que en el sistema NMPCR puede ser detectable por el amplio espectro
de amplificacién de oligonucleétidos para los distintos tipo virales pero en el sistema
MY09/11 no es detectable debido a la integracion en el genoma y la entrada al estado
de latencia del virus.

Otro factor a considerar es el tipo y resolucion de los geles usados enla electroforesis;
en este caso se usé geles de agarosa al 2% para tener una éptima resolucién para
revelado del gel, en vez de geles de acrilamida donde las bandas pequenas digeridas
en la RFLP para tipificacion, son mejor visualizadas ergo puede haber una mejor
tipificacion.

Estadisticamente se puede aducir que hay relacion entre los métodos RFLP
mediante MY09/11 y una NMPCR aunque el 17% dié positivo para VPH mientras
que el 100% que correspondian a las muestras seleccionadas dieron positivo para la
NMPCR, a parte del objetivo comparativo, la NMPCR detect6 infecciones multiples;
64 pacientes con 2 tipos virales, 30 pacientes con 3 tipos virales, 16 pacientes con 4 tipos
virales, 6 pacientes con 5 tipos virales, 1 paciente con 6 tipos virales y 8 tipos virales
de Papiloma en 2 pacientes. Se aprecia el amplio espectro de tipificacién y deteccion de
VPH al contrario de la RFLP que a lo sumo detecta 2 tipos virales en una muestra, pero
para efectos de distinguir entre los tipos virales 6 y 11, la RFLP los puede dilucidar
por separado mientras que, la NMPCR no puede, en los andlisis se describe como 6/11
pudiendo tener la uno de estos o ambos. Sin embargo en la RFLP se utilizan enzimas
de restriccion que dependiendo de la naturalea de la muestra, pueden usarse varias
enzimas para poder tipificar, lo cual esto implicaria gastos en los costos,mientras que
en la NMPCR no requiere digestion alguna sino reacciones especificas con los cocteles
de oligonucledtidos.

Para la estadistica de este estudio, se utiliz6 la prueba x2, Prueba x y correlacién
de Pearson y correlacién p (Trudy Watt, 2007).Un valor x 0,74 para Beta Globina es
una buena concordancia, esto es que, los valores previos y actuales no se desviaron en
demasia, en otras palabras, se conservo el ADN en las muestras de acuerdo al porcentaje
de positividad. Para x? se observa que la significancia asintética bilateral (ver tabla

4.5) es cero, esto es menor que el valor de significancia 0,05 esto quiere decir que el
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error es menor y hay relacion entre la positividad previa y actual de las muestras,
con respecto a Beta Globina no hubo mayor degradacion del ADN en la mayor parte
de las muestras. El valor x? para contrastar entre la RFLP del sistema MY09/11 vs
NMPCR es 9,774 con una significancia asintética bilateral de 0,002 que es menor al
nivel de significancia 0,05 por lo que se deduce que el resultado es significativo y hay
asociacion entre ambos métodos, el riesgo relativo es de 1,22 que es mayor a 1 por lo que
hay una asociacién entre ambos métodos, se puede decir también que la probabilidad
que un resultado sea positivo en NMPCR (Sotlar) es 15 vecesmayor que enel sistema
MY09/11 (Ver tabla 4.7 y 4.8). El valor de Spearman p asocia dos variables, tomando
los valores —1 < p < +1 , un valor 0 significa no correlacién entre las dos variables
pero no significa que sean independientes; en este caso el valor de x es 0,131 es decir,
hay poca correlacion entre estos dos métodos. El valor de correlaciéon de p es de 0,27; lo
que significa que entre ambos métodos hay poca correlaciéon debido a que NMPCR es
mas sensible para deteccién de miltiples infecciones que MY09/11. Esto quiere decir
que asociacién no implica correlacion, el hecho de que ambos métodos estén asociados
entre si, no significa que estén correlacionados; esto es, por el hecho que la NMPCR
detecta multiples tipos de VPH en una muestra mientras que MY09/11 detecta a lo
sumo 2 tipos. Para la clinica de los pacientes en contraste con el NMPCR, el valor
x?, fué de 6,72 con una significancia asintética bilateral de 0,035 valor que, es menor
que el nivel de significancia 0,05 por lo que se deduce que el resultado es significativo
y se hall asociacién entre la clinica del paciente y la infeccién multiple o simple que
presente detectado mediante la NMPCR. (Ver tabla 4.9). Para las edades y los tipos de
infeccién el valor de y? fué de 8,46 con una significancia asintética bilateral de 0,015 que
es menor a 0,05 por lo que hay relacion con las edades de los pacientes y la presencia
de infeccién detectada por NMPCR, segtn (Quintero y col., 2008) las edades cruciales
donde se detecta VPH positivo es en las edades de 25 y 35 afios. El valor de y? fué
de 9,12 para el sexo de los pacientes, por lo que se estima una significancia asintética
bilateral de 0,010 por lo que es significativo y se puede decir que hay relacién entre el
sexo de los pacientes y la infeccion de VPH que pudieran presentar, en cuyo caso es
mas probable que sea del sexo femenino. El drea para la toma de muestra obtuvo un

