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RESUMEN

En Honduras, el cancer de cuello uterino continla representando una carga importante
para el sistema de atencion de la salud, debido principalmente a la especificidad
disminuida de la prueba de deteccién utilizada, en donde se promueve el control
citolégico, ya que las cifras reflejan que aun se esta lejos de disminuir la mortalidad por
este cancer por lo que se esta evaluando el tamizaje primario detectando el ADN del
Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo. El presente estudio tiene como
objetivo estimar la eficacia de marcadores de proliferacion celular y viral y la
eliminacién, recurrencia o persistencia del VPH como estrategias de triaje vy
seguimiento a las mujeres VPH positivas en tamizaje primario. Un total de 264 mujeres
entre 30 y 64 afios de edad participaron en el estudio; 196 para evaluar la oncoproteina
E6 VPH 16/18, 20 para valorar la expresion de la tincion p16'™NK4a y 111 mujeres
guienes fueron seguidas por 18 meses para detectar la eliminacion, persistencia o
recurrencia del VPH de alto riesgo. En la presente investigacion encontramos que la
oncoproteina E6 como estrategia de triaje mostré6 una sensibilidad del 100% en los
casos NIC 2+ asociados a los tipos 16 y 18; simultaneamente logramos identificar las
variantes EAS y NA/AA del genotipo VPH 16 dentro de la cohorte analizada con una
prevalencia de 69.2% y 30.7%, respectivamente. Por otro lado, la tincion
inmunohistoquimica de p16'Nk4a correlacion6 en un 100% en la diferenciacién de casos
negativos/NIC 1 y casos mas severos NIC 2. Al darle seguimiento a la cohorte de
mujeres VPH positivas, el 58% logro eliminar la infeccidén a los 18 meses, mientras que
el 35% de las que mostraron infeccion de tipo persistente desarrollaron lesiones tipo

NIC 2+; por otro lado, solo el 14% mostré infecciones recurrentes, en su mayoria con

Vv



lesiones tipo NIC 1. En conclusion, nuestros resultados sugieren enfoques
prometedores como triaje y seguimiento de la persistencia de virus oncogénicos a las
mujeres VPH positivas en reclutamiento. Estos planteamientos podrian en un futuro
aportar opciones a las autoridades del Sistema de Salud Nacional para convertir en
realidad la esperanza de que toda mujer se someta a pruebas de deteccion de cancer
cervical al menos una vez en la vida y lograr reducir considerablemente la mortalidad

por esta patologia en el pais.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
El cancer cervical (CaCe) es el séptimo cancer mas frecuente en la poblacion
general y el cuarto mas comun entre las mujeres de todo el mundo. El 80% de los
casos se presentan en paises en via de desarrollo, constituyendo uno de los

principales problemas de salud publica a nivel mundial [Ferlay et al., 2015].

En nuestro pais, el cancer cérvico-uterino es un indicador de inequidad en salud,
siendo actualmente la principal causa de muerte entre la poblaciéon femenina
hondurefia [GLOBOCAN, 2012]. Mdltiples investigaciones se han realizado en el
pais determinando, la prevalencia de los tipos de VPH (Virus del Papiloma
Humano), estudios caso-control en mujeres con displasia y cancer cervical, asi
como identificacion de factores genéticos del huésped asociados al desarrollo del
cancer de cérvix. La carga viral del VPH 16 y su relacion con el incremento de
displasia cervical en las mujeres hondurefias también ha sido estudiada [Ferrera et

al., 2011; Ferrera et al., 1999; Ferrera et al., 2000; Tabora et al., 2008].

El VPH es el virus de transmision sexual mas frecuente, pertenece a la familia
Papillomaviridae y tiene la capacidad de afectar tanto la piel humana como las
membranas humedas que recubren el cuerpo; éste se encuentra presente en casi
el 100% de los casos de CaCe, y representa una infeccion muy comun que se
adquiere usualmente poco después del inicio de la actividad sexual. En relacion a
Su patogenia oncogénica se clasifica en tipos de alto y de bajo riesgo oncolégico
asociandose el cancer cervical a los tipos de VPH filogenéticamente relacionados
a alto riesgo. Los tipos de VPH 16 y 18 son considerados los responsables de

alrededor del 70% de todos los tumores [Ferlay et al., 2015].



En paises donde los programas de prevencién de CaCe estan bien estructurados,
la citologia ha reducido la evolucion de lesiones cervicales a cancer, mediante su
deteccion oportuna, a pesar de presentar una muy baja sensibilidad (53%)
[Almonte et al., 2010; Cuzick et al., 2006]. Sin embargo, el panorama en los paises
de bajos ingresos econdmicos ha sido distinto. Adicionalmente a este hecho, tanto
en la citologia como en el estudio histologico de las lesiones cervicales, nos
encontramos con casos en los que es muy dificil emitir una opinién diagnostico-

prondstica acertada, generando mucha discordancia entre los observadores.

Por esta razén es necesario recurrir a otros marcadores de proliferacion que nos
aclaren, en la medida de lo posible, el diagnéstico y prondéstico para cada caso. En
la actualidad, los esfuerzos de las investigaciones se han enfocado en métodos de
evaluacion suplementarios al método de tamizaje tradicional, dando como
resultado la utilizacion de la prueba de VPH como tamizaje primario y el empleo de
biomarcadores que permitan la estratificacion del riesgo para mujeres VPH
positivas con citologias normales.

Uno de los marcadores moleculares propuesto como técnica de triaje (método de
seleccién y clasificacion de pacientes segun la urgencia de su atencion) es la
Oncoproteina E6 del VPH. Las oncoproteinas son los efectores finales de la
actividad oncogénica del virus, y las mas estudiadas son las proteinas
cancerigenas E6 y E7; la expresion de estas proteinas es diferente segun el tipo
de VPH: oncogénicos y no oncogénicos [Pastuszak-Lewandoska et al., 2014].

La oncoproteina E6 se expresa en niveles elevados Unicamente cuando las

células cervicales infectadas con VPH experimentan cambios precancerosos o



cancerosos. Por lo tanto, una prueba que permita la deteccién de esta proteina
podria ser mas especifica para la deteccibn de lesiones precancerosas |
Pastuszak-Lewandoska et al., 2014], con la ventaja adicional de constituir una
técnica relativamente simple que podria adaptarse para paises en vias de
desarrollo como Honduras.

Los marcadores de proliferacion celular también se han sugerido como métodos
prometedores en el diagndstico y pronostico de lesiones cervicales; la proteina
pl6'Nk4a codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A, es una proteina de
las células humanas que actia como inhibidor de las quinasas dependientes de
ciclinas (Cdk), desacelerando el ciclo celular mediante la inactivacion de la funcion
de los complejos Cdk4- y Cdké6-ciclina D. La proteina p16'NK42 corresponde al
elemento celular resultante del aumento en la expresion de la oncoproteina viral
E7 que altera la proteina del retinoblastoma (pRb), un regulador celular clave. Se
ha demostrado la existencia de una correlacion reciproca entre pRb y p16'NK42 por
lo que existe una fuerte sobreexpresion de p16'NK4a en los carcinomas y en las
lesiones premalignas del cérvix uterino [Delgado et al., 2014; Grillo-Ardila et al.,
2008].

Las evidencias existentes sobre la utilidad de la sobreexpresion de la proteina
pl6'NK4a para reducir la variabilidad diagndstica en lesiones preinvasivas e
invasivas de cuello uterino son muy numerosas, de modo que se puede afirmar
que se trata de una herramienta sumamente Util no solo en el diagnostico de
lesiones de cérvix sino en el manejo posterior de las mismas, aportando un
elemento objetivo con escasa variabilidad entre los observadores [Delgado et al.,

2014].



La deteccion del VPH se ha establecido en algunos paises como método de
tamizaje primario; sin embargo, su principal desventaja radica en la baja
especificidad de la prueba y debido al gran nimero de infecciones transitorias,
sobre todo en las mujeres jovenes, ya que el sistema inmunolégico logra resolver
la infeccidn, eliminandola en los primeros 30 meses; por lo que la prueba resulta
ser poco sostenible sobre todo en los paises pobres [ACS, 2014; Bruni et al.,

2015; Rodriguez et al., 2008].

Por consiguiente, el objetivo del presente estudio es estimar la eficacia de
marcadores de proliferacion celular y viral y la eliminacién, recurrencia o
persistencia del VPH como estrategias de triaje y seguimiento a las mujeres VPH
positivas. Los datos obtenidos en esta investigacion podrian contribuir a llenar
parte del vacio de conocimiento respecto al rendimiento de la expresion de la
oncoproteina E6 y la sobreexpresion de la proteina p16'N%42 como estrategia de
triaje en mujeres hondurefias. Del mismo modo, la identificacion de mujeres con
infecciones por VPH de tipo persistente, por medio del seguimiento, podria
contribuir a la identificacion de las mujeres que requieren un seguimiento mas
estricto de las que no.

Por ende, este estudio surge en atencién a la actual necesidad de evaluar otros
procedimientos que permitan identificar y caracterizar de manera adecuada
aquellas mujeres con infecciones por VPH con riesgo de desarrollar lesiones
precursoras severas, ya que en las proximas décadas, las nuevas metodologias
para el tamizaje primario seran el eje en la reduccion del sufrimiento y las muertes

causadas por esta patologia.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Céancer cervical

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cancer como un amplio
grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. El
cancer se caracteriza por la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes
del cuerpo propagandose a otros Organos; este proceso se conoce Como
metastasis [OMS, 2015]. Existen diversos tipos de cancer siendo el cancer cervical
uno de los que mas afecta a la poblacion femenina a nivel mundial [GLOBOCAN,

2012].

2.1.1 Epidemiologia descriptiva

2.1.1.1 Cancer cervical y mortalidad femenina a nivel mundial
En el afio 2015 la OMS reporté 8,2 millones de defunciones en todo el mundo a
causa del cancer, convirtiéndose en la principal causa de muerte a escala mundial.
Dentro del contexto mundial el CaCe ocupa el cuarto lugar en la poblacion
femenina y el séptimo lugar entre los canceres en general. Cada afio 527,624
mujeres desarrollan cancer de cuello uterino en el mundo y alrededor de 265,653
mueren a causa de esta enfermedad, especialmente en paises en via de
desarrollo, donde se presentan casi el 80% de todos los casos [Bruni et al., 2015;
Ferlay et al., 2015; GLOBOCAN, 2012]. En el siguiente mapa (Figura 1) se puede

observar la mortalidad por CaCe a nivel mundial.
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Figura 1. Mortalidad por cancer cervical en el mundo. Tomada de GLOBOCAN 2012.

2.1.1.2 Cancer cervical en América Latina
El cancer cervical afecta principalmente a los paises en subdesarrollo, como los
de Latinoamérica. Estadisticas reportadas en 2012 por la OMS muestran 83,195
nuevos casos de CaCe anualmente en las Ameéricas, convirtiéndose en el cuarto
cancer mas comun entre las mujeres de este continente, y el segundo mas comun
entre la poblacion femenina en edades tempranas [Bruni et al., 2015]. En Centro
América ocurre un panorama muy similar al que se presenta en el resto del
continente, el CaCe ocupa el segundo lugar entre las mujeres centroamericanas

con un porcentaje de incidencia del 17% [GLOBOCAN, 2012].

