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Introduccién

El VPH es un virus de ADN de doble hebra, su genoma posee aproximadamente 8000 pares
de bases y en él se diferencian tres regiones:

1. La region reguladora larga (LCR) que posee secuencias que controlan la trascripcion y
replicacion viral (IARC Monographs, 2007).

2. La region temprana E, que codifica para las proteinas E1, E2, E4, E5, E6 y E7. La
oncoproteina E6 promueve la degradacion de p53 y de esta forma inhibe su actividad,
mientras que E7 interrumpe la via de Retinoblastoma dando como resultado una activacion
descontrolada del ciclo celular (Litwin, Clarke, Dean, & Wentzensen, 2017).

3. Y la region tardia L, que codifica para las proteinas estructurales L1 y L2 las cuales
forman la capside viral y participan en el ensamblaje del ADN viral (Burk et al., 2009; IARC
Monographs, 2007).

Actualmente se han descrito mas de 150 tipos de VPH, de los cuales aproximadamente 50
infectan la mucosa genital. Los VPH de tropismo mucoso se clasifican en tipos de ‘alto
riesgo’ (VPH-AR) y ‘bajo riesgo’ (VPH-BR) oncogénico, siendo los de bajo riesgo los
causantes de lesiones benignas y los de alto riesgo los causantes de lesiones que pueden
progresar a tumores malignos (de Villiers et al., 2004; Graham, 2012; PAHO, 2016; Yar et
al., 2016).

Entre los VPH-AR los tipos 16 y 18 son los mas frecuentemente detectados en cancer
cervical, con aproximadamente el 50% y 20% de casos, respectivamente (Mufioz et al.,
2003).

Las proteinas tempranas E6 y E7 inhiben a supresores del ciclo celular. E6 estimula la
degradaciéon de p53, quedando asi inhibido el arresto del ciclo celular y la apoptosis; y se
produce la proliferacion celular descontrolada (Graham, 2012; Yim, 2005).

La progresion a cancer ocurre en un pequefio porcentaje de mujeres infectadas, ya que la

mayoria elimina la infeccion en 1-2 afos (de Sanjosé, 2017).
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Los hallazgos citolégicos e histoldgicos de los dafios producidos por el virus se clasifican en
dos categorias, lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL) que incluye a la neoplasia cervical
intraepitelial 1 (CIN1); y lesién intraepitelial de alto grado (HSIL) que incluye a CIN 2y 3. Las
lesiones de bajo grado generalmente constituyen una infeccién por VPH transitoria en las
gue el virus se mantiene como episoma, mientras que las lesiones de alto grado se asocian
a persistencia viral y mayor riesgo de progresion de la lesiéon ya que el genoma viral se
encuentra integrado al cromosoma del huésped (Nayar, 2015; Waxman, 2012).

La infeccion persistente puede dar lugar a LSIL y ésta conducir a HSIL y cancer en un
promedio de 5 a 14 afios si no se detectan y tratan. Es importante el tipo viral, ya que la
persistencia viral constituye un factor de riesgo clave para el desarrollo de lesiones de alto
grado y cancer (Burk et al., 2009).

A nivel mundial se registraron aproximadamente 528.000 casos nuevos de cancer de cuello
uterino y 266.000 muertes en 2012 (Ferlay et al., 2012).

En Paraguay un estudio realizado en el afio 2012 por Kasamatsu et al., observd en 432
casos de cancer cervical, una frecuencia de 64,6% de VPH 16, seguido de 8,5% por VPH 18
y 5,4% de VPH 45 (Kasamatsu et al., 2012).

Sin embargo, debido a que la mayoria de pruebas de VPH basadas en ADN tienen un bajo
valor predictivo positivo para deteccion de CIN2 o mas, se debe identificar a las mujeres en
riesgo de desarrollar una infeccion persistente o lesién precursora de cancer mediante
pruebas de triage. Para evitar la sobrecarga al sistema de salud y la carga emocional que
representa para la mujer (Ronco et al., 2013).