valor x? de 6,75 con una significancia asintética bilateral de 0,034; menor que el nivel
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de significancia de 0,005 con lo que se deduce que ha relacion entre la deteccién de

algin tipo de VPH con el area de la toma de muestra.
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Figura 5.1: Dispersion de los tipos de VPH detectados por NMPCR (Sotlar) y MY09/11.
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Capitulo 6

Conclusiones

El virus del Papiloma humano representa un problema de salud publica que, es
imperativa la prevencién y mas ain la informacién al respecto al ptblico. Una de las
preocupaciones es lograr métodos eficaces para la tipificacion correcta y precisa en la
deteccion del ADN viral en las muestras clinicas de los pacientes, donde los métodos
aplicados sean rapidos, seguros, no invasivos, econéomicos con respecto a otros métodos
y reproducible en los casos donde hayan lesiones neoplasicas de mayor gradoe incluso,
la deteccion pueda ser medio de despistaje para detectar tempranamente un cancer in
situ debido a que el VPH es un agente causal etidlogico. En los andlisis moleculares
debe ir en pos de mejoramiento que permitan afinar la bisqueda y relacion de tipos
virales con las lesiones que el paciente pueda presentar y basandose en la vanguardia de
la Ingenieria Genética, disenio de algoritmos, deteccion simultanea de multiples tipos
virales en vias a tratamientos efectivos en el futuro que fungan en el mejoramiento de
la caidad de vida de los pacientes que acuden a consultas o deseen conocer su estatus
de salud.

En este estudio se hallé asociacién entre la detecciéon por NMPCR (Sotlar) y RFLP-
MY09/11, siendo la NMPCR més sensible que la RFLP-MY09/11 debido a que es 15
veces mas probable que de un diagnostico real positivo en NMPCR que en la RFLP-
MY09/11, por lo que el valor k fué bajo debido a la poca correlacién entre ambos
métodos, siendo esto porque la NMPCR. detecta mas de 3 tipos tipos de VPH en una
muestra. A su vez, variables como la edad, sexo, clinica y area de toma de muestra

guardan asociacion con el VPH detectado sea miiltiple o de infeccién simple, siendo
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el sexo femenino en quienes mayormente se detecta infeccién. Se ha detectado una
alta incidencia de VPH en la poblacién juvenil, sobretodo en edades comprendidas
entre los 25 y 35 anos, también en personas mayores a los 50 anos. Siendo esto asi, es
imprescindible la educacion en la clinica del virus en los pacientes y un seguimiento de
ser posible estricto en cuanto a la historia clinica del paciente para hallar relaciones
entre lesiones y el tipo de VPH detectados en los pacientes.

La PCR a lo largo de los ultimos 20 anos ha sido la vanguardia en los métodos
de deteccion virales y con el continuo mejoramiento en la técnica con modificaciones
al protocolo, se puede llegar al disefio de vacunas mas efectivas, kits de deteccion
combinados con técnicas como inmunoensayos o ELISA que atin son usadas y estan en

constante mejoramiento; siendo mas rapido y de facil acceso y aplicaciones médicas.
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Recomendaciones

= Para efecto de las digestiones, se recomienda usar geles de acrilamida para una
mejor resolucion y corrida electroforética, debido a que en geles de agarosa se

dificulta tipificar.
» Estandarizacion de las reacciones de PCR en el uso de la Taq Polimerasa.

» La falta de informacién en las historias médicas dificulta el andlisis estadistico,
quedando variables sin data y no se puede interpretar de una manera ecuanime
los resultados a obtener, pudiendo tener algin tipo de sesgo o robustez en los

estadisticos.

» Considerar la naturaleza de la muestra clinica (si presenta NIC I, NIC II, NIC
III), en el caso de los tipos de VPH de alto riesgo oncogénico; el genoma viral
estd integrado y por tanto, es casi imperceptible en una PCR usando MY09/11
pudiendo dar falso negativo por lo que hay que explorar otras variantes de PCR

o en su defecto, realizar otra toma de muestra.
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