2.1.1.3 Céncer cervical en Honduras
Segun datos publicados en 2016 por El Instituto Nacional de Estadistica (INE), se
estima que la poblacién femenina mayor de 15 afilos en Honduras esta constituida

con 3.20 millones de mujeres. En el afio 2012 se contabilizaron 991 nuevos casos



de cancer cervical y 417 muertes a causa de este padecimiento; por lo que, el
CaCe sigue representando la primera causa de muerte entre nuestras mujeres
[GLOBOCAN, 2012].

Varios estudios realizados en el pais se han destinado a evaluar la prevalencia de
la infeccién por VPH y su asociacién con el desarrollo de cancer cervical. Estudios
de casos y controles han determinado la presencia de VPH de alto riesgo en casi
el 95% de los casos de cancer de cuello uterino en donde la infeccion con VPH 16
se detect6 en el 46% de los casos y el tipo 18 en un menor porcentaje [Ferrera et
al., 1999]. Estudios similares realizados por Tabora y colaboradores, 2008, en el
pais, encontraron una asociacion entre el incremento de las lesiones
intraepiteliales cervicales en mujeres hondurefias en relacion a un aumento de la
carga viral del VPH 16 [Tabora et al., 2008].

Al igual que otros paises en el mundo, los estudios realizados en Honduras han
demostrado que el VPH genotipo 16 es el mas frecuentemente asociado a
lesiones de alto grado y CaCe. Estas investigaciones han destacado que la
educacion es un factor muy importante para reducir el riesgo de cancer de cuello
uterino; ademas, la pobreza, el bajo nivel socio-econémico, el comportamiento
sexual y la falta de servicios de deteccion de calidad juegan un papel importante
en la incidencia y mortalidad por CaCe en el pais [Ferrera et al., 2000; Tabora et
al., 2010; Velema et al., 2002].

El cancer cervical continua siendo uno de los principales problemas de salud
publica en el pais; sin embargo, el pobre éxito de los programas de prevencion del

CaCe en los ultimos afios ha generado la busqueda de nuevas estrategias de



prevencion como la incorporacion de la vacuna contra el VPH en el sistema de
salud en el 2016 [Aguilara et al., 2015].

2.1.2 Histologia y clasificacion

Histologicamente, entre 90 y 95% de los canceres invasores del cuello uterino son
tumores de células escamosas; mientras que el adenocarcinoma constituye
menos del 5% de los canceres del cuello uterino [IARC, 2003].

El cuello uterino es la porcion inferior estrecha del atero, parte de la cual se
proyecta dentro de la vagina. El cancer cervical se origina en el cuello uterino; la
parte del cuello uterino mas cercana al cuerpo del Utero se llama endocérvix, el
cual une la vagina y la cavidad uterina; y la parte préxima a la vagina es el
exoceérvix (o ectocérvix) (Figura 2). Los dos tipos principales de células que cubren
el cuello del utero son las células escamosas (en el exocérvix) y las células
glandulares (en el endocérvix) que se unen en la denominada zona de
transformacién; en esta zona el epitelio cilindrico ha sido reemplazado o esta
siendo reemplazado, formando un nuevo epitelio conocido como unién escamo-
columnar (UEC) ubicado en el orificio cervical externo. La zona de transformacién
es el area en donde ocurre el 90% de los cambios anormales del cérvix, siendo un
sitio muy vulnerable a infecciones por VPH; su forma varia segun edad, embarazo,
u otros. Es por esta razén que las pruebas de tamizaje como la citologia deben

enfocarse a examinar esta zona [ACS, 2014; Ovalle et al., 2015].
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Figura 2. Organos genitales femeninos internos. Tomada de American Cancer Society
2015.

En los canceres de cuello uterino las células no se tornan en cancer de repente,
sino que las células normales se transforman gradualmente en cambios
precancerosos, los cuales se convierten en cancer. A lo largo de la historia se han
utilizado muchos términos para referirse a las lesiones precancerosas o cancer. El
sistema Bethesda tiene como objetivo proporcionar una terminologia y criterios
diagnoésticos uniformes para la caracterizacion de la patologia cervical. La
clasificacion de Bethesda es la mas moderna, y divide las lesiones en lesiones
intraepiteliales escamosas de alto (LIEAG) o bajo grado (LIEBG). Aquellas
anormalidades que no corresponden a estas categorias o que se deben a cambios
reactivos benignos se clasifican como atipia de células escamosas de significado
incierto o ASCUS (“atypical squamous cell of uncertain significance” en inglés). Es
importante mencionar que aunque este sistema es altamente conocido, no es
utilizado en todos los paises [Pelea, 2003]. En nuestro pais se utiliza la descrita en
1967 por Richart quien introdujo el término de neoplasia intraepitelial cervical (NIC
o “CIN” en inglés) con tres grados progresivos [Pelea, 2003]. NIC es una lesién

premaligna que puede existir en cualquiera de los tres estadios siguientes: NIC 1
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(displasia leve), NIC 2 (displasia moderada) y NIC 3 (displasia severa carcinoma in

situ). Si no se trata, una NIC 2 o una NIC 3 (conjuntamente denominadas NIC2 +)

pueden progresar hacia cancer cervicouterino. Datos de la OMS en 2012 estiman

que cada afo aproximadamente un 1 a un 2% de las mujeres en el mundo

presentan una lesion de tipo NIC 2+ (Neoplasia intraepitelial cervicouterina de alto

grado). Estas lesiones pueden ser detectadas como sospecha en la citologia

convencional y confirmadas posteriormente mediante un examen histologico del

material cervical (biopsia).

Tabla 1. Terminologia citolégica

Terminologia de displasia. Terminologia

original de NIC

Terminologia

modificada de NIC

Terminologia

Sistema de Bethesda

Normal Normal
-Atipia coilocitica
Atipia -Alteraciones epiteliales,

-Condiloma plano

Displasia leve NIC 1
Displasia moderada NIC 2
Displasia grave NIC 3
Carcinoma in situ NIC 3

Carcinoma invasivo

Carcinoma invasivo

Normal

NIC de bajo grado

NIC de bajo grado
NIC de alto grado
NIC de alto grado
NIC de alto grado

Carcinoma invasivo

-Dentro de los limites de normalidad
-Alteraciones celulares benignas

-ASCUS

LSIL

LIEBG

LIEAG

LIEAG

LIEAG

Carcinoma invasivo
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2.2 Virus del Papiloma Humano

2.2.1 Clasificacion y diversidad genética

El VPH es un agente infeccioso epiteliotropico semejante en su estructura
superficial a los poliomavirus, por lo que anteriormente era clasificado en la
Familia Papovaviridae, pero en la actualidad ha sido clasificado dentro de la
familia Papillomaviridae [Regenmortel et al., 2000], ya que se demostré que
ambos tipos virales tienen genomas de tamafio distinto, organizacion gendémica
completamente diferente, por lo que fueron reconocidas por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) como dos familias distintas [Villiers et
al., 2004].

Los VPH se denominan con el término "tipo" de los cuales se han aislado e
identificado mas de 189; 120 en muestras humanas y mas de 60 en animales
(reptiles, aves y otros mamiferos) [Villiers et al., 2004]. Su genoma esta constituido
por 8 genes, uno de ellos codifica por la proteina L1 que serd descrita mas
adelante. El estatus taxondémico de los tipos, subtipos y variantes de los
papilomavirus se determina por el porcentaje de variacion en el gen L1. Por
consiguiente, al observar una diferencia entre 2% a 10% en las secuencias de la
region L1 entre dos tipos virales, se consideran dos tipos de VPH distintos; si la
diferencia es menor al 2% son considerados subtipos o variantes [Bernard et al.,
2010]. En vista de estas variaciones, los VPH se han clasificado en 16 géneros, de
los cuales los que infectan al ser humano se agrupan en 5: Alphapapillomavirus
(lesiones cutdneas y mucosas en humanos y primates), Betapapillomavirus

(lesiones cutaneas), Gammapapillomavirus (lesiones cutaneas), Mupapillomavirus
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(lesiones cutaneas), Nupapillomavirus (lesiones cutaneas malignas y benignas)
[Klug et al., 2008; Rios J, 2010; Villiers et al., 2004].

Por otra parte, los VPH se han clasificado de acuerdo a su potencial oncogénico,
dividiéndolos en dos grupos; los de alto riesgo, que se asocian con el desarrollo de
lesiones cervicales y CaCe, abarcan 13 tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68; de estos tipos el VPH 16 y el 18 son, sin duda, los mas
importantes dado que se encuentran en el 70% de los casos vinculados al cancer
cervicouterino [lbeanu, 2011; Zur-Hausen, 1996]. El segundo grupo esta
conformado por los VPH de bajo riesgo oncologico, asociados mayormente a
verrugas genitales, entre los que se encuentran los genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44,
53, 54, 61, 72, 73 y 81 [Longworth and Laimins, 2014], siendo los tipo 6 y 11 los
mas comunes.

Aun cuando la infeccion por el VPH es muy frecuente, en el 90% de los casos el
sistema inmune logra resolver la infeccidén, persistiendo solo en un pequefio
porcentaje que evolucionan a lesiones precancerosas y posteriormente a cancer
[Martinez et al., 2004]. Este hecho apoya la hipétesis de que la infeccion por VPH
puede iniciar una lesion, pero no necesariamente promoverla a un estadio de
carcinoma cervical. A pesar de ello, ciertas influencias oncogénicas dadas por
otros factores o cofactores, intervendrian en el proceso de transformacion y
establecimiento de la malignidad; de este modo, la persistencia de la infeccion
seria una condicién necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de lesiones

intraepiteliales cervicales.
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2.2.2 Variantes del VPH tipo 16
El virus del papiloma humano es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo
de CaCe, identificandose al tipo VPH 16 como el méas prevalente [Takashi et al.,
1995; Zur-Hausen, 1996]. Diversos estudios se han realizado en todo el mundo en
relacion a este tipo viral, investigando el papel de sus genes en el desarrollo de
lesiones del cuello uterino y CaCe [Alfaro et al., 2016; Berumen et al., 2001,
Qmichou et al., 2013; Sun et al., 2013]; a través de la secuenciacién de las
regiones L1, E6 y LCR (temprana, tardia y la regiébn de control largo). En
consecuencia, se han distinguido 4 linajes del VPH 16: europeos/asiaticos,
africanos 1, africanos 2 y norteamericano/asiatico-americano [Alfaro et al., 2016;

Cornet et al., 2012; Guardado-Estrada et al., 2014] (Tabla 2).

Tabla 2. Variantes del Virus del Papiloma Humano 16.

Linaje Sublinaje Nomenclatura
Europeos/Asiaticos Europeo (EUR) Al1/2
(EAS)

Asiatico (As) A3
Africanos 1 (AFR1) AFla Bl
AF1b B2
Africanos 2 (AFR2) AFR2a C1
AFR2b Cc2
Norteamericano  / NA D1
Asiatico-americano
(NA/AA). AAl D2 D2
AA2 D3
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La distribucion de las variantes del VPH 16 se vincula a regiones geograficas
especificas alrededor del mundo, distinguiéndose variantes distintas en cada
continente. Se ha estudiado la asociacion de las variantes del VPH 16 con el
desarrollo de lesiones tipo NIC 2+, comprobando que algunas variantes son mas
carcinogénicas que otras [Alfaro et al., 2016; Cornet et al., 2012; Guardado-
Estrada et al., 2014]. Segun Alfaro y colaboradores, se ha encontrado en mujeres
jovenes la presencia de variantes como la NA/AA del VPH 16 con formas
agresivas del cancer cervical, mostrando un rapido desarrollo a cancer cervical

[Alfaro et al., 2016; Berumen et al., 2001].

