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RESUMEN

Introduccién: El cancer cercicouterino (CCU) es un importantebfgma de salud publica,
siendo la segunda neoplasia mas prevalente erblagdan femenina a nivel mundial y la quinta
causa de muerte por cancer de dicha poblacions\Rapiloma Humano (HPV) es una de las
infecciones de transmisién sexual mas frecuenteed mundial y el factor etiolégico de cancer
cervicouterino, detectandose en el 99,7% de todeschsos. En la actualidad la técnica
mayormente utilizada para la deteccion precoz d& @€ el Papanicolaou (PAP), la cual ha
contribuido de manera importante en la reducciétadacidencia y mortalidad por CCU. Sin
embargo, esta técnica no permite detectar de malrereta la infeccion por HPV, ademas de
requerir muestras consideradas invasivas paraasizagion, como es el caso del cepillado de
cuello uterino (citobrush) y biopsias.

Hipodtesis Utilizando técnicas de amplificacion e hibridacido radioactiva es posible detectar y
genotipificarvirus papiloma humano en muestras de orina.

Objetivo General: Estandarizar un método eficiente para la detecgigenotipificacion deirus

papiloma humano en muestras de orina.

Metodologia Se analizaron 119 muestras de orina de pacienteenfeas con diagndstico
previo de lesiones de bajo grado (LBG), lesionesaie grado (LAG), carcinoma cervical
escamoso (CCU) y normales. La extraccion de DNAeaéz6 con el método fenol/cloroformo
(1:1) modificado. La deteccidn vy tipificacion deslgenotipos virales fue llevada a cabo mediante
PCR convencional e hibridacion no radioactiva.

Resultados La frecuencia de HPV aument6 a medida que prafeeka carcinogénesis cervical
uterina (Normal 20%, LBG 85,7%, LAG 88,3% y CCU &3). El principal genotipo viral
evidenciado fue HPV16, tanto en infecciones Undceso en infecciones multiples.

Conclusién Utilizando técnicas de amplificacion e hibridatidio radioactiva, es posible
detectar y genotipificar HPV en muestras de orpasicionando esta técnica como posible

metodologia complementaria al PAP.



SUMMARY

Background: Cervical cancer remains a major public healttbfam in developing countries and
the second-third most common cause of cancer deathe worldwide Human Papilloma Virus

(HPV) is sexually transmitted infections more conmamd etiological factor for cervical cancer,
detected in 99,7% of cases. Now the technique ueedearly detection of CCU is the

Papanicolaou (PAP), which has significantly conttéal in reducing the incidence and mortality.
However, this technique can not directly detect HRPYection, besides requiring invasive
samples considered for its realization, as is #s® avith cervical brush (citobrush) and biopsies.
Hypothesis Using amplification techniques and nonradioactmwridization can be detected
and genotyping HPV in urine samples.

General Objective Standarddize an efficient method for the detectind genotyping of HPV in

urine samples.

Methodology: We analyzed 119 urine samples from female patiesith a previous diagnosis of
low squamous intraepithelial lesion (LSIL), highuagnous intraepithelial lesion (HSIL), normal
and cancer (CC) by Papanicolaou (PAP), to wich mmelet DNA extraction using the extraction
protocol phenol/chloroform (1:1) modified. Detectiand typing of viral genotypes was carried
out by conventional PCR and nonradioactive hybatian.

Result HPV frecuency was increased according the gramitgervical lesion (Normal 20%,
LSIL 85,7%, HSIL 88,3% and CC 93,8%). The HPV16 wlaes principal genotype, in single
infections and the multiple infections.

Conclusion Using Techniques of amplification and hybridipati is possible detect and
genotyping HPV in urine samples, positioning theshinique as a possible complementary
method to PAP.



1. INTRODUCCION

El Cancer Cervicouterino (CCU) es un impoeaptoblema de salud publica, siendo la
segunda neoplasia mas prevalente en mujeres amivadial y la quinta causa de muerte por
cancer en esta poblacién. Anualmente se detectadedlor de 529.000 nuevos casos de los
cuales aproximadamente la mitad morird. En Chitepa el sexto lugar como causa de muerte
por tumores malignos en la mujer, y en el afio 280@stimo6 una incidencia de 14,4 casos por
cada 100.000 mujeres. Anualmente se diagnosticat¥y81.casos, con 721 muertes,
correspondiendo a una tasa de mortalidad de 6,8gu& 100.000 mujeres. El virus papilloma
humano (HPV por sus siglas en inglés) es una dénfasciones de transmision sexual mas
frecuente a nivel mundial y el factor etiolégico@EU, presentandose en el 99,7% de los casos.
Actualmente la técnica mas utilizada para la dédeqarecoz del CCU es el Papanicolaou (PAP),
el cual ha contribuido de manera importante adageion de la incidencia y mortalidad. A pesar
de la gran utilidad que otorga, el PAP no permdentificar todos los casos, por lo que la
busqueda de metodologias complementarias altarsensgbles y con alto valor predictivo, se ha
vuelto una importante necesidad clinica.

Varios estudios mencionan la utilidad de péfitacion de HPV como marcador predictivo en
la carcinogénesis cervical uterina, debido a la pltesencia de DNA viral en muestras de
pacientes con algun tipo de lesién o cancer y $ daula frecuencia en pacientes normales.
Estos estudios han sido realizados en materiatdrebtenido del cepillado del cuello uterino
(Citobrush), material obtenido durante el examenRAP. A pesar de los buenos resultados
alcanzados aun es necesario implementar un sisterdateccion de HPV en un tipo de muestra
de facil acceso y de menor grado de invasividadocesna orina, debido a que un alto porcentaje
de las mujeres sexualmente activas no acude aolasoles ginecoldgicos por pudor. Esto
permitiria seleccionar mujeres con mayor riesgaesarrollar una lesion cervical uterina, las
cuales posteriormente deberian realizarse el exaitwddgico (PAP).



Debido a lo expuesto anteriormente es quebptivo de este estudio fue estandarizar un
método eficiente para la deteccion y genotipifiéadle Virus Papiloma Humano en muestras de
orina, como marcador predictivo en la carcinogénesivical uterina, lo que contribuiria a tomar
decisiones adecuadas en pacientes normales ylesiones preneoplasicas e invasoras (cancer)
del cuello uterino. La utilidad de esta técnicaaseéanto a corto como a largo plazo. A corto
plazo, al tomarlo como un método de seguimientpatgentes y decision terapéutica, y a largo

plazo, reduciendo potencialmente las tasas de caterno presente en la poblacion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer Cervicouterino y Lesiones Preneoplasicas.

A nivel mundial el CCU es un importante probéede salud publica. Anualmente se detectan
alrededor de 529.000 nuevos casos de los cualesimadamente la mitad morira. Debido a esto
CCU es considerada la segunda neoplasia con magwaalencia en la poblacion femenina y la
segunda causa de muerte por cancer en dicha poblgault, 2006; Jastreboff y Cymet, 2002;
Janicek y Averette, 2001; Chan y Berek, 2007; BA6f)3; Bootet al.,2007; Peralta-Zaragoza,
et al., 2012). La prevalencia de CCU y de cada una deetasas precursoras es altamente
elevada, principalmente en paises subdesarrol{@ddis 2006; Burd, 2003; Chan y Berek, 2007;
Janicek y Averrete, 2001). En chile, ocupa el séxgar como causa de muerte por tumores
malignos en la mujer, con una incidencia de 14gbsgor cada 100.000 mujeres y una tasa de
mortalidad de 6,6 casos por cada 100.000 mujeredaff-et al., 2010). En la region de La
Araucania constituye la tercera causa de muertecquacer, desplazando el cancer de mama,
descrito a nivel mundial como el mas frecuenten awarto lugar (Brebiet al., 2009). Aun se
desconoce la incidencia de las lesiones preinvag&ignos de HPV, NIE y Carcinoma in situ
[CIS]), pero segun lo planteado por el Ministere®hlud, anualmente se diagnostican alrededor
de 11.000 nuevos casos (MINISTERIO DE SALUD, 2005).

El cuello uterino o cérvix se encuentra tagizgor dos tipos de epitelios, el exocervical
(también conocido como escamoso 0 pavimentoso) gn@bcervical (conocido como epitelio
columnar), el cual es cilindrico mucosecretor. Ebsde union de ambos epitelios es muy
variable, ya que esta relacionado con la edadpgrdie en gran parte de la accion de hormonas
ovarica, de la menarca, del coito y del embarazch®sitio de unidn entre ambos epitelios se
llama zona de union escamo-columnar (UEC) y camgistun area dindmica, sujeta a fenomenos
proliferativos y de remodelacion que transformaeptelio cilindrico mucosecretor en epitelio
pavimentoso (De Ruizet al., 2005). Estos dos epitelios pueden verse afectadoani el

transcurso de la vida desarrollando un CCU. Deadrdos tipos de CCU se encuentran: el tipo



escamoso o epidermoide (SCC), presente en el 9086 dasos, y el adenocarcinoma (ACC), el
cual afecta al epitelio glandular del cérvix y qurca aproximadamente el 10% de los CCU
(Hemminki,et al.,2002).

Segun la definicion otorgada por el Ministedi® Salud de Chile, el CCU corresponde a una
alteracion celular que se origina en el epitelid daello del Utero y que se manifiesta
inicialmente a través de lesiones precursoras & g progresiva evolucién, que se pueden
suceder en etapas de displasia leve, moderadaeyaséas que pueden evolucionar a cancer in
situ (circunscrito a la superficie epitelial) y/ocancer invasor, en el que se logra traspasar la
membrana (MINISTERIO DE SALUD, 2005).

La patogénesis del cancer cervico uterinmisgi como un proceso paulatino que involucra la
interrupcion de la diferenciacion normal del epit&dlscamoso, produciendo con ello cambios en
la estructura y fisiologia de este (Figura 1) (®daa, et al., 2012). A consecuencia de la
infeccion por HPV, se desarrollan displasias encisilas cervicales, manifestandose esto a
través de alteraciones en la forma, tamafo y orgardn del epitelio (Jastreboff y Cymet, 2002;
Burd, 2003; Saavedrat al., 2012; Trottier y Franco, 2006; Jungt al., 2004; Allan,et al.,
2006). Por mucho tiempo se ha establecido la ildaquersistente de virus papiloma humano de
alto riesgo como agente causal de CCU, debido ag@mcuentra presente en aproximadamente
el 99,7% de los casos. Sin embargo, ultimos estubdan dilucidado que la sola infeccién
persistente por HPV no es suficiente para inmagaly transformar células epiteliales, también
se requieren alteraciones genéticas y epigenéisrasel desarrollo de la carcinogénesis, con lo
cual estos tres factores, en conjunto, puederaakéicontrol del ciclo celular, provocando que la
célula huésped adquiera un fenotipo inmortal y esaa un fenotipo maligno e invasivo
(Saavedraget al., 2012). Actualmente, las lesiones cervicales seificlas como neoplasias
intraepiteliales o NIE, considerando los tipos ly lll. Las NIE y el carcinoma in situ (CIS) se
limitan al epitelio, sin traspasar la lamina baga#streboff y Cymet, 2002; Burd, 2003;
Woodman,et al., 2007; Allan,et al., 2006; Junget al., 2004; Trottier y Franco, 2006), sin

embargo, cuando la lesion traspasa la lamina hasal dirige hacia el estroma del tejido se



denomina carcinoma invasor (Woodmahal.,2007). A su vez, existe una segunda clasificacion
para las lesiones intraepiteliales, la cual tonmaacbase el grado de progresion y regresion que
presente el epitelio. Dentro de esta nueva clasifim es posible encontrar las lesiones de bajo
grado (LBG) y alto grado (LAG) en las cuales se uemtran insertas las neoplasias
intraepiteliales tipo | (NIE 1) e infecciones corPH (en el caso de LBG), y las neoplasias
intraepiteliales tipo Il, Il y carcinoma in siterf el caso de LAG). Aproximadamente el 11% de
las NIE | progresan a CIS y el 1% a cancer invagiastreboff y Cymet, 2002; Trottier y Franco,
2006), y alrededor del 57% tiene una regresiéntaogia normal. Las lesiones de alto grado
presentan una mayor tasa de progresion a CCU,aslimse en un 43% a 70% (Chan y Berek,
2007; Jung.et al., 2004; Trottier y Franco, 2006). Todos estos podjestde progresion o
regresion de lesiones intraepiteliales varian deer@o a la region geografica en la cual se
presenten, el grado de educacion de la poblacidos programas orientados a la prevencion y
deteccion implementados en cada pais (Janicek sefige2001).