Estudios han demostrado que mujeres positivas para VPH de alto riesgo (VPH-AR) y con
expresion de E6 en cuello uterino poseen mayor riesgo de desarrollar lesiones, y que esta
oncoproteina es detectada con mayor frecuencia en mujeres que presentan HSIL o cancer
(Fontecha et al., 2017; Zhang et al., 2017). Por lo tanto, su deteccién es un buen predictor
de riesgo de cancer. Actualmente se encuentra disponible la prueba OncoE6 Test
(Arborvita) que posee una sensibilidad de 67,3% y una especificidad de 98,9% para la
detecciébn de CIN3 o mas (Cuzick et al, 2012). El procesamiento no requiere un
equipamiento complejo, por lo que se podria aplicar efectivamente en regiones con bajos
recursos. Ademas de su bajo costo, la realizacion requiere relativamente poco tiempo y la
interpretacion de resultados es facil. (Pan American Health Organization, 2016).

Debido a esto, el presente estudio busca optimizar estas pruebas de triage con miras a su
implementacion en servicios de salud. Con el fin de orientar el manejo clinico de mujeres

con LSIL, ya que esto servira de base a un posterior estudio de seguimiento a fin de analizar
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la relacién entre positividad para la oncoproteina E6 y progresion de lesion (Qiao et al.,
2013).

Objetivos

Objetivo General

Optimizar métodos moleculares para la deteccion de ADN de la regién LCR y oncoproteina
E6 de virus de papiloma humano tipo 16 y 18 en muestras cervicales de mujeres con lesién
intraepitelial escamosa de bajo grado.

Objetivos especificos

1. Determinar la concentraciéon éptima de MgCly, la temperatura de alineamiento éptima
y el limite de deteccién de las PCR para VPH 16 y VPH 18.
2. Optimizar una técnica inmunocromatografica para la deteccion de la oncoproteina E6

de VPH 16 y VPH 18.

Materiales y Métodos

Optimizacién de PCR para VPH 16 y VPH 18

Para la optimizacion de las PCR se utilizaron controles positivos de VPH 16 y VPH 18
provenientes de biobanco del Departamento de Salud Publica (IICS-UNA), previamente
tipificadas en estudios anteriores (14INVO36, P11/2010).

La deteccion del genoma de VPH 16 y VPH 18 se realiz6 amplificando un fragmento de la
region LCR de controles positivos a través de reacciones de PCR descriptas por Ho et al. en
1991 para VPH 16, y Ong et al. en 1993 para la deteccion de VPH 18. Se utilizaron primers
16a/16b para VPH 16, y 18a/18b para VPH 18, los cuales amplifican un fragmento de 364
pares de bases y 320 pares de bases, respectivamente (Ho et al., 1991; Ong et al., 1993).
La presencia del genoma del VPH se visualizd por electroforesis en gel de poliacrilamida
tefiido con nitrato de plata segun el protocolo establecido por Sanguinetti et al. En cada
corrida electroforética se utiliz6 un marcador de peso molecular 50 pares de bases
(ThermosScientific, USA) (Sanguinetti, 1994).

Bajo estas condiciones se probé la reaccién a tres concentraciones distintas de MgCl.: a
1,5mM; 2,0mM y 2,5mM. Para determinar la temperatura de alineamiento, se prob6 la
reaccion a 60 y 65°C.

Posterior a la optimizacion de las PCR se determiné el limite de deteccién de las reacciones
utilizando un control positivo de VPH 16 de 14,6ng/uL y un control positivo de VPH 18 de
21,7ng/uL. Se prepararon diluciones seriadas con factor de dilucién de 10. Se seleccionaron
las diluciones de 10° a 10'? y de 10° a 10-'® a fin de determinar hasta que titulo es

detectable el genoma viral.
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Todas las diluciones de los controles fueron sometidas a PCR por triplicado y posterior
electroforesis. Se obtuvieron tres geles mediante los cuales determiné el limite de deteccién
para cada tipo de VPH, concordando al menos dos de ellos en la ultima dilucion en la que se
detecto producto.

Optimizaciéon de una técnica inmunocromatogréafica para la deteccion de oncoproteina
E6 de VPH 16y VPH 18

La optimizacion se realiz6 utilizando el kit OncoE6TM Cervical Test HPV16/HPV18
(Arborvita, USA), consistente en una prueba de flujo lateral que detecta E6 a partir de
lisados obtenidos de hisopo de dacron o Preservcyt (medio liquido de transporte). La
muestra reacciona con anticuerpos especificos para E6 de los tipos 16 y 18, conjugados con
fosfatasa alcalina. Ante la presencia de E6 de alguno de los dos tipos, se forma un complejo
ternario visible tras el agregado del sustrato.