En la actualidad las estrategias de prevencién del CaCe se enfocan en la
vacunaciéon contra el VPH, destacando la importancia de identificar las variantes
especificas del VPH 16 circulantes en las distintas regiones geogréficas [Cornet et

al., 2012].

2.2.3 Genoma del Virus del Papiloma Humano
El tamafio del viribn es de aproximadamente 55 nm de didmetro. EI genoma viral
esta formado por una molécula de ADN circular de doble hebra que se compone
de aproximadamente 8,000 pares de bases [Rios J, 2010]. El genoma consta de
tres regiones principales: temprana, tardia y la region de control largo (LCR) o
region no codificante (NCR). La regién temprana ocupa el 50% del genoma desde
el extremo 5" y contiene 6 marcos abiertos de lectura (E1, E2, E4, E5, E6, E7);
cada uno de estos marcos cumple una funcién especifica (Tabla 3), y es la regién
encargada de la replicacion del ADN viral y de la transformacién celular. La regién

tardia ocupa el 40% del genoma, tiene dos marcos abiertos de lectura (L1 y L2) y
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codifica las proteinas de la capside viral. La region LCR ocupa el 10% del genoma,

no codifica proteinas, pero contiene el origen de replicacion del promotor de los

genes E6 y E7, potenciadores, silenciadores y multiples sitios de union de factores

de transcripcion. [Rios J, 2010; Zur-Hausen, 1996].

Tabla 3. Funciones principales de cada uno de los genes

Gen Funcién Gen Funcion

E1l Modulador de la replicacién de ADN L1 Mantenimiento de la proteina mayor de la capside

E2 Regulacion de la transcripcion viral L2 Mantenimiento de la proteina menor de la cipside

E3 Desconocida E6 Proliferacion y transformacion celular, ligada a p53

E4 Disrupcion de la citoqueratina en células | E7 Proliferacion y transformacion celular, activacion de la
escamosas transcripcion, ligada a gen Rb

E5 Ligada a transformacion celular y

receptores de factores de crecimiento

2.2.4 Proteinas claves del VPH en la carcinogénesis cervical

Los Papilomavirus de alto riesgo son potentes inductores de la proliferacién celular

y pueden inmortalizar un gran niumero de tipos celulares humanos. El mecanismo

de accion del VPH de alto riesgo en el desarrollo de la neoplasia cervical, se

explica principalmente por la accion de dos de sus oncoproteinas virales

mencionadas anteriormente, las proteinas E6 y E7 [Pastuszak-Lewandoska et al.,

2014], las cudles se han encontrado presentes en mayor proporcioén en la mayoria

de los carcinomas cervicales [Cruz and Diego, 2005]. E6 y E7 codifican proteinas
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multifuncionales que controlan la proliferacion y cuya expresion es diferente entre
tipos de VPH oncogénicos y no oncogénicos [Ghittoni et al., 2010; Pastuszak-
Lewandoska et al., 2014]. Por ejemplo, solo la E6 de tipos de VPH oncogénicos
tiene la capacidad de unirse con el producto génico del gen supresor de tumor p53
[Pol and Klingelhutz, 2013] (proteina activada por la fosforilacibn de proteinas
sensibles al dafio del ADN), formando un complejo E6-p53 que es blanco posterior
para la degradacion, y provoca fallos en los mecanismos de proliferacion y
apoptosis, siendo ésta una de las vias por medio de las que E6 genera el
desarrollo de la carcinogénesis cervical [Ghittoni et al., 2010; Minger and Howley,
2002].
2.2.4.1 Proteina E7

La proteina E7 es responsable de la transformacion celular y estimulacion de
sintesis de ADN en la célula infectada y se localiza principalmente en el ndcleo. La
proteina E7 de alto riesgo, es un pequefio polipéptido de aproximadamente 100
aminoéacidos, conformada por tres dominios llamados CD1, CD2 y CD3. Estos
dominios conservados, son criticos para las actividades transformantes para cada
una de estas oncoproteinas, interactuando con una gran variedad de proteinas
celulares (Figura 3), e incluyendo al producto del gen supresor de tumores del
retinoblastoma pRb [Romana and Mungerc, 2013]. De acuerdo a Ghittoni y
colaboradores, pRb actiia como supresor del crecimiento, al controlar factores de
transcripcion requeridos para la replicacion del ADN; la unién de E7 a pRb
favorece la progresion del ciclo celular al igual que su degradacion por la via

ubiquitina-proteosoma [Ghittoni et al., 2010; Wang et al., 2001]. La proteina E7 de

16



los tipos virales 6 y 11 se unen a pRB con una afinidad significativamente menor

que las proteinas E7 de los tipos 16 y 18 [Miinger K, 2001].

Integracidn dal ADN VPH en las células del hospedero
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Figura 3. Diferentes vias en las que puede actuar la E7 del VPH de alto riesgo.
Modificado de: Niladri, 2009.

2.2.4.2 Proteina E6
E6 es uno de los primeros genes expresados durante la infeccion, y tiene un rol
determinante en la inmortalizacion celular, realizando multiples funciones (Tabla
4). La literatura sugiere que la oncoproteina E6 de los tipos de VPH de bajo riesgo
se expresa en menor proporcion que la de los tipos de VPH de alto riesgo con
respecto a la transformacion celular y la actividad oncogénica [Ibeanu, 2011]. Por
lo tanto, existe una sobreexpresion de la oncoproteina E6 en las células

cervicales, precisamente cuando las células cervicales infectadas con VPH sufren
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cambios precancerosos 0 cancerosos. Si bien en la mayoria de los casos se
expresa a niveles bajos, en casos raros la expresion de E6 se presenta de forma
elevada, resultando una transformacion de la actividad celular [Mantovani and
Banks, 2009]. La expresion elevada de E6 es resultado de un "accidente
molecular”, teniendo la capacidad de unirse a un sinnimero de blancos celulares,
lo que le permite bloquear la apoptosis, regular la transcripcion viral, abatir la
diferenciacion celular y las interacciones célula-célula, e incrementar la
inestabilidad cromosémica [Doorslaer and Burk, 2010].

Tabla 4. Funciones de la oncoproteina E6.

Oncoproteina Funciones

Degradacion de p53
Inhibiciéon de la apoptosis
E6 Progresion del ciclo celular
Transformacién celular

Desregulaciéon inmune

2.2.4.3 Efecto de E6 sobre la proliferacién celular
La proteina E6 puede asociarse con el producto del gen supresor de tumores p53
y marcarlo para su degradacion, lo que potencia la progresion del ciclo celular. E6
reduce drasticamente la vida media de p53 a través de la degradacion por la via
de la ubiquitina, asi como el nivel de proteina en las células infectadas a menos de
la mitad del nivel presente en las células normales [Brown et al., 2012; Mantovani

and Banks, 2009].
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E6 puede inhibir la apoptosis dependiente e independiente de p53, ya que se ha
observado que E6 puede interactuar con mdultiples proteinas celulares (Figura 4)
una de ellas es Bak, una proteina pro-apoptética que se expresa en altos niveles
durante la diferenciacion en las capas superiores del epitelio [Jiang and Yue,
2014]. Por otra parte E6 también puede retener a p53 en el citoplasma bloqueando
su translocacion al nucleo y asi inhibiendo su funcion independientemente de su
degradacion [Doorslaer and Burk, 2010]. Otro mecanismo por el cual la
oncoproteina E6 podria estar regulando la apoptosis, es a través de su unién con
la proteina pro-apoptética c-myc, a la cual marca para su degradacion induciendo
un aumento en la proliferacion de las células infectadas. La proteina E6, al igual
gue muchos oncogenes, aumenta la actividad del promotor del gen VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular) y por tanto, su transcripcion. VEGF es uno de
los inductores mas importantes en la angiogénesis, un proceso esencial para el
reclutamiento de nuevos vasos sanguineos y un pre-requisito fundamental para la
expansion progresiva de los tumores [Lizano-Soberén et al.,, 2009; Pol and
Klingelhutz, 2013]. En contraste con los tipos virales de alto riesgo, las proteinas
E6 codificadas por los tipos 6 y 11 de bajo riesgo, se unen a p53 con menor
afinidad, no pudiendo mediar su degradacion.

Muchas mujeres con resultados positivos de VPH tendran un resultado normal en
biopsia, debido a que presentan un tipo de VPH de alto riesgo, pero sin una
transformacion celular visible. En consecuencia, debido a que la oncoproteina E6
de VPH de alto riesgo se une e inactiva varias proteinas involucradas en preservar
la estructura epitelial, incrementando su capacidad duplicativa y por lo tanto su

transformacion, su deteccion se ha convertido en una alternativa atractiva para la
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evaluacion de un marcador viral de riesgo [Doorslaer and Burk, 2010; Jiang and

Yue, 2014; Saavedra A L, 2006].

Integracion del ADN VPH a la celula del hospedero
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Figura 4. Diferentes mecanismos de accion de la E6 del VPH de alto riesgo. Modificado
de: Niladri, 2009.

2.2.5 El ciclo biolégico del VPH
Como podemos observar en la Figura 5, el ciclo biolégico del Papilomavirus esta
estrechamente ligado al grado de diferenciacién de la piel o mucosas por lo que,
para lograr establecerse en el epitelio, este agente debe ganar acceso a las
células basales. En el ser humano la infeccion por VPH se ha evidenciado durante
la actividad sexual ya que la principal via de entrada del virus es por el micro
trauma del epitelio genital. Los virus infectan a los queratinocitos de la capa basal
del epitelio escamoso estratificado especialmente en la zona de transformacion, su
genoma viral comienza a establecerse en estas células como un episoma,

permitiendo la unién entre el receptor de la célula basal con la proteina de la
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capside viral L1, a nivel de su extremo carboxi-terminal para posteriormente
realizar la internalizacion del virus [Rivera et al., 2006]. El mecanismo de entrada
del virus al nucleo no es del todo comprendido; en las vesiculas endociticas, antes
de la transferencia del virus al citosol, ocurre el desnudamiento del mismo con la
separacion de la proteina L1 del genoma. La proteina L2 es la responsable del
escape del genoma viral de la vesicula endocitica y entra con el genoma al nucleo.
La expresion y replicacion del virus ocurre de forma regulada por el grado de
diferenciacion de la célula infectada. Las proteinas E1 y E2 reclutan proteinas
celulares que median la replicacion del ADN viral y regulan la expresion genética
viral; E2 también cumple el papel de reprimir la actividad del promotor de E6 y de
E7. Esta funcidn represora se pierde cuando el ADN viral se integra al genoma
celular porque ocurre una alteracién estructural del marco abierto de lectura de E2
[Rios J, 2010; Woodman et al., 2007], generando un aumento de la replicacién

celular, siendo E6 y E7 las responsables de este evento.

En neoplasias cervicales intraepiteliales y aun mas frecuentemente en cancer, el
VPH se encuentra integrado en los cromosomas del hospedero. Las células
basales que estan en constante proliferacion migran a los estratos parabasal y
espinoso, generando la amplificacion de la expresion de genes virales tempranos
a través de la region no codificante (URR), los cuales permiten producir ADN a
cientos de copias por célula; esta etapa en el ciclo viral es conocida como la fase

vegetante, proliferante o productiva [Woodman et al., 2007].
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Lesion de bajo Lesién de alto Cancer de células
grado (LIEBG) grado (LIEAG) escamosas (CaCe)

Transformacion celular
Epitelio columnar Epitelio escamoso producto de la
infeccion

Infeccion latente Infeccion productiva ‘

Figura 5. Biologia de la infeccién por el VPH. Modificado de Bergeron, 2015.