Cervix normal Lesién escamosa intraepitelial Cancer invasivo
T Alto grado f [

Bajo grado

MNeoplasia cervical intraepitelial
Grado 2 Grado 3

Grado 1 J

(0% o] =.}<5'/¢§?\/ *
oloJoo oﬂf)] relolo[eo)ele '

Capa basal [ |O

Membrana basal —
Dermis —— = — —

Figura 1. Progresién de cancer cérvico uterino mediado pov.HRlaptado déWoodman et al(2007). El HPV
accede a las células basales por medio de miaoksipresentes en el tejido cervical. El virus aatiane en forma
de episoma con un bajo nimero de copias (célulasdoleo purpura). Las células de la capa basdlviden y
empiezan a migrar hacia la superficie. Las lesioreatadas progresan a cancer microinvasor edmnyan dénde
el genoma del HPV se asocia con el genoma de hiiésglellas con ndcleos rojos). En la zona supeifii DNA
viral es empaquetado en capsides y la progeniberadia para reiniciar la infeccion.



Actualmente el método de tamizaje utilizadoapk deteccion de ceélulas anormales o
neoplasias cervicales es la tincion de Papanico(®&P), también conocida como citologia
vaginal (Burd, 2003; Janicek y Averette, 2001; Allat al., 2006; Canadast al.,2006). Este
método ha sido el pilar para la prevencién de qaoervical en los ultimos 50 afios y ha dado
lugar a la reduccion de la incidencia y mortalidietl CCU a nivel mundial, razon por la cual la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha recomdndeste método para la deteccién de
cancer de cuello uterino en mujeres sexualmentgaac{Lorincz y Richart, 2003; Patro y
Nongkynrih, 2007). Sin embargo, este método praspriblemas en cuanto a su sensibilidad,
estimandose en el rango del 50% a 60% en el cantielt seguimiento de rutina (Lorincz y
Richart, 2003). Otro de los problemas asociadd®Ad® es el significativo porcentaje de falsos
negativos, cuya tasa equivale al 20% a 30% dedtis £xaminados dependiendo del laboratorio
en el cual se realice. Ademas, al ser una técrecdetkeccion indirecta del HPV, no permite la
tipificacion viral, importante informacién al momnterde categorizar en subgrupos a los pacientes

desde una perspectiva clinica (Medbal.,2005).

Mediante citologia también es posible obsepéunlas atipicas del epitelio escamoso y que
tienen una significancia indeterminada (ASCUS, fu8 siglas en inglés), lo que es atribuido a
indicios de infeccion por HPV sin que se desarrdigplasia, dificultando la clasificacion de
estas anormalidades y la determinacion de su ieupce en el epitelio cervical (Janicek y
Averette, 2001; Jastreboff y Cymet, 2002). Aungsia @atologia puede detectarse precozmente,

continda siendo la causa de muerte mas frecuenteumes entre 35 y 54 afios.

Si bien la principal asociacion a la infeccgor HPV es el cancer cervical, también existen
otros canceres asociados a dicha infeccion coned esso del cancer vaginal, el cual presenta
variadas similitudes con el de cuello uterino, deenna de ellas el genotipo de mayor frecuencia
correspondiente a HPV-16, cuya prevalencia se ateupresente entre un 64% a 91% a nivel
mundial (Shuklagt al., 2009). En relacion al cancer vulvar, la mayor ircicia se estipula en
poblaciones europeas, siendo los principales tg@wdHPV asociados a cancer vulvar y sus
lesiones precursoras (VIN) los de alto riesgo, ggp@mente HPV-16, 31 y 33 (Shukiet, al.,



2009). Segun lo planteado por STATBITE, los priatés tipos de HPV de alto riesgo asociados
a cancer anogenital, corresponderian a HPV-16318; 45. Aproximadamente el 90% de los

canceres anales, la mitad de los vulvares, vaginalde pene, y alrededor del 12% de los
canceres orofaringeos (cavidad oral y gargantanpsentrarian asociados a infecciones por HPV
(StatBite, 2010).

2.2 Virus Papiloma Humano

El HPV es un virus perteneciente a la fandkalos papilomavirus (Zea-Mazet al.,2010),
de pequefio tamafio (8000 pb aproximadamente y 5®ndiadnetro), sin envoltura, de doble
hebra y con un DNA dispuesto de manera circulagl@oal sdlo una de sus hebras se transcribe
activamente (Shettyet al., 2005). Las particulas de los viriones de HPV congla 72
capsomeros, y cada capsémero corresponde a unmaeatde la proteina principal de la capside
(L1). Ademas, existen algunas copias de la protéénka capside menor (L2) (Girogloet, al.,
2001). EI genoma del HPV se encuentra dividido ess tporciones principales: una de
aproximadamente 4-kb denominada region temprangyg&)odifica proteinas no estructurales,
una region tardia (L) de aproximadamente 3-kb quifica las dos proteinas de la cdpside, y una
region control (LCR) de aproximadamente 1-kb noHomahte que contiene una serie de

elemento<is que regulan la replicacion y expresion génica (Murgs al.,2004).

La region LCR contiene un centro promotor Bam p97 que permite potenciar o silenciar
secuencias que regulan la replicacion del DNA nmadial control de la transcripcion de los
marcos de lectura abiertos (ORFs). Ademas estamresgipara ambos grupos de genes, region
temprana y region tardia, y a pesar de no seficaudlie, contiene elementeoss necesarios para
la regulacion de la expresion génica, replicaciéinggnoma y empaquetamiento de las particulas
virales (Munozget al.,2006). Ademas esta regién contiene la mayor vamagenética entre un
tipo viral y otro (Burd, 2003).



La region tardia codifica dos proteinas, LIL2y relacionadas con la creacion de la capside
viral y la sintesis de nuevos viriones envasados €t al.,2010). Las proteinas estructurales L1
y L2, son proteinas de 43-53 KDa y 57 KDa, respantente, y son las responsables de formar
los capsdémeros, siendo la proteina L1 la cual septa la mayor parte de la particula viral
(aproximadamente el 80%) (L6pez y Lizano, 2006; gya007).

La region temprana del genoma de HPV codifi@e las primeras 6 proteinas, E1, E2, E4,
E5, E6 y E7, relacionadas con la regulacion depdiaacion del DNA vy la proliferacion celular
(Paavonen, 2007; Thomisoet, al.,2008). El gen E1 es un gen de aproximadamente Y &h5
a 76,2 KDa, el cual codifica para una proteina earcte 593 a 681 aminoacidos. En tanto, E2
codifica para una proteina de 1100 pb y de apradémeente 45 KDa (LOpez y Lizano, 2006).
E1l y E2 participan en el mantenimiento episomaénais, cada uno actia en la regulacion
ascendente (up-regulation) de la replicacion debge y reprimiendo la expresion de E6 y E7
respectivamente (Thomisoet, al.,2008). E2 se asocia a los genomas virales comréososomas
celulares en mitosis, procurando con ello que lesogas virales no se pierdan durante la
division celular (Negroni, 2009). La secuencia tiodnte de E4, de aproximadamente 260 pb,
codifica para una proteina de alrededor de 10 aKBé4, mientras que el gen E5 (de
aproximadamente 230 a 250 pb), codifica para umdejpra de 90 aminoacidos cuyo peso
molecular es de 14 KDa (LOpez y Lizano, 2006). E2,y E5 forman parte de la transcripcion
viral, E4 se vincula a la produccién de la proteit#tade la capside e interrupcién de los
filamentos de citoqueratina desestabilizandoloslitaedo la liberacion de particulas virales
(Negroni, 2009) en tanto, E5 estimula los receptatel factor de crecimiento del huésped y
participa en el proceso de replicacion viral (Theoniet al.,2008). El gen de la proteina E6 es
de aproximadamente 450 a 500 pb y cuya proteinaasiel50 aminoacidos, presenta un peso
molecular de 16 a 18 KDa. En tanto, E7 corresp@de gen de 300 a 320 pb, el cual codifica
para una proteina de 100 aminoacidos con un pekxotar de 10 KDa (McLaughlin-Drubin y
Munger, 2009; Lopez y Lizano, 2006). E6 y E7 actéarla replicacién y transformacion viral,
ademas de la regulacion ascendente del ciclo cel@d@& se involucra en la regulacion
descendente (down-regulation) de p53, Bak y Baxaeto, E7 en la regulacion descendente de

pRb (proteina retinoblastoma) (Thomisenal.,2008).



En cuanto a la relacion de estas proteinadHédn de alto grado de malignidad, la insercion
celular es llevada a cabo por el gen E2 (reguladaestro del genoma viral y represor
transcripcional de los genes E6 y E7) (lebal.,2010), el cual sufre deleciones, generandose la
pérdida del mismo (Negroni, 2009). La pérdida depE®oca la liberacion de la expresion de los
genes E6 y E7, ahora llamados oncogenes (McLauBhiibin y Munger, 2009), los cuales son
capaces de inactivar al supresor tumoral p53 gablastoma, llevando con ello a la inestabilidad
gendmica y la represion de la apoptosis (kiral.,2010), generando con esto la acumulacion del
DNA mutado e inhibiendo el control del ciclo celyl@on lo cual la célula se inmortaliza

entrando permanentemente al ciclo celular (Neg&99).

Se han descrito mas de 200 tipos virales,odeclales aproximadamente 40 presentan
tropismo positivo por el area anogenital y mucokssgue pueden ser agrupados en HPV de alto
riesgo y bajo riesgo oncogénico, dependiendo dassgiacion con lesiones de alto grado o
carcinomas invasores (Paavonen, 2007). Los HP\afterkesgo incluyen los tipos 6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81 entre los mas frecgeme ellos los mas importantes son los tipos 6
y 11 asociados principalmente al desarrollo de ibomés en hombres y en mujeres. Los HPV de
alto riesgo que se consideran potencialmente omg@ug por su presencia en lesiones de alto
grado y carcinomas, son los tipos 16, 18, 31, 8338, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73
y 82. Los genotipos virales mas frecuentes en @8 Gon, HPV 16 que esta asociado al 50% -
60% de todos los canceres y HPV 18 que es obseeradb15% - 20% (Veldzquez-Méarquet,
al., 2009; McDonaldet al.,2012; Lopezet al.,2010).