Se utilizaron como controles una muestra con diagnéstico anatomopatolégico de CIN3
positiva para VPH 16 y VPH 18 (Al) y una muestra con diagndstico de cancer cervical
positiva para VPH 16 (B2), ambas provenientes del biobanco del Departamento de Salud
Puablica (IICS-UNA), tipificadas previamente en trabajos anteriores (14INVO36). En ambos
casos se utilizé la muestra tomada del cuello uterino con hisopo de dacrén y la muestra del
cepillado de cuello uterino colectada en medio Preservcyt. También se utilizé el control
positivo (CP) proveido con el kit.

Primeramente, se llevé a cabo una lisis y extraccién de la oncoproteina E6, luego del
acondicionamiento y clarificacién del lisado, se procedié a agregar el lisado al enhancer.
Tras una incubacion, la tira inmunocromatografica se puso en contacto con el lisado y se
esperd un tiempo de corrida. Posterior a esto se realizé un lavado e incubacion, y luego se
agrego la solucién de desarrollo y se esperé un tiempo de desarrollo.

En relacion al tiempo de desarrollo, se determiné en dos tiempos diferentes, a 15 y 20
minutos, para analizar en qué manera afecta a la intensidad de la banda observada.
Posterior al agregado de la solucién de desarrollo, se realizé la lectura de resultados hasta 3
minutos. Un resultado se considerd positivo ante la presencia de bandas del control interno
positivo y la banda oncoproteina E6 16 (HPV16) 6 la banda del control interno positivo y la
banda oncoproteina E6 18 (HPV18).

Deteccion de VPH 16 y 18 y oncoproteina E6 utilizando las técnicas optimizadas

Se colectaron 9 muestras cervicales de mujeres de 30 a 64 afios con resultados de citologia
convencional de LSIL provenientes del Hospital Nacional de Itaugua (HNI) y del Instituto de

Prevision Social (IPS).
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Las dos muestras cervicales fueron tomadas por una ginecéloga (un cepillado de cuello
uterino y un hisopado con dacrén), en los locales de trabajo utilizando materiales estériles y
descartables para cada mujer. Una vez tomadas las muestras, los cepillados fueron
colocados en un medio de transporte (Preservcyt) y los dacrones en un tubo eppendorf seco
gue fueron posteriormente almacenados a -80°C hasta su procesamiento. El cepillado se
tomo para realizar la deteccion de ADN VPH 16 y 18, y las dos muestras para realizar la
deteccion de onco E6 en mujeres positivas para ADN VPH 16 y/o 18.

Extraccion de ADN viral: Se utilizé un kit comercial AccuPrep® Genomic DNA Extraction
Kit (Bioneer, Korea) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido fue
almacenado a -20°C hasta su procesamiento.

Tipificacion de muestras: Las muestras de ADN extraidas que dieron resultado positivo
para deteccion de B-globina fueron sometidas a la PCR optimizada utilizando los cebadores
especificos para la deteccion de VPH 16 y VPH 18 descriptos anteriormente; y se
visualizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con tincion de nitrato de plata
segun Sanguinetti et al (Ho et al., 1991; Ong et al., 1993).

Andlisis estadistico: se realizé utilizando procedimientos de analitica descriptiva, para
determinar las frecuencias de VPH 16 y 18, asi como de la oncoproteina E6 utilizando el
programa Epilnfo (CDC, Atlanta).

Consideraciones éticas: Para todas las muestras colectadas se presentdé un
consentimiento informado. Todas las muestras se mantuvieron anénimas bajo un cadigo de
identificacion, tanto las provenientes del Hospital Nacional de Itaugua como las del Instituto
de Prevision Social.

Resultados y Discusion

Optimizacién de PCR para VPH 16 y VPH 18

En relacion a la concentracion de MgCl;, para el control VPH 16 puro se observaron bandas
a las tres concentraciones analizadas. Con el control 1:100 solo se observaron bandasa 2 y
2,5mM. Sin embargo, se optd por utilizar la concentracion final de 2mM ya que se obtuvieron
bandas nitidas tanto con el control puro como diluido.