2.3 Patologia

Segun el tipo de VPH que causa la infeccion, se pueden desarrollar diferentes
tipos de manifestaciones clinicas incluyendo aquellas que son producidas por los
tipos de bajo riesgo, las cuales se detallan en la Tabla 5. Sin embargo, la infeccion
con el VPH es de evolucion lenta generando lesiones de bajo grado, luego de alto
grado y finalmente puede progresar a cancer cervical, tal como se observa en la
Figura 6. Durante la infeccion por el VPH, en las capas superiores del epitelio (la
zona media y zona superficial) el genoma viral se replica alin mas, y se expresan
los genes tardios L1 y L2. Las proteinas L1 y L2 encapsulan los genomas virales
para formar viriones en el nucleo, como consecuencia el virus puede iniciar una
nueva infeccion [Woodman et al., 2007]. Cada una de las lesiones precursoras no
invasivas puede seguir cualquiera de las siguientes rutas: regresion, persistencia,
progresion al siguiente paso en la secuencia de la displasia hacia el carcinoma in

situ o desarrollo de cancer invasivo de células escamosas. En las lesiones
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intraepiteliales de bajo grado se presenta la replicacion viral en fase productiva. Se
desconoce el porcentaje de lesiones de alto grado que progresaran a neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). La progresion de las lesiones no tratadas y el cancer
se asocia con la integraciéon del genoma del VPH en los cromosomas del
hospedero; como consecuencia, se da la transformacion neoplasica gracias a que
se inhibe la funcion normal de la proteinas antitumorales p53 y Rb [Woodman et

al., 2007]. Un factor importante en la progresion parece ser que la mayoria de las

células tumorales son genéticamente menos estables que las células normales.

Tabla 5. Enfermedades asociadas por el VPH.

Grupo clinico patolégico Tipos virales

Lesion producida

1,4

2,26, 28, 29, 38, 49,

Verrugas plantares

Verrugas vulgares

Grupo cutdneo 57, 60, 63, 65.
3,10, 27 Verruga plana

7 Condiloma de Butcher

Grupo de la epidermodisplasia 5,8,9,12, 14, 15,17, 19 Lesiones maculares

verruciforme
25, 36, 37, 46, 50
13, 32 Hiperplasia epitelial focal

(Enfermedad de Heck)

6,11 LIEBG, Condiloma
acuminado, Papilomas

laringeo y conjuntival
Grupo mucosotropico 42, 44,53, 55, 62, 66 Principalmente LIEBG

16, 31, 33, 35, 52, 58, 67

18, 39, 45, 59, 68

LIEBG, LIEAG, carcinoma
€scamoso invasor

LIEBG, LIEAG, carcinomas
escamoso y glandular

Tomado de Villareal y colaboradores, 2010.



Figura 6. Progresion del cancer cervical por el VPH. Modificado de Woodman y
colaboradores, 2007.

2.4 Polimorfismos de nucledtido simple, cancer cervical y VPH

Un Polimorfismo de Nucleotido Simple (SNP) se define como un locus genémico
(posicion genética) donde existen dos 0 mas bases nucleotidicas alternativas con
frecuencias apreciables en la poblacion (> 1%) [Risch, 2000]. Desde hace unos
afos, los polimorfismos de nucledtido simple (SNPs: Single Nucleotide
Polymorphisms en inglés) han comenzado a ser intensamente estudiados con el
objetivo de dilucidar las bases genéticas de enfermedades con componente

multifactorial.

Considerando que los carcinomas cervicales carentes de VPH son
extremadamente raros, se ha establecido que el virus es el responsable de la
mayoria de los tumores cervicales [Zhao et al., 2014]. Sin embargo, también se ha

demostrado que gran cantidad de infecciones por VPH son de caracter transitorio,
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indicando que la mayoria de las mujeres son capaces de resolver la infeccién de
forma satisfactoria [Bruni et al., 2015]. La habilidad de una persona para resolver
una infeccién esté ciertamente influenciada por factores externos y por factores
inherentes al hospedero, lo que implica que muchas de las fases del desarrollo
tumoral pueden estar afectadas por el componente genético [Risch, 2000], es
decir que el genotipo de una persona determinaria directamente la probabilidad de
exposicién al VPH. Ciertos genotipos podrian otorgar predisposicion al desarrollo
de céancer cervical independientemente de la infeccion, o podrian existir

combinaciones genéticas que otorguen resistencia a la misma.

2.4.1 Polimorfismos de nucleétido simple y genes reguladores del
ciclo celular
En la carcinogénesis, la regulacion del paso a través de G1 es un evento esencial
en el desarrollo de un cancer. En el caso de una infeccion por los tipos VPH de
alto riesgo ocurre una interrupcion de este control por la degradacién de p53 y la
inactivacién de Rb por la accion de las oncoproteinas E6 y E7 respectivamente, tal

como se menciond anteriormente [Mantovani and Banks, 2009].

El andlisis de tumores humanos ha revelado que p53 es uno de los genes
comunmente mutados; el polimorfismo del gen p53 sufre variantes ya que la forma
p53Arg y p53Pro poseen susceptibilidades diferenciales a la inactivacion por E6

[Minger and Howley, 2002].

La proteina p21, por otra parte, es uno de los efectores directos en el bloqueo de

G1 mediado por la proteina p53. Su principal caracteristica estd dada por su
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habilidad de unirse e inhibir ciertos complejos quinasa dependiente de ciclina
[Lizano-Soberén et al., 2009; Minger and Howley, 2002]. Por lo tanto, ciertos
polimorfismos en este gen podrian ser cruciales en el desarrollo del cancer
cervical [Roh et al., 2001]. Es probable que la variabilidad genética inter-individual
de las proteinas de la via Rb también se encuentren involucradas diferencialmente

en los fendmenos de transformacion celular inducida por VPH.

A medida que los hallazgos cientificos sefialan nuevas asociaciones de proteinas
virales con proteinas celulares, la incertidumbre aumenta, debido a las
complicadas redes de interacciones que se demuestran. Los esfuerzos futuros
deberan encaminarse a comprender la importancia de estas interacciones en el

desarrollo del cancer cérvico uterino.

2.5 Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores estan agrupados en 2 familias. La primera esta
integrada por los proto-oncogenes, los cuales dirigen la produccion de proteinas
como ciclinas, factores de crecimiento, receptores, y otros que estimulan la
proliferacion celular. Cuando éstos mutan se transforman en oncogenes, los
cuales son capaces de generar la multiplicacion celular. La segunda familia esta
integrada por los genes supresores de tumores también conocidos como genes
supresores, que en el organismo sano controlan la proliferaciéon celular. Ellos por
tanto, son reguladores negativos de crecimiento y cuando no estan presentes en
la célula o se encuentran inactivos a causa de mutaciones, las células dejan de
crecer normalmente y adquieren propiedades proliferativas anormales,

caracteristicas de las células tumorales [Hernandez and Menéndez, 2001].
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Los diferentes genes supresores de tumores que regulan la reproduccién celular
pierden esta habilidad cuando estdn mutados, y no responden ante la activacion
de los oncogenes virales, al no generarse un control en la reproduccion, como
consecuencia se desarrolla el tumor. Entre algunos de los genes supresores de
tumores podemos mencionar a p53, Rb, BRCA1, BRCA2, APC, pl6'Nk4a etc.

[Hernandez and Menéndez, 2001; Minger and Howley, 2002].

2.5.1 El gen supresor de tumores p53
El gen p53 se encuentra mutado en el 50% de todos los tipos de cancer humanos,
constituyendo el blanco génico mas alterado. Una de sus principales funciones
radica en detectar y restaurar el control celular cuando el material genético de la
célula es dafiado o si el sistema que regula el control celular se altera; sin
embargo, si el dafio es menor, p53 detiene la division celular y activa los genes
reparadores del ADN. A diferencia de cuando el dafio es irreparable, por lo que,
pondria en marcha los mecanismos genéticos para que la célula entre en
apoptosis o muerte celular programada [Herndndez and Menéndez, 2001; Minger
and Howley, 2002]. No obstante, cuando sufre una mutacion, su funcién se
inactiva; como consecuencia, la célula no es eliminada mediante apoptosis y los
dafios no se reparan resultando en la generacion del proceso tumoral [Hernandez

and Menéndez, 2001; Yi et al., 2013].

Estudios han demostrado que su inactivacion por parte de la oncoproteina E6 del
VPH podria resultar en la acumulacion de lesiones en el ADN que contribuirian a

la progresion tumoral [Yi et al., 2013].
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2.5.2. El gen pRb
Fue el primer gen en el que se descubrié alguna relacion con el cancer y se
localiza en el cromosoma 13, banda q14. Cuando ocurre dafio en el ADN, la pRb
detiene la replicacion celular, uniéndose al factor de transcripcién E2F, por lo que
detiene la progresion del ciclo celular. La actividad de pRB es dependiente de
fosforilacion/defosforilacion, de manera que quinasas y ciclinas que activen su
fosforilacion van a inhibir su funcion, mientras que los que inducen su
defosforilacion van a favorecer su accién de bloqueo del ciclo celular [Ghittoni et
al., 2010]. Al igual que en los otros genes involucrados en el control celular, si se
produce una mutacion en el gen Rb se favoreceré la proliferacion incontrolada de
la célula. No sélo la mutacion provoca este efecto, sino que en presencia de
infeccién viral por VPH, la célula continuara proliferando de manera incontrolada
con un ADN alterado produciendo el desarrollo de cancer [Grillo-Ardila et al.,

2008].

2.5.3 El gen p16'Nk4a
La proteina p16'Nk4a codificada por el gen supresor CDKN2A, es una proteina de
las células humanas que actia como inhibidor de las quinasas dependientes de
ciclinas (cdk). Su mecanismo de accion consiste en la desaceleracion del ciclo
celular mediante la inactivacion de la funcién de los complejos cdk4- y cdk6-ciclina
D [Delgado et al., 2014]. Estos complejos regulan el punto de control de la fase G1
del ciclo celular mediante la fosforilacion y la subsiguiente inactivacién de la
proteina del retinoblastoma (pRb), lo cual libera el factor de transcripcion E2F vy

permite a la célula entrar en la fase S. La proteina p16'Nk4a corresponde al
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elemento celular resultante del aumento en la expresion de la oncoproteina viral
E7 que altera a pRbD, el cual es un regulador celular clave puesto que durante la
carcinogénesis la proteina pRb se mantiene inactivada al unirse a la proteina E7
del VPH. Se ha demostrado la existencia de una correlacion reciproca entre pRb y
pl6'NK4a razén por la cual existe una fuerte sobreexpresion de pl6'NK4a tanto en
los carcinomas como en las lesiones premalignas del cérvix uterino, relacionados
todos ellos con la infeccién por VPH [Delgado et al., 2014; Grillo-Ardila et al., 2008;
Munger and Howley, 2002]. La sobreexpresion y la acumulacién celular de
pl16'NK4a Jogra ser un marcador especifico de lesiones precancerosas que puede
detectarse mediante técnicas de inmunohistoquimica de muestras histoldgicas o
citologicas o mediante técnicas de inmunoensayos ELISA [Sahasrabuddhe et al.,

2011].