2.2.1Patogénesis del Virus Papiloma HumanoPara que se inicie el proceso de infeccion del
virus papiloma humano en la célula huésped delsireMn microtrauma en el epitelio genital,

caso que se da durante el coito sexual, con lbetl#PV invade la capa basal de la epidermis
genital (Tchernev, 2009). Con la finalidad de itdedas células diana del huésped, el HPV se
une a receptores especificos en la superficiearglpenetrando la membrana plasmética, por
intermedio de un mecanismo aun desconocido, y tan€lo su genoma al nucleo de la célula

huésped (Bousarghirt al., 2003). EI mecanismo de entrada por el cual el vataviesa la
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membrana plasmatica y llega al citoplasma pare@star vinculado a la presencia de heparan
sulfato, el cual se encuentra en la superficielaefpermitiendo la union del pseudovirion. Esta
interaccion seria un pre requisito para el éxitolalénfeccién y posterior unién al receptor
(Giroglou, et al., 2001). La internalizacion del virus papiloma ocueetravés de dos vias
principales, la primera es por endocitésis de was$ccubiertas de clatrina (mecanismo utilizado
por los genotipos virales HPV16 y 18), y el seguadavés de un complejo protéico encabezado
por caveolina (observado en la infeccion por HPYBay, et al., 2003; Anderson, 1993). Una
vez dentro de la célula, el virion de HPV genermlwas en los cuales, debido al ambiente
reductor del citoplasma, pasara a la conformaci8®@S2 y de manera posterior ocurrird la
protedlisis de la terminal carboxi de L1, liberarmdm ello el genoma de la capside para iniciar la
infeccidn. Las sefales bioldgicas para el montajesmontaje son programadas por la quimica

de la formacion de la capside (kt, al.,1998).

La replicacion del DNA viral comienza al morteene la interaccion entre los factores de
transcripcion de la célula huésped y la region ld@Rvirus. Con lo cual, una vez que el genoma
del HPV se integra al genoma de la célula huésmedre la interrupcion de las regiones
codificantes para los genes E1 y E2, resultandta grérdida de la expresion del gen viral E2
(responsable de la represion de los genes virdles /), provocandose la transcripcion vy libre
expresion de E6 (supresor de la actividad apoptakicp53) y E7 (responsable de la represion de
pRb, lo cual permite la sobreexpresion del inhibid® quinasa dependiente de ciclina (§1%6),
desencadenandose la inestabilidad gendémica), ceandbse genera la acumulacion del DNA
mutado y se inhibe el control del ciclo celularpymrcando la inmortalizacion celular, la cual
entra permanentemente en el ciclo celular (etral.,2010; Negroni, 2009; McLaughlin-Drubin
y Munger, 2009; Saavedraf al., 2012). La relacion entre tipos virales de altogtegcomo
HPV16 y 18) y el desarrollo de CCU se encuentraadadto por la alta afinidad que presentan
las proteinas virales E6 y E7 con las proteinasypdRb de la célula, como por la capacidad de
integracion que presenta el genoma viral en el mencelular (Motoyamagt al., 2004). Las
proteinas L1 de la capside del HPV parecen teneolumportante en cuanto a la infeccion del
virus a la célula huésped, principalmente porquerssencia se evidencia dos veces durante el

ciclo de vida del virus: la primera ocurre inmediaente después de que los viriones infectan las
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células epiteliales proliferantes indiferenciadals segunda, cuando las proteinas L1 y L2 recién
sintetizadas montan el replicado del DNA gendémiedHiPV en viriones infecciosos dentro de

los nucleos de las células epiteliales diferencahasu fase terminal (Nelsat,al.,2002).

Cabe destacar, que los papilomavirus son iebougrupo del cual se sabe que su proceso
infeccioso se inicia en un sitio extracelular. Ebgeso infeccioso es notablemente lento y
asincronico, tomando alrededor de 12 a 24 hrs lpardciacion de la transcripcion (Schillest
al., 2010).

2.2.2 Epidemiologia del Virus Papiloma Humano. El HPV es una de las infecciones de
transmision sexual mas comunes a nivel mundiattafielo tanto a hombres como mujeres. Entre
las mujeres con citologia cervical normal, la plenaia de HPV, en muestras de biopsias y/o
raspado de cuello uterino (citobrush), se encuerdreana al 14,3% de la poblacion en regiones
menos desarrolladas y en un 10,3% en las mas démadas, siendo para ambas regiones la
maxima prevalencia observada en mujeres menor@$ @éos, y en mujeres entre los 35 a 50
afios la maxima prevalencia del virus varia segumtirgente. En cuanto a los hombres, la
prevalencia del HPV en genitales es muy variablend® el rango estimado para dicha
prevalencia entre el 6% al 72% segun sea la pdblastudiada. La mayor parte de la poblacion
sexualmente activa se estima presentara durantedawalguna infeccion por HPV (Bonnez y
Lindeque, 2011).

HPV se presenta en un momento dado de ladeda mujer, con una mayor prevalencia en
mujeres africanas y latinoamericanas (22,1% y 20 #4pectivamente) en comparacion con
asiaticas (8%). Sin embargo, estudios han demastad alrededor del 75% de la poblacion
femenina sexualmente activa presenta antecedeat@$edcion genital por HPV (Palmest al.,
2009). HPV es el principal responsable de lesicgreda piel como son las verrugas ano-
genitales, ampollas y actualmente, patologias celna@ncer cervical (Zea-Mazet al., 2010).

Es bien sabido que los adultos jovenes sexualnamiiteos son mas propensos de contraer la
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infeccion por HPV y de forma especial, la poblacitamenina, como se mencion0 con
anterioridad, siendo la principal afectada y cugogo de edad de mayor prevalencia es aquel
concentrado entre las mujeres menores de 25 gfes § post-menopausicas (Trottier y Franco,
2006). En hombres, el 80 a 85% de los canceressagaterca del 50% de los canceres de pene
se encuentran asociados a infecciones por HPV siehdenotipo predominante HPV16, en
tanto en mujeres, el DNA de HPV se encuentra frgemeente asociado con cancer vulvar, 36-
40% y cerca del 90% de los canceres vaginalesgenstipos predominantes en enfermedades
benignas son HPV6 y 11 (Giulianet, al., 2008). La prevalencia global de infecciones povVHP
en mujeres con citologia normal se ha estimadoret0/5%, sin embargo esto puede variar
dependiendo de la region geogréfica en la cual ssene el porcentaje, llegando a existir
diferencias de hasta 20 veces en distintas poblesj@omo es el caso de Espafa con un 1,4% de
mujeres con citologia normal e infeccion por HP\\igeria con un 25,6% de infecciones por

HPV bajo la misma condicion (citologia normal) (¥ajuez-Marquezt al.,2009).

Existen factores que aumentan el riesgo dérammuna infeccion por HPV y/o desarrollar
cancer cervical, dentro de los cuales podemos &acota edad temprana de la primera relacion
sexual, la paridad elevada, las multiples paregasaes, frecuencia de las relaciones sexuales,
presencia de verrugas genitales en parejas seximatasosupresion del individuo (co-infeccion
con VIH), y uso de anticonceptivos orales (aumeni@sgo de progresion de la enfermedad en
pacientes ya infectados) (Dominga, al., 2008; Koutsky, 1997). También existen otras formas
no sexuales de transmision del HPV como son: hpinésion vertical y perinatal del HPV de
madre a hijo en tasas bajas, 2) transmision tracsptal a través del liquido amniético, sangre
del cordon umbilical, placenta, 3) posible transdmsorizontal (particularmente de los tipos de
bajo riesgo) (Bosclet al.,2006).

En relacion a la infeccion por HPV el epitalienital intacto es resistente a infecciones por el
virus, es por ello que para iniciar una infecci@s particulas de HPV deben moverse a la
superficie de la célula epitelial a traveés de pégealesgarros en la piel 0 mucosa genital (Wang,

et al.,, 2010). En cuanto a la eliminacion natural del sjrel tiempo medio para eliminar
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infecciones con subtipos no oncogénicos de HPMredetdor de los 5 meses y, para aquellos
subtipos oncogénicos entre 8 a 12 meses, siendo $§itgyatura, alrededor de un 81% de mujeres
infectadas con HPV las que se liberan del virugdudel primer afio de infeccion y posterior al

diagnéstico en un tiempo medio de 19 meses (Rbsé.,, 2008).

En diversos estudios se ha encontrado enib®pesticulares de hombres con azoospermia y
aparentemente en células de esperma infeccionddRdy lo que podria estar relacionado con
problemas de movilidad de espermatozoides y astespermia, ademas de actuar como un
posible reservorio del virus considerando un faotasculino en la trasmisién sexual del HPV
(Pellati, et al.,2008; Martorell et al.,2005). Estudios realizados por Pérez-Andgtaal., (2009)
demostraron que los espermatozoides pueden seawwiio cvehiculos para la dispersion y
penetracion por HPV a la mucosa cervical, uniéndaséa superficie de la cabeza de
espermatozoides, y a su vez plantearon que el &bode las interacciones entre el HPV16 y
células espermaticas pudiesen servir como estaatggira el desarrollo de terapias antivirales
(Perez.Andinoet al.,2009).

2.2.3Epidemiologia del Virus Papiloma Humano en orina. Segun lo planteado en la
literatura, la base para la utilizacion de orin@mo muestra no invasiva para la deteccion de
HPV, es que la pared epitelial del cuello utesfmla vagina de forma normal eliminan células
exfoliadas a través de la orina (células implicagtata deteccion de HPV), con lo que las células
trituradas debieran contener genomas virales,nggpincluyendo genomas de otros organismos
infecciosos con lo cual, pudiese ser posible laaédn de HPV en muestras de orina (Prusty,
al., 2005). En relacion a las tasa de deteccion de HPWri@a, suelen ser muy similares a las
encontradas en muestras de cepillado de cuellanoteestudios realizados en pacientes
femeninas infectadas con VIH presentan una tasteecion de HPV que varia entre un 80% a
un 90%, ya sea en muestras cervicales o de orioaygs principales genotipos detectados son
HPV16 y 53, principalmente HPV16, seguidos por genotipos virales 6, 62, 74 y 54
(Brinkman, et al.,2002; Jonget al.,2008; Tanziget al.,2013). En tanto, DNA de HPV puede ser

detectado en muestras de orina de mujeres condpoeicy cancer cervical, observandose al



14

genotipo HPV16 como el predominante en pacientescémcer, en porcentajes que rodean el
70% (Guptaget al.,2006; Prustyet al.,2005). Existe una alta coincidencia de positividada

deteccidon de HPV entre muestras de orina y cepi#l@agrvicales.

En la poblacion masculina igualmente se halizado estudios en los que se logro detectar
HPV mediante muestras de orina. Golij@at/al., (2005) observé (en hombres con lesiones en el
pene o con parejas sexuales infectadas por HPVaquavés de muestras de DNA extraidas
desde orina y analizadas mediante PCR anidadaaniilo los cebadores tradicionales MY09/11
y GPO05/06, en conjunto con SSCP (polimorfismo defawonacion de cadena sencilla), fue
posible detectar la presencia de HPV de alto riemgaun 73% de la poblacion masculina
estudiada sugiriendo con ello que HPV puede sespatado por la orina, probablemente en las
células exfoliadas (tal como se mencion6 anteriate)anfectadas por HPV, mecanismo que se
asemeja al ocurrido en la eyaculacion, donde eblpda transmision del virus albergado en las
células espermaticas del tracto genital masculiadiamte la transmisién sexual (Golijoet, al.,
2005).