Para el control VPH 18 puro se observaron bandas a 2 y 2,5mM, mientras que el control
diluido solo present6 banda a 2,0mM. Por lo tanto, se opté por utilizar la concentracién final
de 2mM. Estas concentraciones difieren de la reportada por Tornesello et al. (Tornesello et
al., 2000), en el que utilizan 2,5mM para VPH 16. Mientras que Arias-pulido et al. (Arias-
pulido et al., 2005) reportan 2,5mM en la amplificacion de VPH 18.

En cuanto a la temperatura de alineamiento, se probaron las reacciones a 60°C y 65°C. para
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la primera temperatura analizada se observaron bandas nitidas de ambos controles
positivos. Mientras que a 65°C solo se visualiz6 una banda tenue correspondiente al control
VPH 16 puro. En base a esto se optd por la temperatura de 60°C. Estos resultados
concuerdan con la temperatura de alineamiento calculada en base al porcentaje de G+C vy
A+T de los primers, la cual fue de 61°C para VPH 16 y de 57°C para VPH 18 (“Tm
Calculator. Thermo Fisher Scientific”). Sin embargo, Tornesello et al. reportaron 55°C para
VPH 16 (Tornesello et al., 2000), y Arias-pulido et al. 58°C para VPH 18 (Arias-pulido et al.,
2005).

En relacion al limite de deteccién para VPH 16, en la Figura 1 se observa un resultado
positivo hasta la diluciéon 10!, es decir, hasta 14,6x10'ng/uL.

- 107 10-8'»10-9' 101 101 1012

Y

Figura 1 Limite de deteccion para PCR VPH 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida
al 5% de los productos amplificados para la region LCR de VPH 16. Carril (M) Marcador
de 50 pares de bases, (CN) Control Negativo. Carriles 3 al 10: diluciones del control
positivo de VPH 16 desde 10° al 10*2.

Mientras que para el control VPH 18, se observé resultado positivo hasta la dilucién 1072, es
decir hasta 21,7x10*2ng/uL. Estos resultados se aprecian en la Figura 2. Estos resultados
difieren de lo que reportan otros autores como Chow et al. (Chow, 1990) que obtuvieron un
limite de deteccién de al menos 0,01 ug de ADN genémico de lineas celulares Si-Ha
(VPH16) y C4-1 (VPH18). Lo que sugiere que las reacciones son capaces de detectar
pequefias cantidades de ADN viral y las diferencias en estos resultados pudieron deberse a

las condiciones diferentes en que fue determinado el limite de deteccion.
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CN 107 108 10° 10 10" 102 108 M

Figura 2 Limite de deteccion para PCR VPH 18. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 5% de los productos amplificados para la region LCR de VPH 18.
Carril (CN) Control Negativo. Carriles 2 al 9: diluciones del control positivo de VPH 18
desde 107 al 10*%. (M) Marcador de 50 pares de bases.

En la Tabla 1 se encuentran resumidas las condiciones de PCR optimizadas.
Tabla 1. Condiciones de PCR optimizadas
VPH 16 VPH 18

Concentracion de MgCl, (mM) 2 2
Temperatura de Alineamiento (°C) 60 60
Limite de deteccién 10 1012

Optimizacién de una técnica inmunocromatografica para la deteccion de oncoproteina
E6 de VPH 16 y VPH 18

Para determinar el tiempo de desarrollo, se probo6 la reaccién con el hisopo de dacrén de los
controles Al y B2; ademas del control positivo del Kit (CP), a los 15 y 20 minutos. Se opt6
por 20 minutos a 23°C ya que se mejord la visualizacion de las bandas. En la Figura 3 se
observa a la izquierda los resultados a los 15 minutos, y a la derecha los resultados a los 20
minutos.

A los 15 minutos el carril de Al presenta, una banda de VPH 16 con intensidad 3 y la banda
del control interno con intensidad 5. El control B2 presenta banda de VPH 16 con intensidad
5y la banda del control interno con intensidad 5. En el carril de CP se observan la banda de
VPH 16, VPH 18 y control interno con intensidad 5.

A los 20 minutos, se observa la banda de VPH 18 del carril A1 con intensidad 1, asi como
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las bandas de VPH 16 intensidad 4 y el control interno. En el carril B2 y el carril CP se
aprecian las bandas con las mismas intensidades. Por tanto, el tiempo de desarrollo
seleccionado fue de 20 minutos a 23°C ya que asi se mejoro la visualizacion de las bandas.