2.5.4 Utilidad clinica de p16'NK4a en |a clasificacion de lesiones

cervicales
En el afio 2012 el Colegio de Patdlogos Americanos y la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical publicaron la ultima recomendacion referente a
la nomenclatura a utilizar en los reportes de lesiones cervicales: lesiones
intraepiteliales escamosas de alto (LIAG) o bajo grado (LIBG) [Darragh et al.,
2012]. Aquellas anormalidades que no corresponden a estas categorias o que se
deben a cambios reactivos benignos se clasifican como atipia de células
escamosas de significado incierto o ASCUS. Simultdneamente recomiendan
expandir el uso del biomarcador p16'Nk4a para clasificar de forma inequivoca las

lesiones cervicales [Darragh et al., 2012; Maniar et al., 2015].
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La deteccién de la proteina pl16'™K42 ha sido propuesta como un marcador
biolégico para utilizarlo en conjunto con la citologia o con pruebas que detecten el
ADN del VPH, permitiendo identificar de forma indudable las células con cambios
displasicos o malignos inducido por VPH, mostrando una alta sensibilidad y
moderada especificidad en la clasificacion de lesiones de alto grado y bajo grado
[Yu et al., 2016; Zhang et al., 2015]. Con su utilizacion se mejora la especificidad
diagnostica y se solucionan los problemas existentes de variabilidad entre
observador, ya que usualmente al analizar los resultados emitidos por los
patélogos se observa que existen discordancias al momento de reportar lesiones
menores como NIC 1 y NIC 2, y una gran similitud en el diagndstico de biopsias
negativas, NIC 3 y CaCe. En la Figura 7 se visualiza la interpretacion de la prueba;
una coloracion café fuerte y difusa se considera positivo, por el contrario

coloraciones parcheadas o ausencia del color café se interpreta como negativo

[Maniar et al., 2015].

Figura 7 A. Tincién de inmunohistoquimica no difusa de p16™X42 en biopsia de cuello
uterino argumentando un resultado de LSIL B. Tincion de inmunohistoquimica fuerte y
difusa para pl6™K* en biopsia de cuello uterino confirmando diagnéstico HSIL.
(Modificado de Kruti, 2015).
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2.6 Factores de riesgo

El VPH es detectado en un amplio nimero de mujeres sanas y, sin embargo, solo
una pequefia fraccion de las mujeres infectadas desarrollard ulteriormente un
cancer cervical. Esto indica que en el proceso carcinogénico deben intervenir otros
cofactores importantes, ademés del VPH. Son muchos los factores de riesgo que
la literatura menciona; entre ellos, agentes ambientales tales como el humo del
tabaco, los anticonceptivos hormonales, el régimen alimentario y diversos
microorganismos infecciosos como posibles cofactores del VPH en la
carcinogénesis cervical [ACS, 2015].

Entre los factores de riesgo que se han estudiado y se han asociado al desarrollo
de patologia cervical tenemos:

o Conducta sexual: Aquellas mujeres con historia de mudultiples parejas

sexuales tienen mayor probabilidad de infectarse con VPH.

o Inicio temprano de la actividad sexual: Se ha demostrado también que en la

adolescencia los tejidos cervicouterinos son mas susceptibles a la accién
de los carcin6genos. El riesgo de lesion intraepitelial cuando el primer coito
se tiene a los 17 afios 0 menos es 2,4 veces mayor que cuando se tiene
después de los 21 afios [Martinez et al., 2004].

o Partos mdltiples: Se ha establecido que mujeres con dos o mas hijos tienen

un riesgo 80% mayor de presentar lesion intraepitelial; luego de cuatro hijos
dicho riesgo se triplica, después de siete se cuadruplica y con doce
aumenta en cinco veces. Algunos estudios han indicado que los cambios
hormonales durante el embarazo podrian causar que las mujeres sean mas

susceptibles a una infeccion con VPH o crecimiento tumoral. También se
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cree que las mujeres embarazadas podrian tener sistemas inmunoldgicos
mas débiles, lo que permite la infeccion con VPH y crecimiento tumoral
[ACS, 2015].

Tabaquismo: Cuando una persona fuma se expone a muchas sustancias
quimicas cancerigenas que afectan otros 6érganos, ademas de los
pulmones. Estas sustancias dafiinas son absorbidas a través de los
pulmones y conducidas al torrente sanguineo por todo el cuerpo. Estudios
sugieren que las fumadoras tienen doble riesgo de lesion intraepitelial con
respecto a las no fumadoras [Martinez et al, 2004]. En algunas
investigaciones se ha detectado subproductos del tabaco en la mucosidad
cervical de mujeres fumadoras. Los investigadores creen que estas
sustancias dafian el ADN de las células en el cuello uterino y pueden
contribuir al origen del cancer de cérvix [ACS, 2015]. Se ha demostrado la
presencia de nicotina, cotinina y otros mutagenos derivados del tabaco, en
mujeres fumadoras con lesion intraepitelial, asi como la presencia de
mutégenos en el moco cervical, algunos a concentraciones muy superiores
a las sanguineas, lo que sugiere un efecto carcinogénico directo [Martinez
et al., 2004]. Adicionalmente a lo anterior, esta el hecho de que fumar hace
que el sistema inmunol6gico sea menos eficaz en combatir las infecciones
con VPH. Otros estudios han encontrado una relacion de hasta un 62%
entre la exposicion del humo de la madera por mas de 15 afios como un
factor de riesgo para el desarrollo de cancer de cérvix [Sierra-Torres et al.,

2006; Velema J, 2002].
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o Uso prolongado de anticonceptivos orales: En un estudio multicéntrico

realizado por la IARC, se encontr6é que el uso de anticonceptivos orales por
menos de cinco afios no se relacionaba con la presencia de cancer de
cuello uterino; sin embargo, el riesgo aument6 para aquellas mujeres que
los usaban entre cinco y diez o méas afios [Martinez et al.,, 2004]. La
Sociedad Americana Contra el Cancer opina que una mujer y su médico
deben considerar si los beneficios de usar pildoras anticonceptivas superan
los riesgos potenciales; en su lugar, una mujer con mdultiples parejas
sexuales debe usar preservativos para reducir el riesgo de enfermedades
de transmision sexual [ACS, 2015].
Las mujeres que no presentan los factores mencionados, raramente padecen
displasias cervicales; por lo que el conocimiento de estos factores brinda
informacion de suma importancia en el enfoque de las medidas de prevencion
contra el cancer cervical.
2.7 Diagnéstico
Los métodos de diagndstico para la infeccion por VPH se han ido modernizando
con el paso de los afios. Actualmente se cuenta con técnicas altamente sensibles
dirigidas a la deteccion temprana de proteinas del VPH, sin dejar a un lado el
método comun de tamizaje como la citologia o Pap. Cada método tiene sus
ventajas y desventajas en relacidn a aspectos como sensibilidad, especificidad,

disponibilidad para utilizarlo como método de tamizaje, entre otros.
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2.7.1 Estrategias de tamizaje primario

Examen fisico: es un examen simple que consiste en la observacion de los

genitales, sencillo de realizar y facilmente aplicable a las poblaciones
grandes, es poco sensible ya que no detecta la mayoria de las lesiones
cervicales por VPH.

Citologia: Para obtener buenos resultados con la citologia es fundamental
gue la toma de la muestra sea correcta, obteniendo el material directamente
de la zona de transformacion. La mayoria de los resultados falsos negativos
son debido a una incorrecta toma de la muestra. La citologia tienen una
excelente especificidad (90-95%) pero una baja sensibilidad (40-60%)
[McDougall et al., 1986].

Captura hibrida: Actualmente es el estandar de oro para la deteccion del

VPH en muestras cervicales; presenta una alta sensibilidad (1 pg/ml) y
moderada especificidad, lo que hace necesaria la aplicacion de una
segunda prueba de triaje para las mujeres que resulten VPH positivas. En
paises donde la citologia no ha tenido una buena cobertura o es de dificil
acceso, la elecciébn de la segunda prueba dependera de los recursos
disponibles. La prueba de captura es un ensayo de hibridacion de &cidos
nucleicos mediante la amplificacion de la sefial y wuso de
quimioluminiscencia para la deteccion cualitativa de 13 tipos de alto riesgo

de ADN del VPH en muestras cervicales [Almonte et al., 2010].
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2.7.2 Estrategias de tamizaje secundario o triaje

Colposcopia: EI estudio colposcopico permite la identificacion de
caracteristicas sutiles de los epitelios, inapreciables a simple vista, que son
la expresion de cambios patoldgicos. La colposcopia se ha consolidado
como parte fundamental del diagnostico de las lesiones intraepiteliales y el
cancer inicialmente invasivo. Consiste en la aplicacién de &acido acético al
5% en la zona de transformacion del cuello uterino; la especificidad
depende mucho del colposcopista. Una biopsia dirigida de la zona de
transformacién, con pinza sacabocados, esta indicada en todas las

colposcopias anormales con cambios anormales [Obstetricia, 2003].

Estudio histolégico: es esencial para el diagndstico y clasificacién de la
displasia.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Es la prueba de eleccion y

tipificacion del virus. Mediante una extracciéon de ADN del virus se puede
determinar la presencia del VPH en las muestras a analizar, los iniciadores
comunmente van dirigidos a regiones conservadas del genoma del virus
como la proteina L1. La presencia del amplimero del VPH especifico puede
utilizarse posteriormente en otras pruebas como el ensayo de sondas por

hibridacion reversa (LiPA).
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2.8 Prevencion

2.8.1 Vacunas
La busqueda de nuevas estrategias en la prevencion y tratamiento del cancer
cervical se ha enfocado en la utilizacion de terapias fotodinamicas, génicas y el
desarrollo de nuevos medicamentos inmunomoduladores.
Uno de los grandes avances en la prevencion de CaCe es el desarrollo de
vacunas que sean eficaces y eficientes frente al VPH. Segun la OMS las vacunas
son cualquier preparacion destinada a generar inmunidad contra una enfermedad
estimulando la produccion de anticuerpos [OMS, 2016]. Las vacunas pueden tener
dos objetivos, uno profilactico para evitar la infeccion y otro terapéutico para
impedir la progresion de lesiones precursoras existentes. Actualmente, las
vacunas profilacticas contra VPH prometen disminuir de forma importante la
incidencia del cancer cervicouterino, provocado por genotipos virales especificos
0ONCcogénicos.
La FDA ha aprobado tres vacunas para la prevenciéon del CaCe: Gardasil, Gardasil
9 y Cervarix. Gardasil impide la infeccion por los tipos 16, 18, 6 y 11, y por este
motivo se menciona como una vacuna cuadrivalente; Gardasil 9 en cambio
protege contra los mismos tipos y cinco tipos mas de alto riesgo (31, 33, 45, 52y
58) siendo nonavalente; Cervarix solo protege contra los tipos 16 y 18. Todas las
vacunas se administran en tejido muscular por tres dosis durante seis meses
[Ochoa Carrillo et al., 2015].
La vacuna bivalente protege contra los VPH causantes del 70% de los casos de

cancer de cuello uterino, por otro lado, la vacuna tetravalente, adicional al 70% de
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la vacuna bivalente, muestra una eficacia de aproximadamente 90% contra los
VPH causantes de las verrugas genitales externas; y finalmente la vacuna
nonavalente tiene un 20% adicional de eficacia en comparacion con la vacuna
tretavalente [Brunia et al., 2015].