Existen algunas consideraciones al momentwoadb@ajar con muestras de orina puesto que, la
presencia de algun tipo de molécula inhibidora método de extraccion de DNA influyen en la
eficiencia de la amplificacion por PCR, tales maolés, como nitritos o urea que permanecen
como remanentes en la orina, disminuyen la tasandglificacion de PCR. Otro factor a
considerar es la refrigeracién de la muestra, pupst en las que han permanecido durante toda
una noche a 4°C, se mejora la deteccion de HPVij¢@olet al., 2005). Otros estudios
demostraron que la deteccion de HPV por PCR lle@adabo en forma simultanea en muestras
de orina y raspado cervical no evidencia ningufexreiicia en cuanto a positividad o negatividad
de las muestras para HPV, con lo que se demuasgréagleteccion de ADN de HPV mediante
PCR en muestras de orina es un método convenientévasivo para el diagndstico a gran
escala de HPV (Guptat al.,2006).
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2.3 Teécnicas de deteccion del Virus Papiloma Humano

2.3.1Captura Hibrida. Captura hibrida es uno de los métodos mas utilzpdoa la deteccidon
de HPV y el cual se basa en la hibridacién de soa@aRNA en solucién con DNA de HPV
presentes en muestras bioldgicas, utilizando derales tipos de sondas, una para HPV de alto
riesgo que incluye 13 tipos de HPV (16, 18, 31,3%3,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y otra para
el grupo de HPV de bajo riesgo que incluye 5 tiffsll, 42, 43 y 44) (WHO Consultation on
Cervical Cancer Screeningt al., 2002; Tatti, 2011; Colladoet al., 2008). Los hibridos
inmovilizados reaccionan con un derivado de RNA-D#&\ anticuerpo conjugado con fosfatasa
alcalina y se detectan mediante la adicion de strato quimioluminiscente colocados en placas
(Captura hibrida I1) (Tatti, 2011). El uso mas conte esta técnica sélo sirve para discriminar
entre tipos virales de alto y bajo riesgo, pereesa@apaz de diferenciar el genotipo especifico al
cual corresponde (Lorincz y Richart, 2003). Esteoa@ se encuentra aprobado para su uso
diagnostico por la FDARood and Drug Administratign(Jenkins, 2007), sin embargo, se ha
demostrado en diversos estudios la presencia deuorero importante de falsos negativos,
ademas de presentar una sensibilidad mucho menerlgumayoria de las técnicas de
amplificacion (Martinez, 2010).

2.3.2Reverse Line Blot (RLB). La técnica de RLB es una técnica de deteccion d¢ HP
altamente eficiente, eficaz y econdémica de llevaabo, la cual es capaz de identificar en un
mismo ensayo 38 genotipos distintos del virus deYVHAdemas, es mas sensible y especifica
para la deteccion, que aquellas técnicas basadawenas de restriccion y dot blot (Bredt,al.,
2009). Reverse line blot es un método que utilizasistema previo de amplificacion sensible y
de amplio espectro (PCR), seguido por una hibrislasimple (propia del método) en linea
reversa con la finalidad de discriminar de formmpleta genotipos de HPV. Este método evita
los falsos negativos y posee la capacidad de detiddilmente un amplio espectro de genotipos
de HPV, ademéas define con precision la enfermedadupida por HPV tipo-especifico debido a
gue los genotipos son individualmente discriming@svitt, et al.,1998). Van den Brulest al.,

(2002), en su ensayo propuesto para la tipificad®genotipos de HPV de manera simplificada,
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establecio el uso de un sistema miniblotter paiidar productos de PCR de GP5+/6+ derivados
de hasta 42 muestras de pacientes distintos simealtdente por membrana de hibridacion.
Ademas, comprobd que en éste método modificadoosiblp extraer y re-hibridar la misma

membrana al menos 15 veces sin que ésta manifiéed@a de sefial, con lo que el costo de la

técnica disminuyé considerablemente (Van den Batlal.,2002).

2.3.3PCR real time. Estudios realizados en los ultimos afios estabtatian PCR consenso
que permite amplificar una region altamente cora#avdel principal gen viral de la capside
(L1), ya que es potencialmente capaz de detectiystéos HPV en mucosa con una alta

sensibilidad y especificidad (WHO Consultation aer@cal Cancer Screeningt al.,2002).

La PCR es un método vitro que permite amplificar secuencias de DNA espedfinas de
un millén de veces en unas pocas horas por medimdeeaccion enzimatica dirigida por un
cebador. PCR en tiempo real es una variante d€R ¢dnvencional que utiliza, ademas de la
mezcla establecida para PCR (DNA molde, cebaddié$Ps, tampdon, DNA polimerasa), una
sustancia marcada con un fluoréforo que permiteimiadiasa de generacion de uno o mas
productos mediante la deteccion en tiempo realadflubrescencia. La cantidad de material
fluorescente liberado es proporcional a la cantidad producto generado (Tatti, 2011). Los
Primers mayormente utilizados actualmente para R@Rime son: PGMY09/11, GP5+/GP6+ y
SPF10, y su principal ventaja reside en que peridigatificar el tipo especifico de HPV
(Collado, et al., 2008). El ensayo de PCR real time es una herramiBable, sensible y
especifica para la deteccion de HPV y sus divega®tipos, tanto en muestras de tejido
especificos como en muestras celulares, a su kesgma ventajas como son: deteccion de carga
viral, deteccion de diferentes acidos nucleicosuemmismo ensayo, y la alta sensibilidad que
presenta, o que hace posible detectar concentiesimuy pequefas de acidos nucleicos (Abreu,
et al.,2012).
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2.3.4Inmunohistoquimica (IHQ). La inmunohistoquimica se define como un conjut¢o
técnicas cuya base es el uso de anticuerpos marcpdd permiten asociar la visualizacion
microscopica de detalles tisulares y celulares, leodeteccion de moléculas concretas en la
muestra. Esta deteccidn es llevada a cabo por ndedima reaccion antigeno-anticuerpo, que se
realiza directamente sobre el tejido en el poretobjorrespondiente y es visualizada a través del
revelado con una sustancia cromoégena (por ejerd@minobencidina), lo cual hace posible su
observacion directa al microscopio . Esta técneeha empleado para detectar una serie de
factores asociados a carcinogénesis cervical cdilipEGFR y COX-2 con lo cual ha permitido
un enfoque integral para la progresion de la lesitraepitelial escamosa, asociada o no con la
infeccion por VPH (Balangt al.,2011; Liu,et al.,2007). También se ha empleado ésta técnica
para la deteccion de genotipos virales de HPV pedionde anticuerpos monoclonales que
reaccionan con un polipéptido principal de la graele la capside VPI ampliamente expresado
entre los diferentes tipos de HPV, sin embargo,réssiltados obtenidos no han logrado ser
significativamente relevantes para la deteccionH&®/ (Sen,et al., 2007). En tanto, otros
estudios, abocados a la deteccion de HPV en el calega oftalmologia, se han realizado a
traveés de éste método en conjunto con técnicas tmmbridacionin situy PCR (Nakamuragt

al., 1997).

2.4 Vacunas para Virus Papiloma Humano.

Actualmente existe el desarrollo de dos tigesvacunas contra HPV: vacunas profilacticas
para la prevencion de la infeccion por HPV y enftades asociadas, y las vacunas terapéuticas
destinadas a inducir la regresion de las lesiomesapcerosas o remisién del cancer cervical
avanzado, siendo este ultimo tipo de vacuna coreldeno como una estrategia de prevencion si
no como un método terapéutico, por lo que los asBeolo se revocan a las vacunas profilacticas
(Franco y Harper, 2005). La vacunacion profilactssa debe administrar antes de ocurrir la
infeccion por HPV con el fin de proporcionar alteisa inmune una pauta de reconocimiento y
prevencion a la entrada del virus antes de dictezéion o establecimiento de la enfermedad en

el huésped, todo esto a traveés del desarrollo tdeuarpos neutralizantes del virus dirigidos
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contra las proteinas de la capside L1 y L2, querdpsiian un papel en la entrada viral (Wang,
2007). El enfoque mas exitoso para la generaci@mdevacuna profilactica contra HPV ha sido
el uso de particulas no infecciosas similares @s¥LPs), compuestas de la proteina L1 de la
capside mayor del virus y que se ha demostradojamtedmodelos animales, son potentes
inmundégenos que pueden inducir proteccion contexfesicion del virus y lesiones asociadas
Schwarz y Leo, 2008). GlaxoSmithKline y Merck hassalrrollado actualmente las principales
vacunas disponibles en el mercado (Cervarix y Gédjdenfocadas en la prevencién de
infecciones persistentes por HPV, cuyo enfoquees&@ en vacunas profilacticas como método
preventivo de dicha infeccion y cuya base se ericai@m la proteina de cubierta L1 del virus.
Ambas vacunas contienen los tipos HPV16 y 18, gpeesentan el 70% del cancer cervical a
nivel mundial, en tanto la vacuna desarrollada lderck también incluye los tipos 6 y 11
involucrados en el 90% de las verrugas genitaléawS 2005). La respuesta de anticuerpos
generada por Cervarix y Gardasil se encuentrangsto a los genotipos de HPV contenidos en
dichas vacunas, sin embargo existe una proteccimada de bajo nivel contra otros genotipos
estrechamente relacionados como son HPV45 y 3] ¢tial., 2010). Existen estudios en los
cuales, se ha demostrado que vacunas recombinatrsmlentes para HPV ofrecen un 98% a
100% de proteccion contra incidentes de neoplasingcales intraepiteliales (CIN) y verrugas
anogenitales positivas para los cuatro tipos de HRpecificos presentes en dicha vacuna
(genotipos 6, 11, 16 y 18), con una eficacia siddéede alrededor de 5 afios de seguimiento a
pacientes (Insingat al.,2008). Segun ensayos realizados por Raph), (2008) demostraron
gue la vacunacion tetravalente contra HPV redgaificativamente los eventos generales de la
enfermedad, asistencia sanitaria, utilizacion demss y costos, en un periodo de tiempo de 2,5

afos (Insingaet al.,2008).

HPV es altamente prevalente en hombres quertisexo con hombres (HSH), y mas aun
aquellos HSH infectados con VIH, ademas, la cargacmlina oncogénica de HPV incluye
cancer de cabeza y cuello, cancer de pene y caneérpor lo cual la vacunacion de hombres
antes de iniciar su actividad sexual es probablénemportante para reducir la incidencia de
cancer asociado a HPV en hombres. En México y Alistse ha licenciado la vacunacion basada

en VLP para ambos sexos (Huh y Roden, 2008).
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Para el desarrollo de futuras generacionevageinas preventivas se deben abordar dos
cuestiones principales: 1) reduccion del costo dmlyrciéon en Chile con la finalidad de
aumentar la disponibilidad de estas en paises sarrdéo, lo cual podria suplirse con el uso de
la bacterigEscherichia colipara dicha produccion, las vacunas actuales Livétig y Gardasil)
se producen en células de insectos y levadurasnfer costo), y 2) aumentar el nUmero de
genotipos de HPV cubiertos (Liet al.,2010).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El Cancer Cervicouterino (CCU) es un impoeaptoblema de salud publica, siendo la
segunda neoplasia mas prevalente en mujeres amivadial y la quinta causa de muerte por
cancer en esta poblacion. HPV es una de las infieeside transmision sexual mas frecuente a
nivel mundial y el factor etiolégico de cancer d¢eaV uterino. Actualmente la técnica mas
utilizada para la deteccién precoz del CCU es pbhRi@olaou (PAP), el cual ha contribuido de
manera importante a la reduccion de la incidencraoytalidad por CCU. A pesar de la gran
utilidad que otorga el PAP, sélo permite la det&edéndirecta del HPV, y no su tipificacion viral,
lo cual es un factor importante al momento de categr en subgrupos a los pacientes desde una
perspectiva clinica. Ademas, la baja sensibilideldRAP, el alto grado de invasividad requerido
para la toma de muestras y la poca viabilidad gdementar en Chile y paises similares métodos
de diagnostico de HPV existentes en el mercadosypaito costo (ejemplo: Captura Hibrida II),
hacen necesario la implementacion de un méetodmadsiigo que permita detectar y tipificar, de
manera simultanea, el virus papiloma humano a $raeémuestras menos invasivas y de facil

acceso como es la orina.