A1 B2 cP cP

—
Control
interno

Intensidad
de sefal

15 minutos 20 minutos

Figura 3 Corrida inmunocromatografica del hisopo de dacrén. Carril Al: Control
positivo VPH 16 y VPH 18. Carril B2: Control positivo VPH 16. Carril CP: Control Positivo

proveido.

Para los controles Al y B2 obtenidos del Preservcyt, ademas del control positivo (CP) se
optd por un tiempo de desarrollo de 20 minutos, por lo expuesto anteriormente. Para Al se
observo una banda tenue de VPH 16 con intensidad 1. Para B2 se observé una banda tenue
de VPH 16 de intensidad 1. El control positivo presento las tres bandas con alta intensidad.
Estos resultados se aprecian en la Figura 4. Las corridas son validas ya que en todas se
visualizo la banda del control interno.

A1 B2 cP

i

Control __,
interno

Figura 4 Corrida inmunocromatogréfica del Preservcyt. Carril Al: Control positivo
VPH 16 y VPH 18. Carril B2: Control positivo VPH 16. Carril CP: Control Positivo
proveido.

En cuanto a la corrida de Al y B2 tomadas del Preservcyt, las bandas que se observaron

presentaron menor intensidad que las observadas con hisopo de dacrén. Esto podria

\ 2 é—i';;%UNCUYO E;\

Z, S GRUPO MONTEVIDEO N2, UNIVERSIDAD CENTENARIO
y \ - ” NACIONAL DE CUYO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI jjl A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES ACE LIBRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

deberse a que con el hisopo la deteccion se realiza directamente del material, a diferencia
del Preservcyt en el cual la muestra se encuentra diluida en un volumen de 20mL. Habria
gue evaluar los resultados de un mayor nimero de muestras a fin de analizar con mayor
solidez el desempefio de esta técnica para la deteccion de oncoproteinas E6 a partir del
Preservcyt.

Detecciéon de VPH 16 y 18 y oncoproteina E6 utilizando las técnicas optimizadas

Las mujeres participantes pertenecieron a diferentes zonas geogréaficas del pais, del
departamento Central, Cordillera, Concepcién y Paraguari.

De las 9 muestras cervicales provenientes del HNI y del IPS, 7 resultaron positivas para el
control interno B-globina humana y solo éstas se sometieron a la tipificacion, resultando
negativas tanto para VPH 16 como VPH 18. En el estudio de Mendoza et al. (Mendoza et
al., 2011), se observo una frecuencia del 19,5% para VPH 16, 9,1% para VPH 18 en
mujeres con LSIL, mientras que en mujeres con HSIL se observé un 41,9% de VPH 16,
14,9% de VPH 31. Por lo tanto, seria conveniente aumentar el nimero de muestra a fin de
obtener resultados méas concluyentes.

Conclusion

La concentracion éptima de MgCl, para la deteccion de VPH 16 y 18 por PCR convencional
fue de 2mM para ambas reacciones. La temperatura de alineamiento 6ptima fue de 60°C
para ambas reacciones. Se observé un limite de deteccion de 14,6x10-ng/uL y 21,7x10
2ng/uL para la PCR de VPH 16 y VPH 18, respectivamente.

Se optimizaron las condiciones para la deteccion de la oncoproteina E6 de VPH 16 y VPH
18, utilizando como tiempo de desarrollo 20 minutos a 23°C.

No se observé infeccién por VPH 16 ni VPH 18 en las 7 muestras cervicales de mujeres con
lesidon escamosa intraepitelial positivas para B-globina humana, por lo cual no se procedi6 a
realizar la prueba de deteccién de oncoproteina E6.

La detecciébn de E6 es una prueba de bajo costo y facil interpretacion que podria ser
utilizada como prueba de triage debido a su elevada especificidad en complemento a la
prueba de tamizaje primario. Ambas pruebas serviran para aplicarlas en futuros estudios de
seguimiento incluyendo un mayor niamero de mujeres a fin de aportar datos para el mejor
manejo clinico de mujeres positivas para VPH-AR, evaluando su desempefio para identificar
a las que poseen mas riesgo de tener infeccion persistente y progresion de lesion.
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