En Honduras a partir del afio 2016 se incorpor6 al sistema de salud la vacuna
bivalente contra el VPH, como estrategia de prevencién debido a lo poco accesible
de los sistemas de tamizaje que existen en el pais, por medio de estudios costo-
beneficio llevados a cabo en el pais se evidencio la necesidad y ventajas de su
incorporacion al sistema de salud [Aguilara et al., 2015].

2.9 Tratamiento

El tratamiento es distinto segun el diagndstico de las diferentes lesiones que las
mujeres presenten. Aquellas pacientes con un resultado anormal en la citologia y
con un diagnostico de NIC 1 comprobado mediante biopsia por colposcopia se les
da un seguimiento ya que en la mayoria de los casos estas lesiones desaparecen
espontaneamente, progresando solo un 20% a 40% de estas a una lesion de alto
grado [Saavedra A L, 2006]. En las lesiones de alto grado NIC 2 o NIC 3 el
tratamiento recomendado es la escision por medio del asa electro-quirdrgica,
resultando muy efectivo para estas lesiones escamosas no invasivas. En los casos
de céancer invasivo se trata con histerectomia (extirpacion del Utero) o con
radioterapia de alta energia (18 MV) [Saavedra A L, 2006]. El propoésito de la
radioterapia es destruir las células malignas que se encuentran presentes en el

cérvix, tejidos para cervicales y nédulos linfaticos regionales. En los casos donde
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el

cancer se presenta localmente avanzado es tratado Unicamente con

radioterapia dirigida al tumor y sitios de esparcimiento.

CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Objetivo general

Estimar la eficacia de marcadores de proliferacion celular y viral y la
eliminacidn, recurrencia o persistencia del VPH como estrategias de triaje y

seguimiento a las mujeres VPH positivas.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la expresion de la oncoproteina E6 del virus papiloma humano

genotipo 16 y 18 en muestras cervicales de mujeres VPH
positivas/negativas sin 0 con neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
histolégicamente confirmadas, y su relacion con las variantes del VPH 16

presentes en los casos NIC 2+.

Determinar en mujeres VPH positivas/negativas la presencia de NIC 2

evaluando el desempefio de la tincién de p16'Nk4a en biopsias cervicales.

Evaluar la persistencia, recurrencia o eliminacion de las infecciones por
VPH de alto riesgo tipo especifico en las mujeres de la cohorte del estudio
transversal de tamizaje después de 18 meses de la deteccion inicial del

virus.
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3.3 Hipotesis
1. La expresion de la oncoproteina E6 del virus papiloma humano genotipo 16y 18
es util para la clasificacion (triaje) de las mujeres con lesiones de alto grado o

cancer cervical (NIC 2+).

2. La variante del VPH 16 EAS se encuentra con mayor prevalencia entre las

mujeres hondurefas, respecto a la variante NA/AA.

3. La tincién de p16'NK42 en biopsias de tejido cervical tiene un buen desempefio
para diferenciar entre lesiones de bajo grado (ASCUS/NIC 1) y aquellas de alto

grado (NIC 2+).

4. Las mujeres con infecciones persistentes desarrollarian lesiones tipo NIC 2+ en

el cuello uterino, a diferencia de las mujeres con infecciones recurrentes.

3.4 Disefio de Investigacion

Disefio longitudinal hibrido, de corte transversal.

3.5 Periodo de estudio

El estudio se llevé a cabo entre los meses de octubre 2015 a septiembre 2016.

3.6 Poblacion de estudio
La poblacién estaba constituida por mujeres entre los 30 y 64 afios de edad de

dos comunidades distintas:

e Mujeres del area rural pertenecientes a los municipios de Valle de Angeles,
Cantarranas y Santa Lucia, Departamento de Francisco Morazan,

Honduras:
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o Valle de Angeles, situado a 30 Km de Tegucigalpa, en dos Centros
de Salud (CESAMO) dependientes de la Secretaria de Salud:
CESAMO Valle de Angeles y CESAMO Cerro Grande.

o Cantarranas, situado a 40 Km de Tegucigalpa, en el CESAMO
Cantarranas

o Santa Lucia, situado a 13 Km de Tegucigalpa, en el CESAMO Santa
Lucia.

e Una poblacion formada por 41 mujeres referidas con diagndstico previo de
NIC 2+ y cancer cervical que asistian al Hospital General San Felipe

ubicado en Tegucigalpa, Municipio del Distrito Central, Francisco Morazan.

3.7 Muestra

Debido a las ventajas de emplear una cohorte de mujeres provenientes del estudio
multicéntrico ESTAMPA que se encuentra en proceso, y por la facilidad de contar
con alicuotas locales de dicho estudio, utilizamos un muestreo no probabilistico
por conveniencia, conformado por 264 mujeres incluidas en el estudio. Detallamos

a continuacion su distribucion:

e Para evaluar la expresion de la oncoproteina E6, la muestra utilizada fue de
196 mujeres: una cohorte de 55 mujeres VPH positivas y 100 mujeres VPH
negativas procedentes del estudio ESTAMPA (Estudio multicéntrico de
tamizaje y triaje usando la prueba del virus del papiloma humano)
complementado con 41 mujeres con displasia y cancer cervical referidas al

Hospital General San Felipe.
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3.8

En la evaluacion diagnéstica de la proteina p16'NK42 se incluyeron 20
participantes: 12 mujeres con ASCUS o NIC 1, referidas al Hospital General
San Felipe y una cohorte de 8 mujeres con NIC 2, seleccionadas del
estudio ESTAMPA y del grupo de mujeres referidas al Hospital General San
Felipe.

En la evaluacion de la persistencia, recurrencia o eliminacion del VPH
después de los 18 meses de seguimiento, la poblacion se conformé de una
cohorte de 111 mujeres VPH positivas procedentes del estudio multicéntrico

ESTAMPA.

Seleccidén de los participantes
Para el reclutamiento de las participantes referidas con NIC 2+ en el HGSF
(Hospital General San Felipe) se siguieron los siguientes criterios de

inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

» Resultado anormal en la citologia convencional, NIC2 o superior y/o
lesiones glandulares.

» Edad entre 30 y 64 afos de edad.

* No embarazada.

* Mentalmente competente para entender el consentimiento informado.

» Capaz de comunicarse con el personal del estudio.

» Estar fisicamente apta para llevar a cabo la toma de la muestra y examen

ginecoldgico.
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Criterios de exclusion:

* Ninguna actividad sexual previa.
* Histerectomia.
 Tratamiento previo de las lesiones precancerosas de cuello uterino en los

ultimos 6 meses.

La elegibilidad de las pacientes fue evaluada por el médico del estudio, seguida de
la asignacion del codigo de identificacion; a las mujeres se les dio tiempo de
realizar preguntas respecto a su participacion y aclarar cualquier duda que les
surgiese. Posteriormente procedieron a firmar el consentimiento informado, y
responder las encuestas de factores sociodemograficos, factores de riesgo, asi

como de datos personales.

e En cuanto a las mujeres que se les dio seguimiento a los 18 meses, el
criterio de inclusién consistié en que las participantes pertenecieran a la
cohorte de mujeres del estudio ESTAMPA, que fuesen VPH positivas, no

presentasen lesiones NIC 2+ y sus edades oscilaran entre 30 y 64 afos.

3.9 Recoleccién ytipos de muestras

e Recoleccién y tipos de muestras de los casos captados en HGSF

Una vez que la paciente proporcioné el consentimiento informado, el médico
del estudio procedio a tomar tres muestras de la zona de transformacion en el
cuello uterino: para la prueba de OncoE6 se utilizé un hisopo dacron que se
introdujo en el criovial previamente rotulado; la segunda muestra para tipificar
el VPH se obtuvo con un cepillo Cervex que se agitd en medio de transporte
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(10ml de PBS 1X, con 0.05% de mertiolate); finalmente con otro cepillo Cervex
se tomo la muestra para la prueba de hC2, agitando el cepillo en el medio de
transporte PreservCyt cuyo componente principal es el metanol, que actla

como transporte, preservante y antibacteriano para muestras ginecologicas.

Seguidamente, el colposcopista realizé la evaluacion de costumbre, aplicando
acido acético 5%, realizando la toma de biopsia de las zonas acetoblancas
siguiendo los procedimientos operativos estandar ya establecidos. Posteriormente,
las biopsias fueron enviadas al patélogo del estudio para la identificacion de

lesiones histolégicas (NIC 2 o superiores).

e Recoleccién y tipos de muestras en visita de seguimiento

Durante la visita de seguimiento y en congruencia con lo establecido en el
consentimiento informado, el médico del estudio tomd la muestra de células

cervicales con el cepillo Cervex y lo agité en el medio de transporte PreservCyt.

3.10 Transporte y almacenamiento de las muestras
Las muestras de células cervicales fueron transportadas en hieleras herméticas
hacia el Laboratorio de Biologia Molecular, en la Universidad Nacional Autbnoma
de Honduras. Una vez en el laboratorio, se verific6 que las muestras recibidas
correspondian con lo indicado en la bitacora diaria de control de muestras y se
documentd su recepcion, almacenandose a temperatura ambiente, segun

instrucciones del fabricante.
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3.11 Analisis de laboratorio

3.11.1Extraccién de acidos nucleicos mediante kit comercial QIAGEN
Es una técnica que esta disefiada para una rapida purificacion de un promedio de
6 ug de ADN total (genomico, viral, mitocondrial) de 200 ul de muestra, en este
caso raspado cervical. Para el procedimiento de lisis se utilizd proteinasa K
seguido de los procedimientos establecidos por el fabricante; finalmente el ADN se
eluy6 en agua libre de nucleasas. Alternativamente, se puede almacenar a -20 °C

para posterior uso.

3.11.2 Ensayo de hibridacion de acidos nucleicos (hC2 High-Risk HPV
DNA Test)
El ensayo de hibridacion liquida de &cidos nucleicos detecta la amplificacién de la
sefial mediante uso de quimioluminiscencia en microplaca detectando de forma
cualitativa 13 tipos de ADN de alto riesgo del VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 y 68) en muestras cervicouterinas. Las muestras que contienen el
ADN diana se hibridan con una sonda de ARN especifica del VPH. Los hibridos de
ADN-ARN resultantes se capturan en la superficie de los pocillos de una
microplaca, recubiertos con anticuerpos especificos conjugados con fosfatasa
alcalina, especificos para los hibridos de ADN-ARN, y se detectan mediante
sustrato quimioluminiscente. La intensidad de la luz emitida indica la presencia o
ausencia del ADN diana en la muestra. La lectura se realiz6 en un luminédmetro y
la luz emitida se midi6é en unidades de luz relativas (RLU). Un valor de corte de 1
pg/ml equivale a 100,000 copias de VPH/mI; se considera un resultado positivo

cuando RLU/CO es mayor o igual a 1.
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3.11.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para 3-globina
Consiste en un PCR convencional que detecta el gen de 3-globina para evaluar la
calidad del ADN extraido y excluir asi las muestras con ADN degradado o no
amplificable. EI ADN amplificado se analiz6 por medio de electroforesis en geles

de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.