Debido a lo expuesto anteriormente es quebgitivo principal del presente trabajo de
investigacion fue estandarizar un método eficigatie la deteccion y genotipificacion de Virus
Papiloma Humano en muestras de orina, como margaeddictivo en la carcinogénesis cervical

uterina.

3.1 Hipaotesis

“Utilizando técnicas de amplificacion e hibridatidho radioactiva es posible detectar y

genotipificarvirus papilloma humanen muestras de orina”
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3.2 Objetivo general

Estandarizar un método eficiente para la de&iacy genotipificacion devirus papilloma

humanoen muestras de orina.

3.3 Objetivos especificos

1. Estandarizar un método eficiente para la exibacte DNA a partir de muestras de orina.
2. Ajustar un meétodo de deteccion y genotipifigacde HPV mediante hibridacion no
radioactiva en muestras de orina.

3. Detectar y genotipificar HPV en muestras deaori
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestras clinicas

4.1.1. Tamafo muestral y obtencion de muestrasLas muestras utilizadas correspondieron a
orinas provenientes del Policlinico de Patologiavical y de la Unidad de Anatomia Patoldgica-
Citologia del Hospital Hernan Henriguez Aravenael@onsultorio Miraflores, Temuco, Chile.
El nimero total de muestras fue dividido en 2 gsupdncipales: grupo 1. Control (muestras
normales luego de examen citolégico), grupo 2. distgmuestras con diagndstico de lesiones
LBG, LAG y cancer luego del diagnostico histopagadd). El grupo 2 fue dividido en 3
subgrupos: grupo A. LBG (NIE | y signos de HPV)ygp B. LAG (NIE 1l y NIE IlI), y grupo C.
Céancer Escamoso. El diagnostico histopatoldgicoatta una de las muestras fue realizado por
médicos Patologos del Hospital Hernan Henriquexeéxra. Cabe destacar que todas las muestras
contaron con consentimiento informado. En la tdbée detalla el nimero de muestras general y
su division por grupo.

Tabla 1. NUumero de muestras por grupegun diagndstico previo

Lesion Tipo de lesion | Cantidad (por lesion)  Total
Norma - 25 25
Signos de HP! 10
LBG NIE | 18 28
NIE Il 16
LAG NIE llI 34 50
Cance - 16 16
Total 119

La variacion entre cada grupo fue en respuestalspanibilidad de muestras de orina existentes
para cada uno de los grupos.
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4.1.2 Descripciones de las muestras (Diagnosticoepio). El diagnostico histopatologico de
cada una de las muestras a utilizar en el pregeatt@jo de investigacion fue realizado por
médicos Anatomopatélogos del Hospital Hernan Hemdq Aravena, basandose en los

parametros descritos a continuacion:

Normales

Se presentan como células grandes, poliggnad@sbordes citoplasméaticos bien definidos e
irregulares. El citoplasma de las células normdkgscuello uterino se evidencia traslicido y
homogéneo (Figura 2).
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Figura 2. Imagen representativa de un frotis cervical mosiagitologia normal del cérvix

Alteraciones microscopicas

» LBG (Signos de infeccion por HPV y NIE 1)

» Signos de infeccion por HPV:

El principal hallazgo es el coliocito (célukpitelial superficial), caracterizada por la
vacuolizacion citoplasmatica perinuclear y condeidsacitoplasmatica periférica irregular. A
nivel nuclear se observa hipercromesia, agrandamienrregularidad de la membrana. Otras

alteraciones: bi o mutilacion y granulos de qudriaioa (Figura 3).

(1) Imagen facilitada por Dr. Pablo Guzman, Médicmtomopatélogo Hospital Hernan Henriquez Aravega2.
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Figura 3. En la imagen se muestra un frotis cervical evigeno signos de infecciéon por HPV, en la cual se
presentan células grandes con nucleo de tamafionganhoey binucleacion. El citoplasma es acidofilise,presenta
un halo nuclear con retraccién citoplasmética

> NIE I

Es una lesion intraepitelial en la que junttbs cambios coilociticos superficiales, aparece
pérdida del gradiente de maduracion en el terdteleg basal, consistentes en: hiperplasia basal,
papilomatosis, acantosis, pérdida de la polaridadear, nucleos irregulares, hipercromaticos y

aumento en el numero de mitosis (Figura 4).

Figura 4. La imagen representa un frotis cervical mostragidplasia leve o NIE |, en la cual se presentanlagide
gran tamafio con un ndcleo aumentado de tamafioeectomatico. El citoplasma se evidencia de colsado o
azul-verdosh

(1) Imagen facilitada por Dr. Pablo Guzman, Médiemtomopatdlogo Hospital Herndn Henriquez Arav@@42.
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LAG (NIE Il'y NIE 1lI)

> NIE Il

Son cambios morfolégicos similares a los descen la displasia leve pero que afectan a la

mitad del grosor epitelial o hasta los dos terbmasales (Figura 5).

Figura 5. Presentacion de un frotis cervical mostrando displenoderada o NIE II, en la cual se presentaraiu
de tamafio moderado con nucleo aumentado de tamiaifpereroméatico. El citoplasma se aprecia de uorcatul-
verdoso. El ntcleo presenta pliegues y cromatingistebucion irregula

> NIE Il
Desaparece casi por completo la maduraciotelgpiy aumentan considerablemente los

cambios nucleares (agrandamiento, cromatina grunpdesamorfismo, hipercromasia) y niumero

de mitosis. Coilocitos menos numerosos (ya ques®lorman en células maduras) (Figura 6).

(1) Imagen facilitada por Dr. Pablo Guzman, Médit@mtomopatdlogo Hospital Herndn Henriquez Aravega2
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Figura 6. Imagen mostrando un frotis de cuello uterino cieplesia intensa/carcinoma in situ, en la cualgeaan
células de tamafio pequefio con nucleo aumentadorddit e hipercromético. El citoplasma se apreciandeplor
azul-verdoso. Los nucleos se encuentran redondesaiogulosos, cromatina grumbsa

o _?«“
o8

» Cancer (carcinoma escamoso invasor SSC)
» Carcinoma escamoso invasor SSC:

Neoplasia escamosa que atraviesa la membi@asal b infiltra hacia planos profundos en
brotes irregulares, cordones o células sueltas. déslas neoplasicas poseen anisocariosis,
pleomorfismos e hipercromasia. Las neoplasias mdij@renciadas pueden presentar perlas

corneas (Figura 7).

y . Ll
L .

Figura 7. Se presenta un frotis cervical evidenciando forgngmmarfios celulares variables con nucleos esfédcos
angulosos, cromatina granular. Fondo del frotiscduc

4.1.3 Recoleccion de muestrasLas orinas fueron obtenidas por automuestreo cereido

para ello las siguientes indicaciones y precausione

(1) Imagen facilitada por Dr. Pablo Guzman, Médicmtomopatélogo Hospital Hernan Henriquez Aravega2.
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Indicaciones:

» Realizarse aseo genital previo a la recoleccidia deuestra (sélo con agua)
e Desechar el primer chorro y el segundo incorporalricontenedor estéril de 50 6 100mL

(sellado antes de usar)

Precauciones:

» Explicar al paciente en términos que pueda comgrrerimo debe efectuar la recogida de

la muestra.

Una vez recolectadas las muestras, se pro@dadmacenamiento de cada una de ellas,
adicionandole buffer estabilizador (cristal violgtduffer TE) (esta solucién se especifica en el
Anexo 1) para el mantenimiento y almacenamienttadaisma en buenas condiciones hasta su
uso. Se almacenaron a -80°C en ultra-freezer. Tadasnuestras correspondieron a distintos
pacientes de sexo femenino, cuyas edades se ermueomprendidas en un rango de 20 -50
afios, existiendo algunos extremos correspondiemtéss edades de 18-19 y 60-70 en una
proporcion mucho menor.

4.1.4 Extraccion manual de DNA en muestras de orina Se aisl6 DNA genomico desde
muestras de orina por medio del método fenol-ctorod modificado (método utilizado para
ambos grupos: control y estudio). Para este mé&eddilizaron 14mL de muestras de orina y se
depositaron en un tubo falcon de 15mL, posteriotensa procedidé con el método de extraccion
por fenol-cloroformo. Los DNA se precipitaron caarel al 75%, para luego ser resuspendidos
en 2Q de agua ultra pura (HyClone) o buffer TE. Los DK&sultantes fueron dejados toda la
noche a 4°C y luego almacenados a -20°C. (ver A2¢xBl DNA gendmico de las muestras de
cancer fue extraido mediante el kit E.Z.N.A. paxéraecion de DNA de sangre y fluidos
corporales, debido a que los canceres presentaarrddicultad para la extraccién de su DNA
(ver Anexo 3).
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4.2 Determinacion de la cantidad y calidad del DNA&xtraido.

4.2.1 Cuantificacion DNA. Con la finalidad de evaluar la cantidad y calidati DNA extraido
se cuantificaron las muestras en un Espectrofotonidanodrop 1000. Los estandares de buena
calidad considerados para muestras de DNA extexidm volumen dey2 fueron:

1. Muestras con 100ng/de DNA o mas.

2. Coeficiente de pureza A260/280 y 260/230 igualé$Ha 1,7.

Aquellas muestras que presentaban Coefictmfmireza A260/280 y 260/230 menores a 1,6
- 1,7, se les realiz6 una limpieza con acetatorden# (ver protocolo en Anexo 6). Luego de
esto secuantificaron nuevamente y se realizé P@Blobina a aquellas muestras llevadas a
limpieza, verificando con ello que cumplan con éssandares establecidos para buena calidad.
Aquellas muestras que aun después de la limpiezalcanzaron estos estandares, fueron

desechadas para el ensayo posterior.

4.2.2 Calidad del DNA. Una vez cuantificadas las muestras de DNA obssnig seleccionadas
aquellas que cumplen con los factores anteriorméeseritos se procedié a realizar una PCR
para un fragmento del gefrglobina (268 pb) que permitié establecer la calidkel DNA
extraido. Se emplearon los partidores GH20 y PC@4ancentraciones de [ para la
deteccion del fragmento 268 del gen depiglobina (ver Anexo 7). Luego de obtener los
productos de PCR se procedié a analizar estos gaxlumediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,8%, para lo cual se utilizaropl e producto de PCR a los cuales se les adiciond
3ul de buffer de carga 6X (mezclado con gel red).
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4.3 Deteccion y genotipificacion de HPV

La deteccidon y genotipificacion de HPV se realitifizando técnicas de PCR e Hibridacion
no radioactivaLos genotipos incluidos fueron: HPV de alto rie¢d®): 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66; HPV de bajo riesgo (BR)11, 42, 53y 70.

Las etapas consideradas fueron: A) Amplificacid) Yibridacion.

A) Amplificacion

La amplificacién de las muestras de DNA sedten a cabo mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para la cual se utilizaraghde DNA total. En la amplificacion se
utilizaron los partidores GH20 y PCO4 para la dgten del fragmento 268 diglobina, y los
partidores GP5 y GP6 dirigidos a la regién L1 deMd amplificando un fragmento de 150pb.

Los detalles de la amplificacion se muestran eknelo 8.

B) Hibridacion

La hibridacion de los productos de PCR sé&li@cabo mediante hibridacion no radiactiva en

una tira diagnostica. El proceso de hibridaciélies® a cabo siguiendo el protocolo detallado en

los anexos (ver Anexo 9). Cabe destacar que lga®tde amplificacion e hibridacion son las

descritas en el KidPV easy TypingPatente en Proceso).

4.4 Andlisis estadistico

Los genotipos de HPV obtenidos en cada muesireesponden a un tipo de variable

cualitativa, razén por la cual fue necesario raalima transformacion de datos, de cualitativo a
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cuantitativo, a través de la asignacion de clavesda genotipo diagnosticado como se muestra a
continuacion:

HPV16 =1 HPV45 =7 HPV60 = 13
HPV18 = 2 HPV51 =8 HPV6 =14
HPV31 =3 HPV52 =9 HPV11 =15
HPV33 =4 HPVS56 = 10 HPV42 = 16
HPV35=5 HPVS8 = 11 HPVS53 = 17
HPV39 = 6 HPVS59 = 12 HPV70 =18

Luego de la transformacion de los datos aabées cuantitativas se utilizd el software
estadistico SPSS version 11.0 en espafiol, el aalutilizado para realizar analisis de
frecuencias y frecuencias acumuladas de los tipoahles registrados para cada muestra, con un
nivel de confianza del 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristica de las muestras

Todas las muestras correspondieron a distpaiogentes de sexo femenino, cuyas edades se
encuentran comprendidas en un rango de 20-50 aéwristiendo algunos extremos
correspondientes a las edades de 18-19 y 60-7@aproporcion mucho menor. Se trabajé con
un total de 119 muestras (correspondientes al grtaptrol y grupo de estudio), de las cuales 25

correspondieron a muestras normales, 28 LBG, 50 A6 Canceres escamosos.

La calidad de la extraccion de DNA se evalu6 medidactura en Nanodrop y una PR

globina (Figura 8)

S . . 268pb

Figura 8. Figura representativa de la electroforesis en gelgharosa al 1,8% de los productos de amplificadébn
genp-globina humana (fragmento 268 pb).

5.2 Deteccion y genotipificacion de HPV

La deteccion y genotipificacion de HPV se imamediante técnica de PCR e Hibridacion no
radiactiva. EI mismo método fue utilizado tantogpat grupo control como para el grupo de
estudio. En la Figura 9 se observa una imagen septativa de los resultados obtenidos

mediante éste método de diagndstico.
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| = L]
HPV16
= HPV18
HPV31
HPV11
= B-globina
Muestra Blanco Control

Figura 9. Deteccién vy tipificacion de HPV, mediante reaccgncadena de la polimerasa (PCR) e hibridaciéon no
radiactiva. En la figura se observa en forma vattias tiras de membrana marcadas con las sondeaddetipo
viral. Cada franja evidenciada en la tira corresigoa un tipo viral de la muestra que se adhiege sohda de la
membrana, el cual se hace visible mediante unaisalwsustrato que reacciona con el anticuerpo rdarcka
primera tira de la derecha (correspondiente alrobpbsitivo) evidencia 4 tipos virales de refefiean@giPV 16, 18,

31 y 11), en tanto, la primera tira de la izquietdarrespondiente a la muestra de orina 572) nauestgenotipo
viral HPV 16 y el control d@-globina. El blanco no evidencia la presencia agim tipo viral ni control positivo de
B-globina.

A continuacién se presenta una tabla resumen corekultados obtenidos para los casos
normales, LBG, LAG, y cancer, la cual permite verfdrma general las frecuencias presentes
para cada tipo viral en el total de muestras amddiz. Dentro de los genotipos virales de mayor

prevalencia en ésta poblacién podemos encontré\alé y 18 (tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion general de tipos virales de HPV eto&l de las muestras (Normal, LBG,
LAG y Céncer).

Tipo Viral Normal LBG LAG Cancer
Infeccion Unica  n  %adeltotal n  %deltotal n % deltotal n % del total
HPV16 0 0 1 7,1 5 10 1 6,3
HPV18 0 0 1 7,1 2 4,0 2 12,5
HPV31 0 0 0 0 3 6,0 0 0
HPV52 2 8,0 0 0 0 0 0 0
HPV58 0 0 0 0 2 4,0 1 6,3
HPV59 0 0 0 0 1 2,0 0 0
HPV11 0 0 1 7,1 0 0 0 0
HPV42 2 8,0 0 0 3 6,0 0 0
HPV53 1 4,0 1 7,1 0 0 1 6,3
Infeccion Mdltiple n  %deltotal n % del total n % del total n % del total
Mas de un Genotipo 0 0 20 71,4 28 56 10 62,5
Positivos 5 20 24 85,7 44 88 15 93,8
Negativos 20 80 4 14,3 6 12 1 6,3
Total de muestras 25 100 28 100 50 100 16 100

5.2.1 Muestras Normales. Del total de muestras normales analizadas, el B8%ltaron ser
negativas para infeccion por HPV (Tabla 3). Dedltoe casos positivos el 16 % correspondio a
genotipos virales de alto riesgo oncogénico (edgita a la sumatoria de los porcentajes de
HPV52 + HPV42), y el 4% restante a un genotipo d@ biesgo (correspondiente a HPV53)
(Tabla 3). Los datos sobre la distribucién detalldd los genotipos virales en muestras normales
se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucién de genotipos virales de HPV de altmajo riesgo en muestras normales.

Normales
Tipo Viral n % del total
HPV 52 2 8
HPV 42 2 8
HPV 53 1 4
Neg 20 80
Total de muestras 25 100
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A continuacion se presenta la grafica de &assipresentados en la Tabla 3 con la distribucion

de los genotipos virales en muestras normales i#&ibQ):

Frecuencia en % de HPV en Orina,
Normales
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Figura 10. Grafico de distribucion de genotipos virales BV de alto y bajo riesgo en muestras normales
analizadas mediante amplificacion y genotipificaai@ DNA con método de PCR e Hibridacién no radiact

5.2.2 Lesiones de bajo grado (LBG)En la Tabla 4 se observa la distribucion detalideldos

genotipos virales en muestras diagnosticadas cesianes de bajo grado (signos de HPV y NIE
1), en la cual el 85,7% del total de las muestmslBG resultaron ser positivas para la deteccion
de HPV (% equivalente a la sumatoria de todos éo®tjpos virales presentes en la Tabla 4) y el

14,3% correspondieron a muestras negativas para(f&a 4).
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Tabla 4. Distribucion de genotipos virales de HPV de altbayo riesgo en muestras con LBG.
Otros: 52, 66, 45, 42, 58, 59, 56, 6, 35, 51, 31.

LBG
Tipo Viral n % del total
HPV 16 1 3,6
HPV 18 1 3,6
HPV 53 1 3,6
HPV 11 1 3,6
HPV 16 otro 3 10,7
HPV 16/18 1 3,6
HPV 16/18 otro 5 17,9
HPV 18 otro 2 7,1
HPV otros 9 32,1
Neg 4 14,3
Total de muestras 28 100

Del total de casos positivos (85,7%), el 14@&%¥sespondieron a infeccion Unica (% sacado de
la sumatoria de los genotipos virales HPV16 + HP¥HPV53 + HPV11), y el 71,4% restantes
a infeccion multiple (sumatoria de las infeccionea mas de un genotipo viral) (Tabla 4). No se
evidencio prevalencia de algun tipo viral en infenes Unicas, presentando todos los mismos
porcentajes de aparicion. Sin embargo, en los @esodecciones multiples, en la mayoria de los
casos se presentaron los genotipos virales HPV18 gn mayor proporcion que los demas
genotipos (Figura 11). En el 32,1% de las muestmas infeccion multiple estd presente el
HPV16, mientras que el 28,5% de las infeccionestipié$ presentaron el genotipo HPV18
(Tabla 4).



36

Frecuencia en % de HPV en Orina, LBG
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Figura 11. Gréafico de distribucion de genotipos viralesHfeV de alto y bajo riesgo en muestras de LBG analizada
mediante amplificacién vy tipificacion de DNA con todo de PCR e Hibridacién no radiactiva.

5.2.3 Lesiones de alto grado (LAG).Del total de muestras analizadas para lesionedtde a
grado (LAG) el 12% correspondieron a muestras neggatpara HPV y el 88% a muestras
positivas para HPV. La Tabla 5 muestra una distifiou detallada de los genotipos virales en
muestras diagnosticadas con lesiones de alto dhi@oll y NIE 1ll), en la cual se observa que

del total de casos positivos el 32% correspondiararfecciones Unicas (s6lo un tipo viral), y el

56% restante a infeccion multiple (mas de un tijpal
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Tabla 5. Distribucion de genotipos virales de HPV de altbajo riesgo en muestras con LAG.
Otros: 35, 11, 56, 39, 53, 52, 45, 66, 33.

LAG

Tipo Viral n % del total
HPV 16 5 10,0
HPV 18 2 4,0
HPV 58 2 4,0
HPV 31 3 6,0
HPV 42 3 6,0
HPV 59 1 2,0
HPV 16/18 4 8,0
HPV 16 otro 4 8,0
HPV 18 otros 3 6,0
HPV 16/18 otros 13 26,0
HPV otros 4 8,0
Neg 6 12,0
Total de muestras 50 100

Los resultados de la tipificacion viral en infeceés Unicas dieron un mayor porcentaje de
aparicion al genotipo HPV16 correspondiente al Hetas lesiones de alto grado. En una menor
frecuencia estuvieron presentes HPV31 y HPV42 ¢pof%, seguido por HPV18 y HPV58 con
un 4% y HPV59 con un 2%. En el 42% de las muestoasinfeccion mdultiple se observo la
presencia de HPV16. En tanto, el 40% de las mugestm infecciones multiples presentaron el

genotipo viral HPV18. La Figura 12 muestra la dlstcion de los genotipos virales presentados
en la Tabla 5.
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Figura 12. Gréfico de distribucion de genotipos viralesHfeV de alto y bajo riesgo en muestras de LAG analgada
mediante amplificacién vy tipificacion de DNA con todo de PCR e Hibridacién no radiactiva.

5.2.4 Cancer Del total de muestras diagnosticadas con casod,el 6,3% correspondieron a

muestras negativas para HPV. En cuanto a los gasits/os (93,8%), el 31,3% correspondieron
a infeccion unica (solo un tipo viral), y el 62,5%stante a infeccion multiple (més de un tipo
viral). Los resultados obtenidos de la tipificacidral en infecciones Unicas otorgaron una mayor
prevalencia de aparicion al genotipo viral HPV18regpondiente al 12,5%. En una menor
proporcion y por igual se presentaron los genoti@¥16, 58, 53 con un 6,3%. En el 50,2% de
las infecciones mdltiples se observo la preseneiddBV16. En el 37,6% de las infecciones

multiples, fue posible evidenciar al genotipo vifV/18, tal como se muestra en la Tabla 6.