3.11.4 Genotipificacion del VPH por medio de LiPA (Genotyping kit

HPV GP, version 2)
La prueba se realiza en dos pasos: inicialmente con una PCR de amplio espectro
empleando iniciadores GP5+/6+ que estan dirigidos contra el marco de lectura
abierto L1 del VPH que amplifica un fragmento de 150 pb que se visualiza por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.
Seguidamente para la genaotipificacion, los amplicones son desnaturalizados y se
hibridan con sondas de oligonucleétidos especificos, los cudles estan
inmovilizados como lineas paralelas en las tiras de nitrocelulosa. Posteriormente
se realizan lavados astringentes, se adiciona el conjugado estreptavidina-fosfatasa
alcalina, el cual se une a los hibridos formados previamente. La incubacién con
cromoégeno BCIP/NBT da lugar a un precipitado purpura que es interpretado de
manera visual, lo que permite la deteccién cualitativa de 23 genotipos del VPH;
dentro de los tipos de VPH agrupados en alto riesgo y probable alto riesgo estan
detectados por la prueba estan: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,

59, 66, 68, 73y 82; y de bajo riesgo oncoldégico: 6,11, 30, 67 y 70.

45



3.11.5 Evaluacion de dos marcadores de progresion oncogénica, marcador
virolégico (oncoproteina E6) y citoldgico (p16'Nk4a)
3.11.5.1 Método de deteccidén de oncoproteina E6 (VPH 16/18 OncoE6)

Las muestras de las mujeres con un resultado VPH positivo fueron analizadas
para la deteccion de la oncoproteina E6 de VPH 16/18 mediante un ensayo
inmunocromatografico de formato lineal con tira de nitrocelulosa (AVantage HPV
E6 Test, Arbor Vita Corporation). El ensayo utiliza el principio de flujo lateral para
detectar en dos lineas diferentes la oncoproteina EG6, las tiras del ensayo
contienen anticuerpos monoclonales de captura inmovilizados, la migracién por
accion capilar de los anticuerpos se realiza al sumergir las tiras en la solucién
muestra-conjugado. La presencia de una o mas lineas indica que la oncoproteina
E6 del VPH del tipo correspondiente (16 o 18), esta presente en la muestra de

frotis cervical.
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Figura 8. Principio de la prueba OncoE6 (Tomado de Schweizer y colaboradores, 2010).
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3.11.5.2 Identificacién de las variantes del VPH 16

3.11.5.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa para L1 (MY) y E6
Para realizar la identificacion de las variantes y sublinajes del VPH 16 se
amplificaron dos genes MY y E6, ambos del VPH 16. Se inicio realizando una PCR
convencional utilizando los iniciadores MY09/11 dirigidos a la region MY del marco
de lectura abierto L1 del VPH 16, que amplifica un fragmento de 450 pb, con el fin
de identificar las variantes del VPH16 presentes en las muestras. Para determinar
los sublinajes se realizé una segunda PCR empleando los iniciadores E6/E7
dirigidos a la region E6 del VPH 16, que amplifica un fragmento de 610 pb. Para
ambos PCRs la amplificacion de los productos se visualizO por medio de

electroforesis de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

3.11.5.2.2 Electroforesis capilar mediante el uso de la quimica BigDye

(Secuenciacion enzimética tipo Sanger)
Todos los productos amplificados en los PCRs anteriores (L1 (MY), E6) fueron
purificados con el kit comercial ExoSap-IT® PCR Product Cleanup con el fin de
eliminar el ruido de fondo y los nucle6tidos sobrantes. Posteriormente se realizé la
secuenciacion de los amplicones ya purificados; la técnica se basa en la
secuenciacion automatica del ADN aplicando electroforesis capilar utilizando la
quimica BigDye Terminator v3.1® de Applied Biosystems. Esta técnica utiliza
diferentes moléculas fluorescentes unidas a cada dideoxinucleétido (nucledétidos
gue en su carbono 3" no contiene el grupo hidroxilo). La incorporacion de un
dideoxinucleétido marcado en la sintesis de la nueva cadena de ADN impide que

una nueva base pueda incorporarse y la sintesis de la nueva cadena es
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interrumpida. Las distintas fluorescencias se emiten a diferentes longitudes de
onda las cuales son leidas por el equipo (Applied Biosystems 3130 and 3130xl
Genetic Analyzers). Para la lectura e interpretacion de los electroferogramas, se

utilizé el software Sequencing Analysis 5.1.

3.11.5.3 Método de tincion p16™N%42 por inmunohistoquimica
La técnica de inmunohistoquimica consistio en la utilizacion de anticuerpos
monoclonales dirigidos a la proteina p16'Nk42 en biopsia cervicales. El anticuerpo
se encuentra marcado con biotina, que al adicionar el conjugado estreptavidina-
peroxidasa se une al complejo Ag-Ac formados previamente. La incubacion con
cromdgeno HRP/DAB (Horseadish peroxidase/diaminobenzidine) da lugar a una
coloracién café, siendo el resultado interpretado de manera visual utilizando el
microscopio. La interpretacion positiva de la tincion pl16'N<42 se basd en la
observacion de nucleos epiteliales fuertemente tefiidos presentes en células
basales y parabasales (tercio inferior del epitelio) en un area epitelial. Por el
contrario, tanto la negatividad absoluta como la positividad parcheada o irregular
para este marcador se consideran como ausencia de sobreexpresion

interpretandose como negativas.

3.12. Deteccion de VPH en el seguimiento clinico de mujeres

3.12 Control y seguimiento de pacientes
Pasados los 18 meses desde la primera visita de reclutamiento, se procedio a citar
nuevamente a cada participante VPH positiva para realizar una segunda toma de
muestra cervical siguiendo los mismos procedimientos utilizados durante el

reclutamiento para determinar la persistencia, recurrencia o eliminacion del VPH.
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3.12.1 Infeccidn persistente
Se clasificaran como infeccion persistente aquellos casos en que las participantes
presenten en la visita de seguimiento a los 18 meses el mismo genotipo de VPH

gue presentaron durante la visita de reclutamiento.

3.12.3 Infeccidn recurrente o recidiva
Se clasificaran como infeccién recurrente o recidiva aquellos casos de
infeccion/lesion que aparecen después de 18 meses de seguimiento, durante el
cual habian presentado resultados citolégicos normales, pruebas de VPH positivas

con diferente genotipo.

3.12.4 Eliminacion del VPH
Se clasificaran como eliminacion del VPH aquellos casos en que las participantes
presenten un resultado negativo en la deteccion del VPH en la visita de

seguimiento a los 18 meses.

3.13 Recoleccion de informacién
Se aplico diferentes tipos de formularios a cada participante para la recoleccion de

datos clinicos y epidemioldgicos.

Formularios utilizados en el reclutamiento de las 41 participantes en HGSF:

e Formulario de datos personales.

e Formulario de datos sociodemograficos.

e Formulario de colposcopia (llenado por el médico del estudio).

e Formulario de toma de muestras (llenado por el médico participante).

e Formulario de biopsia (llenado por el patologo).
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Formularios utilizados en la visita de seguimiento:

e Formulario de datos personales.

e Formulario de toma de muestras (llenado por el médico participante).

3.14 Analisis de datos

3.14.1Manejo de datos
A cada participante se le asigné un numero Unico de identificacion para el estudio
y toda informacion que permitia identificarla fue manejada de forma confidencial.
La recoleccion de datos se llevo a cabo usando formularios estandar, basados en
manuales de operaciones. Se cred un registro electrénico y un libro de registro

como respaldo.

3.14.2 Andlisis estadistico
Se emplearon métodos estandar de tablas de contingencia y porcentajes de
positividad de los tres grupos analizados. Se calculé sensibilidad y especificidad
de la prueba con sus intervalos de confianza al 95% utilizando el programa
estadistico XLSTAT. Para cumplir con el primer objetivo con respecto a la
expresion de la oncoproteina E6 se calculé el coeficiente Kappa para determinar el
nivel de concordancia entre la prueba de hC2 y PCR, necesarias para la deteccion

y genotipificacion del VPH.

Sensibilidad= VP Especificidad= VN
VP + EN VN + FP

VP: Verdaderos positivos VN: Verdaderos negativos ~ FP: Falsos positivos ~ FN: Falsos negativos

50



Para cumplir con el segundo objetivo, la relevancia estadistica de los datos se
evalué con la prueba de hipotesis T student a través del software IBM SPSS

Statistics version 23.0.

Con respecto al analisis del seguimiento de la cohorte en el tercer objetivo, se
aplico la estadistica descriptiva para determinar persistencia, recurrencia o
eliminacion de infecciones de VPH tipo especifico utilizando tablas de tabulacién

cruzada y representacion grafica de frecuencias.

3.15 Consideraciones éticas

El estudio fue presentado al Comité de Etica de Investigacion de la Maestria en
Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas (CEI-MEIZ) de la Escuela de
Microbiologia. Todas las mujeres que participaron en el estudio firmaron el
formulario de consentimiento informado; la informacion proporcionada fue tratada
con confidencialidad asegurandose que la participante entendiese que su
participacion era libre y voluntaria. El estudio se considera de riesgo minimo y los
procedimientos realizados durante la toma de muestra se asemejan a la practica
comun en los programas de tamizaje del cancer de cuello uterino. El estudio
ESTAMPA cuenta con la aprobacién Etica internacional y nacional por el Comité
de Etica en investigacién (CEIB), en donde las participantes autorizan el uso de
sSus muestras para ser utilizadas estrictamente en la evaluacion de nuevos

meétodos en estudios posteriores.
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3.16 Consideraciones de bioseguridad
El tipo de agente biologico estudiado representa un riesgo minimo de infeccion por
lo que todos los procesos de laboratorio fueron llevados a cabo en el laboratorio

de Biologia Molecular de la UNAH, el cuéal es un laboratorio de bioseguridad tipo II.

Todas las muestras de raspados cervicales, asi como los reactivos utilizados y
demas desechos bioinfecciosos en el estudio fueron manejados siguiendo los
lineamientos basicos del Oficial de Bioseguridad de la Maestria en Enfermedades

Infecciosas y Zoondticas.

CAPITULO 4. RESULTADOS
Los resultados de esta investigacion comprenden la evaluacion de tres diferentes
técnicas de triaje; la expresion de la oncoproteina E6, la tincion de la proteina
pl6NK4a y el seguimiento a mujeres VPH positivas a los 18 meses de la toma
inicial. La recoleccion de muestras cervicales se realizé en los municipios de Valle
de Angeles, Cantarranas, Santa Lucia y el Distrito Central, en Francisco Morazan;
la poblacion totalizé 264 mujeres entre 30 y 64 afios de edad quienes formaron
parte del estudio. La toma de muestras, transporte y analisis de ellas se llevaron a

cabo siguiendo los POE previamente establecidos.

4.1 Determinacion de la expresion de la oncoproteina E6 del VPH 16/18.
Se analizaron 196 muestras de tres poblaciones diferentes de mujeres, 100 de
ellas con resultado VPH negativo (captura hibrida hC2) del estudio ESTAMPA, 55

con resultado VPH positivo (captura hibrida hC2) del mismo estudio y 41 mujeres
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referidas con NIC 2+ o cancer cervical, reclutadas en el HGSF. Las 196 muestras
fueron analizadas por hC2 y genotipificadas por medio de LiPA, 95 dieron un
resultado VPH positivo: 85 en ambas técnicas (captura hibrida hC2 y LiPA), 7
muestras Unicamente por captura hibrida hC2 y 3 solo por LiPA; una de las
muestras resultdé positiva solo en la prueba OncoE6. Las pruebas hC2 y PCR
presentan un grado de concordancia excelente con un coeficiente Kappa igual a
0.897 (IC: 0.835, 0.959). Al analizar la Tabla 6, en 3 muestras cervicales no fue
detectado el ADN del VPH por hC2 y 7 muestras resultaron negativas en PCR, las

cudles no pudieron ser genotipificadas.