Tabla 6. Distribucion de genotipos virales de HPV de altoayo riesgo en muestras con cancer.

Otros: 42, 11, 33, 31.

Cancer
Tipo Viral n % del total
HPV 16 1 6,3
HPV 18 2 12,5
HPV 58 1 6,3
HPV 53 1 6,3
HPV 16/18 3 18,8
HPV 16/53 1 6,3
HPV 16/18/35 1 6,3
HPV 16 otros 3 18,8
HPV 18 otros 2 12,5
Neg 1 6,3
Total de muestras 16 100
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A continuacion se expone la grafica de estos dodt para la distribucion de genotipos virales
de HPV de alto y bajo grado en muestras con cdRagira 13)
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Figura 13. Grafico de distribucion de genotipos virales BV de alto y bajo riesgo en muestras de cancer
analizadas mediante amplificacién vy tipificacioneA con método de PCR e Hibridacién no radiactiva.
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6. DISCUSION

El virus papiloma humano (HPV) es una de lafgcciones de transmision sexual mas
prevalentes a nivel mundial, cuya incidencia sémesien aproximadamente 630 millones de
personas que ya presentan la infeccion y cercandéidhes de nuevos contagios por afio (Pandhi
y Sonthalia, 2011). La mayor prevalencia de ésfareredad se da en mujeres africanas y
latinoamericanas, cuya tasa de infeccion es d&2%,20,4% respectivamente por afio. Las tasas
de menor incidencia de este tipo de infeccion semia en mujeres asiaticas con alrededor del
8% de infecciones por afo (Palmetral.,2009).

En Chile, la tasa de incidencia de infecciopes HPV en mujeres alcanza el 14%, lo cual
resulta muy similar a la prevalencia de dicha icif@aT en otros paises de América Latina, como
es el caso de México (14,5%), Costa Rica (16%)phpi@bia (14,8%). Asimismo, los principales
genotipos virales de alto riesgo presentes en Hapion chilena que pueden desarrollar un
cancer cervical uterino (CCU) corresponden a HP\56631, 58, 59, 18, 45, y 52 (Lopetal.,
2010; Ferreccioet al., 2004). En Chile el CCU es considerado la sextsaale muerte por
tumores malignos en mujeres, siendo el 99,7% dedsss de cancer de cuello uterino atribuidos
a infeccion por HPV (lliet al.,2011). Existen diversas metodologias utilizadaa fmdeteccion
y tipificacion del HPV, tales como Southern bloipridacion Dot Blot, secuenciacién y
enzimoinmunoensayo, Captura Hibrida, Reverse Lilmt @RLB), PCR real time, entre otras
(Lopez, et al., 2010; Brebi,et al., 2009; Lorincz y Richart, 2003). Actualmente la iéan
mayormente utilizada para la deteccion precoz d& @€ el Papanicolaou (PAP), el cual ha
contribuido de manera importante a la reducciédadecidencia y mortalidad. A pesar de su
gran utilidad, el PAP no permite identificar todos casos de CCU, por lo que la busqueda de
metodologias complementarias altamente sensibleedictivas, se ha vuelto una importante
necesidad clinica, ademas de otorgar una nuevéefdermuestras para la deteccion de HPV, ya
gue actualmente la mayoria de las técnicas ocupaNA extraido desde muestras de cepillado
del cuello uterino (citobrush) obtenidas al mometgda realizacion del exdmen del PAP, lo cual

hace que la toma de muestra y por consiguienteé®dua utilizado para la tipificacion de HPV
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sea considerado invasivo, creando en el pacienestany ademas, provocando que muchas de
estas pacientes no acudan a realizarse el exarmeariadel PAP, con lo que la prevalencia de

presentar infecciones por HPV y un posible dedareotancer cérvico uterino aumenta cada dia.

En nuestro estudio se realizd deteccion ¥idgmion de HPV mediante la técnica de PCR e
Hibridacién no radiactiva en muestras de orina. tamiltados arrojaron un alto porcentaje de
HPV en LBG, LAG y CCU. Un 80 % de las muestrasnmaes fueron negativas para HPV,
resultados similares a lo descrito por otros ast(@iptaet al.,2006; Prustyet al.,2005).

En las muestras con lesion se observo undraltaencia de HPV, 85,7% para LBG, 88%
para LAG, y 93,8% para cancer. Estos porcentajesyagy similares a los registrados en otros
estudios donde se han utilizado muestras de cagblbouBiopsias (Brebget al.,2009; Ili, et al.,
2011; Lopezget al., 2010; Melo,et al., 2005). La mayor tasa de detecciéon de HPV observada
entre estos tres sub-grupos de estudio fue endastras de orinas provenientes de pacientes con
cancer, seguida por las LAG vy, finalmente, LBG 0Esesultados son esperables debido a que se
ha registrado que la integracion del genoma vieaH®V-HR se considera un evento necesario
en la progresion de canceres anogenitales, ceggigabtros, con un aumento de la presencia de

DNA viral integrado en correlacion con la progresite la enfermedad (Williamst al.,2011).

Los principales genotipos de HPV detectadosroiu los de alto riesgo oncogénico,
principalmente HPV16 y 18, seguido por los genatige HPV31 y 58, lo que se condice con los
encontrados en la poblacion chilena en general kaeagion de La Araucania (Lope#, al.,
2010; Ferreccioet al.,2004). Sin embargo, existe una discrepancia egidelal genotipo viral
de mayor prevalencia obtenido en el grupo de camme¥sto que se presentd en una mayor
proporcion (en infecciones Unicas) el genotipol\H@V18, mientras que en la poblacién chilena
y, principalmente, en La Araucania, el genotipaalvide mayor frecuencia de aparicion en
infecciones Unicas es el HPV16 (Bredtial.,2009; lli, et al.,2011; Lopezet al.,2010; Melo,et
al., 2005).
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En éste estudio se evidencié un alto porcenta infecciones mdiltiples en cada grupo,
considerando ademas una gran cantidad de genotifdss presentes en dichas infecciones,
caso que es posible explicar a través de otrosliesten los cuales, ha sido posible observar un
comportamiento parecido de las muestras de orineoamparacion con deteccion de HPV en
muestras diagnosticadas en citobrush y/o biopd@sy(et al.,2008). En el caso de diagndéstico
en orina se presentan de 2 a 5 genotipos viralexiapadamente, en infecciones mudltiples,
mientras que a través del diagndéstico por citobryliopsias, se presentan solo de 2 a 3
genotipos virales (Jongt al.,2008). Esto responde a la zona en la cual se ebléemuestra
puesto que en el caso de citobrush y biopsias seentran en la region del cuello uterino,
pudiendo detectar so6lo los tipos virales de HPV sgieencuentren presentes en esa region en
cambio, si analizamos las muestras de orina esp@mee a un barrido generado por el recorrido
de la orina (durante su eliminacidén) por diversogados genitales, entre los que se cuenta la
uretra, meato uretral, orificio vaginal, vulva, i@y anogenital, entre otras, generando con ello
gue se acumule un grupo variado de genotipos sirdée HPV, razon por la cual exista esta
diferencia entre infecciones mdultiples detectadaa\a&s de citobrush y/o biopsias, e infecciones

multiples detectadas a través de la orina.

En relacién a los porcentajes de negatividadieaciados en el grupo de estudio se cree que la
responsabilidad de éstos resultados se acotant@emaomo: metodologia de extraccion de
DNA de muestras de orina, presencia de moléculambidoras de la PCR (nitritos o urea)
(Golijow, et al.,2005), refrigeracion previa de la muestra de DN&c@dmendada para deteccion
de HPV, segun literatura) (Golijovet al., 2005), 3) sensibilidad de la membrana utilizada en
hibridacion (posible saturacién por exceso de DNguoiedad de la misma) vy, tipo de toma de
muestra: automuestreo (aumenta el rango de effogos estos posibles factores pudiesen

explicar los resultados negativos obtenidos emesgnte trabajo de investigacion.

La deteccion vy tipificacion de HPV mediantée@método permite diferenciar entre genotipos
virales de alto y bajo riesgo oncogénico y aderessblecer el genotipo viral especifico al cual

se refiere, caso contrario al método de captunadaildl, empleado en el campo clinico, que solo
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permite diferenciar entre genotipos virales de lyagtto riesgo, pero no el genotipo especifico al
cual se refiere (Lorincz y Richart, 2003). Ademss, evidencié que la utilizacion de DNA
extraido desde muestras de orina permitié detgctificar HPV de igual forma que lo haria
con muestras de DNA extraidas desde citobrushlocqne se genera una gran ventaja referente
a otras técnicas como RLB y Real time cuya espitéil es bastante alta pero que so6lo se han
empleado para muestras de DNA extraido desde ggbl§método de muestreo mas invasivo que
las muestras de orina). Ademas de presentar unrn@gio para la realizacion de dichas

técnicas.

A pesar de que las muestras de orina han mieeke resultados eficientes en relacion a la
deteccion vy tipificacion de HPV, no se explica tigcamente el porqué aun no se han
implementado métodos diagnosticos que permitanpleezar con ello la utilizacion de muestras
mayormente invasivas, como es el caso de las bogsiepillado de cuello uterino (Citobrush).
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7. CONCLUSIONES

El método empleado para la extraccion de DNA destnag de orina demostro ser

eficiente, permitiendo la amplificacién del DNA eddo y posterior deteccion de HPV.

Las técnicas de amplificacion por PCR e Hibridaarnradioactiva, fueron utiles para

detectar y genatipificar HPV en DNA extraido a paté muestras de orina.

HPV16 fue el genotipo viral méas frecuente, tantandéecciones Unicas como multiples.

La mayor frecuencia de HPV se registr6 en muesteapacientes diagnosticados con

cancer.
La mayoria de las muestras normales fueron negagtsa HPV.
El método de amplificacion por PCR acoplado a Héxrién no radioactiva fue eficiente

para la deteccion y genotipificacion de HPV en nmassde orina, pudiendo ser utilizado

como una técnica de deteccién complementaria arfegaou.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Solucion de preservacion de orina
Para 1lt:
1. 0,5M EDTA, pH 8.0 solucién comercialmente dispoaite Ambion, cat #AM9262.

2. Color Cristal Violeta (8 onzas) disponible comemiante de Sigma-Aldrich, cat
#HT901-8FOZ.

Anexo 2: Extraccion manual de DNA desde muestras de orina
Protocolo

1. Descongelar las muestras de orina a 4°C toda laenoc

2. Adicionar 14mL de la muestra de orina en un tubledrade 15mL. Guardar el resto de
orina nuevamente el ultra-freezer (-80°C).

3. Centrifugar a 2000rpm por 20 minutos.

4. Eliminar el sobrenadante.

5. Adicionar 3mL de solucion 1%SDS/PK (ver Anexo 4o con el pellet y mezclar en
vortex.

6. Dejar a 56°C de 6-24hrs (hasta la disolucion cotapliel pellet). Opcionalmente,
adicionar pl de PK 20% y mezclar en vortex. Luego del periddancubacion, mezclar
nuevamente en vortex.

7. Adicionar 1mL de PC-8 (ver Anexo 5) y centrifugat@00 rpm por 5 minutos. Realizar
este paso 2 veces.

8. Trasladar el sobrenadante de la fase superior enevo tubo de 15mL.

9. Agregar 1mL de Acetato de Amonio 7.5Myl2le glycogeno y 8mL de etanol al 100% a
cada muestra. Invertir suavemente los tubos 3 ecésv El DNA deberia estar flotando
en la solucion.

10.Incubar a -20°C por 24hrs.

11.Centrifugar las muestras a 5000 rpm por 35 minaité¥C.
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12.Descartar el sobrenadante teniendo cuidado dammat el pellet.

13.Lavar las muestras con 10mL de etanol al 70%, d®e deacer suavemente pero
verificando que el pellet se desprenda del fondo.

14.Centrifugar a 4750 rpm por 15 minutos.

15.Descartar el sobrenadante manteniendo el pellet femdo del tubo (repetir paso 13, 14
y 15 una vez mas).

16.Sacar el exceso de etanol secando de manera gudejando el tubo invertido sobre una
hoja de papel cerca de 15 minutos.

17.Adicionar 2Qu de Agua ultra pura (Hyclone) o buffer TE.

18.Dejar que la muestra se resuspenda durante toaethe a 4°C.

19. Transferir el DNA a un tubo eppendorf de 1.5mL.

Anexo 3: Kit E.Z.N.A para la extraccion de DNA de sangre y fluidos conrales
(modificado).

Protocolo

1. Transferir la muestra dentro de un tubo de micrivsifaga estériles y llevar a un volumen
de 250ul con 10mM Tris-HCI, PBS o Buffer de Eluc{&hution Buffer).

2. Adicionar 25ul de Bufer de Reconstitucion OB a cauleestra.

3. Adicionar 250ul de Buffer BL a la muestra. Aplicanrtex a maxima velocidad por 15
segundos para mezclar todo.
Oopcional: si se requiere DNA gendmico libre de RNAadicionar 5ul de RNasa A
(50mg/ml) a cada muestra.

4. Incubar la muestra a 65°C por 10 minutos. Breveenaplicar vortex al tubo una vez
durante la incubacion.
Nota: Durante la incubacion en la etapa 5 se puegocesar la muestra.

5. Adicionar 260ul de etanol absoluto a la muestrdicApvortex a maxima velocidad por
20 segundos para mezclar todo. Brevemente cerdrilgubo para recoger las gotas
desde el interior de la tapa.
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6. Transferir el lisado desde el paso 5 en la minimola de DNA HiBind, centrifugar a
10000g por 1 minuto. Descartar el tubo colector.

7. Insertar la mini columna de DNA HiBind dentro demurevo tubo colector de 2ml.
Adicionar 500ul de HB Buffer y centrifugar a 10008gy 30 segundos. Descartar el tubo
colector.

8. Colocar la mini columna dentro de un nuevo tubedolr de 2ml y adicionar 700ul de
DNA Wash Buffer y centrifugar a 10000g por 1 minud@scartar el liquido del tubo
colector y colocar la mini columna nuevamente aedél mismo tubo colector.

Nota: si la solucion de DNA Wash Buffer se encuerdrrefrigerada debe ser llevada a
temperatura ambiente antes de usarla.

9. Adicionar 700ul de DNA Wash Buffer y centrifugat@00g por 1 minuto. Desechar el
liquido del tubo colector y colocar la mini columshentro del mismo tubo.

10.Centrifugar a maxima velocidad (>13000g) por 2 rtesipara secar la columna. Este
paso es crucial para garantizar la elucion optimal siguiente paso.

11.Colocar la mini columna dentro de un tubo esté&ill¢bml y adicionar 50-200ul de
Buffer de elucién (Elution Buffer) pre-calentad®{€) (10mM Tris-HCI, pH 8.5, 65°C).
dejar reposar en la sala de temperatura por 2 asnut

12.Centrifugar a (>13000g) por 1 minuto. Conservdukb que contiene el DNA. Descartar
la mini columna y almacenar el DNA eluido a -20°C.

Anexo 4:Solucion 1%SDS/PK

Adicionar en un tubo Falcon de 50mL:

45mL de agua destilada estéril (HyClone)

- 5mL de SDS10%

- Mezclar por agitaciéon manual invirtiendo el tubo
- De la mezcla anterior extraer B¢ eliminarlos

- Adicionar a la mezcla %0 de proteinasa k
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Anexo 5: Solucion PC-8 (fenol/cloroformo 1:1)
Adicionar en un tubo falcon de 50mL:

- 25mL fenol béasico insaturado

- 25mL cloroformo

- Mezclar por inversion (sin agitar)

Anexo 6: Limpieza DNA (protocolo de extraccion de DNA desueestras cervicales con
Citobrush, modificado)

Protocolo

9. Agregar 200 ul Acetato de amonio 7,5M pH 7,5 a lzestra de DNA extraida.
Agitar en vortex a maxima velocidad por 20 seg.ri@anf5 min sobre hielo o 2
min. a -20°C para ayudar a precipitar proteinastrifiegar a 12000 rpm por 3 min
a 4°C.

10. Invirtiendo el tubo transferir el sobrenadante BN uno nuevo cuidando de no
arrastrar el pellet de proteinas.

11. Agregar 200ul de Cloroformo. Aplicar vortex fullefar a T°A por 2 minutos y luego
centrifugar a 12.000 rpm por 8 min a T°A.

12. Transferir el sobrenadante (SND) a un tubo queieoat600 ul de Isopropanol, para

precipitar DNA. Examinar por nubecilla en interfabtezclar suavementson la mano

no menos de 30 veces y observar si se ven el DNA.

13. Para mejorar precipitacion DNA, Incubar a -20°C @& min o toda la noche.
Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

14. Lavar el pellet de DNA agregando 600 ul de Ethar@$. Mezclar suavemente.
Centrifugar a 12000 rpm por 3 min a 4°C. Elimin&nbel SND cuidando de no perder
el pellet. Dejar los tubos boca abajo sobre papsbrbente unos minutos para evaporar
el etanol.
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15. Hidratar el DNA con Buffer TE pH 7.4 (10 mM Tris,CL mM EDTA pH 8).
Resuspender en 100ul (si se observa pellet) e (§0es muy pequefio) o en 20-30 ul
(si no se observa), Dejar hidratar a T°A toda kehea incubar a 65° por 1 hora.

16. Guardar DNA a -20°C o -70°C por periodos prolongado

Anexo 7: Estimacion de la calidad del DNA mediante la afigalcion por PCR para la deteccion
del fragmento 268 del gen deflaglobina.

Master Mix PCR pB-globina

Master mix beta-globina| X  |Concentracion
(ul) Final
H20 4.2
5X buffer 3.0 1X
MgCI2 25mM 0.9 15mM
dNTPs 1.25mM 2.4 0,2mM
Primers GH20 1M 0.68 0,49M
Primers PCO4 1M 0.68 0,49M
Taq polymerase 5/ 0.12 0,04 unitg
DNA 3.0
Volumen total 15

Control positivo: DNA gendmico (Promega), Contra@gativo: mix de PCR mas agua (HyClone) como
muestra, Partidores GH20 (5’GAA GAG CCA AGG ACA &I 3') y PCO4 (5'CAA CTT CAT CCA
CGT TCA CC 3). Fragmento a hibridar: 268pb.

Programa Termociclador PCR B-globina

Denaturacion inicial: 94°C/3 min

35 ciclos:
Denaturacion: 94°C/30 seg.
Alineacion: 55°C/30 seg.
Extencion: 72°C/30 seg.

Extension Final: 72°C/5 min

4°C oo
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Anexo 8: Deteccidn y genaotipificacion de HPV: Amplificacion
Master Mix PCR-BGINN (kitHPV easy Typingprotegido por proceso de patentacion)

Programa Termociclador PCR-BGINN (kiHPV easy Typing protegido por proceso de
patentacion)

Anexo 9: Deteccidn y genotipificacion de HPV: Hibridacion
Protocolo

Antes de llevar a cabo el protocolo de hibridagéopuesto es necesario tomar en consideracion
los siguientes puntos:

- Calentar y mantener a 42°C las soluciones de Hibidch, Lavado 1 y Lavado 2,
hasta su uso.

- Colocar un recipiente con agua en la estufa utifizpara el proceso de hibridacion
con el fin de proporcionar un ambiente humedo, sraehdo las rejillas de

ventilacion abiertas.

Denaturacion de productos PCR:

1. En un tubo de 0,5 ml colocar 130 de Solucion Hibridacion y agregar los gbdel
producto PCR.
Opcional: se puede realizar este paso directamente en @ldeil®,2 ml que contiene el
producto PCR agregando los 130 ul de solucién loiédaicion. Tapar bien.

2. Denaturar a 95°C por 10 min. Sacar los tubos deindeiclador o bloque térmico vy
enfriar inmediatamente sobre hielo por 10 min.
Importante: poner extremo cuidado que los tubos no se dmstggara evitar
contaminacion de amplicones; sobre todo si saj@aton tubos de 0,2 ml.

3. Centrifugar los tubos a 10.000g por 10 seg. afgembrirlos para evitar contaminacion.
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Hidratacion de las Tiras Diagnésticas:

Mientras se enfrian los tubos en hielo (paso 2ram), colocar 150 ul de Solucion
Hibridacién a cada carril de la bandeja de 8 @malgregar las tiras diagndsticas e hidratarlas a
temperatura ambiente por 5 mimportante: tomar las tiras diagndsticas con una pinza desde

el tubo que las contiene.

Hibridacién de los productos PCR sobre las tiras digndsticas:

1. Agregar los productos PCR denaturado (155 ul)esohda tira diagnoéstica, e incubar a
42°C por 60 min en ambiente himedo con agitacidm (el agitador se coloca dentro de
la estufa como también una fuente con agua parel danbiente himedo ).

Opcional: se puede realizar agitacion manual cada 5 minktogar formar burbujas.

2. Retirar la Solucion de Hibridacion con una pipetatBur plastica estéril.

1. Agregar 1ml de la Solucion Lavado 1. Incubar22C4 por 10 min con agitacion. Repetir
paso 3.

2. Retirar la Solucion Lavado 1 con una pipeta Pagbéastica estéril y agregar 1 ml de
Solucién Lavado 2 (ver Anexo 13). Incubar a 42%¢ 2 min con agitacion.

3. Preparar la Solucién del Conjugado.

4. Retirar Solucion Lavado 4 con una pipeta Pastedstioh estéril y agregar 1 ml de
Solucién del Conjugado recién preparada. Incuba422C por 30 min con agitacion.
Retirar la Solucion del Conjugado.

5. Agregar 1 ml de Solucién Lavado 4. Incubar aC425r 10 min con agitacion. Repetir
este paso.

6. Retirar Solucion Lavado 4 y agregar 1 ml de Sdluddeteccion. Incubar a 42°C por 1
min con agitacion. Este paso prepara la tira paradccion de revelado. Retirar Solucién
Deteccion.
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Revelado de la Tira diagnoéstica:

1. Preparar la Solucion del Sustrato en un tubo et papel de aluminio (soluciéon
fotosensible)

2. Agregar 0,5 ml de Solucién del Sustrato. Incuba#28C por 30 min en oscuridad sin
agitacion.

3. Detener la reacciéon agregando aproximadamentede mfjua destilada con una piseta.

4. Sacar las tiras diagnosticas con pinzas y ponsdbee una hoja de papel para secarlas.
Una vez secas se pueden cubrir con una cinta spatahguardarlas. Opcional: se pueden
digitalizar.

5. Los resultados se pueden leer inmediatamente eoddatlas 24 hrs. Para leer poner la

tira diagnéstica en paralelo con la plantilla patrd