Tabla 6. Deteccién del VPH por hC2 y PCR (GP+5/+6)

hC2 (%)

PCR (GP+5/+6) Positiva Negativa Total
Positivo 85 (96.5%) 3 (3.5%) 88
Negativo 7 (6.6%) 100 (93.4%) 107

Total 92 103 195

4.1.1 Genotipificacién del VPH por medio de prueba LiPA
En la Figura 9 se observa la amplificacion del gen de 3-globina (300 pb) por medio
de PCR convencional, donde el 100% de las muestras resultaron positivas
garantizando la calidad del material a genotipificar. Por medio de PCR
convencional se detecto el VPH en el 96% (n = 85) de muestras para su posterior

genaotipificacion.
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Figura 9. Deteccién de 3-globina humana por medio de PCR. Carril 1 marcador de peso
molecular de 100 pb, carriles 2 y 3 control positivo y negativo, carriles del 4 al 14 muestras
positivas.

En la Figura 10 se muestra la amplificacién del gen L1 del VPH (150 pb) previo a

la tipificacion del amplicon.

Figura 10. Deteccién del VPH por medio de PCR. Carril 1 marcador de peso molecular de
100 pb, carriles 2 y 3 control positivo y negativo, carriles del 4 al 25 muestras positivas.
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El total de muestras amplificadas por PCR (GP+5/+6) fue de 88; los tipos de VPH
fueron identificados a través de hibridacion reversa (LiPA). La frecuencia del VPH
16 (28.4%) fue mayor en comparacion de la encontrada en el VPH 18 (11.3%),

representado graficamente en la Figura 11.

0 5 10 15 20 25 30

Frecuencia

Figura 11. Frecuencia del VPH 16y 18

4.1.2 Deteccion de la expresion de la oncoproteina E6 del VPH 16 y 18.
De la totalidad de las muestras analizadas, veintiuna (10.7%) expresaron la
oncoproteina E6 VPH16 y nueve la oncoproteina E6 VPH18 (4.5%), detectadas
por medio de la prueba OncoE6. En la Figura 12, se observa la expresion de la
oncoproteina E6 mediante la formacibn de wuna banda color puUrpura

correspondiente a E6 VPH16 o VPH18.
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Figura 12. Interpretacion de la prueba OncoE6 VPH16/18. (C) Linea de control, (16) linea
VPH16-E6, (18) Linea VPH-18-E6. Tira 1y 2: negativa; Tira 3: VPH16-E6 positivo.

Un total de 7 NIC 2, 6 NIC 3 y 31 canceres fueron diagnosticados. Dos de los
casos NIC 2 y un cancer se detectaron en mujeres del estudio ESTAMPA; todos
los otros casos (93%) fueron diagnosticados en el grupo de referencia (Tabla 7).
La prueba OncoE6 fue positiva en todos los NIC 2+ (n = 26) asociados a
VPH16/18 (tres NIC 2, cuatro NIC 3 y 19 cénceres), en un cancer que resulto

negativo en todas las otras pruebas y en tres mujeres sin lesiones de alto grado.
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Tabla 7. Niumero de mujeres con NIC2+ y sin enfermedad por tipo de VPH (16/18, Otro y
negativo) y resultado de E6

NIC 2+ EN HISTOLOGIA SIN ENFERMEDAD (<NIC2,
COLPOSCOPIA NEGATIVA)

VPH VPH VPH VPH VPH VPH Total
16/18 Otros NEG 16/18 Otros NEG
E6 positiva 26* 0 1** Jrrx 0 0 30
100% 0% 100% 23.1% 0% 0% 15.3%
E6 negativa 0 17 0 10 39 100 166
0% 100% 0% 76.9% 100% 100% 84.7%
Total 26 17 1 13 39 100 196
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

*Dos casos hC2 negativa, VPH 18, E6 18 con resultado histolégico de cancer invasor. ** hC2 negativa, PCR VPH
(GP+5/GP+6) negativo, E6 16 positivo con cancer. *** Un caso hC2 positivo, VPH18, VPH66, E6 18 con NIC 1; un caso hC2
positivo VPH16, E6 16 y colposcopia negativa; un caso hC2 positiva, E618 e impresion colposcépica de bajo grado (sin
resultado de biopsia).

La sensibilidad del OncoE6 fue de 61.4% (95 IC: 45.5%-75.6%) para la deteccion
de NIC 2+ y 100% (94.3-100) para NIC 2+ asociado a VPH16 o VPH18; la
especificidad en la deteccién de lesiones menores de NIC 2+ fue de 98.0% (95%

IC 94.3%-99.6%) ver Tabla 8.

Tabla 8. Desempefio de la prueba OncoE6 para la deteccién de NIC2 +

Deteccion de NIC 2+ Estimado (IC 95%)

Todos los casos NIC 2+ (n:48)
Sensibilidad 61.4% (45.5%-75.6%)
Especificidad 98.0% (94.3%-99.6%)
NIC 2+ asociados a VPH HPV16/18 (n:28) !
Sensibilidad 100.0% (86.8%-100.0%)

Especificidad 98.0% (94.3%-99.6%)

No enfermedad: histologia <CIN2 o colposcopia negativa. Prueba de E6 positiva con presencia del HPV 16 o VPH 18
(basado en el resultado de GP5/GP6). Los casos de NIC 2+ no asociados al VPH 16/18 fueron excluidos.

57



4.2 Identificacién de las variantes y sublinajes del VPH 16

Con el proposito de identificar las variantes y sublinajes del VPH 16 se tomé una
cohorte de 13 casos NIC 2+, que expresaron la oncoproteina E6 (12 canceres, 1
NIC 2). Se utilizaron dos PCRs convencionales, la primera amplifico el gen L1
utilizado para identificar las variantes; la segunda dirigida al gen E6 para
determinar los sublinajes del VPH16. ElI 100% de las muestras cervicales
amplificaron un fragmento del gen L1 por medio de PCR (450 pb), observandose

en la Figura 13.

Figura 13. Deteccion de la region L1/MY por medio de PCR. Carril 1 marcador de peso
molecular de 100 pb, carriles 2 y 3 control positivo y negativo, carriles del 4 al 12 muestras
positivas.

Para la clasificacion de los sublinajes, se amplificé en las 13 muestras VPH 16 un

fragmento del gen E6 de 610 pb (Figura 14).
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11 12 13 14 15

Figura 14. Amplificacion de la region E6 de VPH 16. Carril 1 marcador de peso molecular
de 100 pb, carriles 2 y 3 control positivo y negativo, carriles del 4 al 16 muestras positivas.

La Figura 15 muestra el electroferograma de la region L1/MY del VPH 16 sin picos

inespecificos ni ruido de fondo.
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Figura 15. Electroferograma de la region L1/MY (450 nucleétidos) del VPH 16.
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4.2.1 ldentificacion de mutaciones puntuales, en las regiones L1/MY y

E6 del VPH 16

La identificacion de los linajes y sublinajes del VPH 16 se basaron en la presencia

de variantes de nucleétidos simples en las posiciones propuestas por Yamada y

colaboradores, (1997) y Burk y colaboradores, (2013) como se demuestra en la

Tabla 9. Verticalmente se colocaron las posiciones de los nucledtidos que

mostraron variacion, el nimero de casos positivos se coloco en la parte derecha.

Tabla 9. Cambios en la secuencia de nucledtidos en las regiones L1 (MY) y E6, de las
variantes del VPH 16: A1/2 y D3.

Posicion de L1/MY*

A
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Linaje Sublinaje  Nomenclatura 6 7 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9
9 2 025 6 66 03546729
5 1 364 2 5841850 4
Referencia
VPH 16 A GACC T CAATCACG n
EAS EUR Al/2 A GACC J/ICCAATCACG
- - . oo Lo oo 9
NA/AA AAl D3 CATCT TTAATCATA
- - - - oo oo 4
Total 13

*Se muestran las 14 posiciones de la region L1 (MY) propuestas por Yamada.
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Posicién de E6*

B
1 1 1 1 1 1 1 222222 3 3 4 5
Linaje  Sublinaje Nomenclatura 0O 3 3 4 4 7 8 56 6 889 3 5 0 3
9 1 2 3 5 8 3 67 96 95 5 0 3 2
Referencia
VPH 16 T A G C G T T CGGTAT C T A A n
EAS EUR Al/2 e jI6* G C G JA* T CGGTAT T _JG* A A
T A - - - T - - - - - - - cC G - - 6
T A - - - T - - - - - - - cC - - - 3
NA/AA AAl D3 T A G C T T T CGGAGT T G A _IG*
- - - - - - - - - - - - - - - - - 3
Total 13

*Se presentan 17 variantes en la region E6, todas usadas por Yamada, y a excepcién de cuatro todas son
empleadas por Burk. **Alternativas de sustitucion, presente en menos del 2% de las muestras.

Se identificé la variante Europea sublinaje A1/2 (69.2%) y la variante Asiético-

Americana sublinaje D3 (30.7%). Representado graficamente en la Figura 16 se

observa la distribucién de las variantes por rango de edad, donde NA/AA

prevaleci6 en mujeres jévenes,

uniformemente distribuida.
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>51 (n=3)

Total (n=13)

Figura 16. Porcentaje de las variantes del VPH 16 por grupos de edad.

mD3
mAl/2

a diferencia de EAS que se encontrd
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4.2.2 Asociacion de las variantes segun el tipo histolégico de cancer
cervical.
Las variantes del VPH 16 se detectaron en todos los tipos histolégicos de cancer
cervical. Como se observa en la Tabla 10, las variantes EAS y NA/AA fueron
encontradas con frecuencia similares en carcinomas epidermoides (100% y 75%,
respectivamente), y solo una variante NA/AA se identific6 en un adenocarcinoma

(25%).

Tabla 10. Distribucion de las variantes del VPH 16 en carcinomas de células escamosas y
adenocarcinomas.

Frecuencia del VPH 16 (%)

Histologia VPH 16 VPH 16 EAS* VPH 16 NA/AA*
Carcinoma de células escamosas 11/12 8/11 3/11
(91.66%) (72.72%) (27.27%)
Adenocarcinoma 1/12 0/1 1/1
(8.34%) (0%) (100%)
Total 12 8 4

*NA/AA: Variante Norte americano/Asiatico americano; EAS: Variante Europea asiatico.

4.3 Determinacion de la presencia de NIC 2 en mujeres VPH
positivas/negativas, evaluando el desempefio de la tincion de p16'NK4a en
biopsias cervicales.

Tanto las muestras negativas, NIC 1 como las NIC 2 correlacionaron de forma
negativa y positiva, respectivamente, con la tincion de p16'Nk4a Tal como se
muestra en la Figura 17, en las muestras positivas en la tincion de p16'Nk4a se
observa coloraciéon café fuerte y difusa, a diferencia a lo observado en los casos

reportados negativos para la prueba.
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Figura 17 A. Tincién de inmunohistoquimica negativa para p16™<42 biopsia de cuello
uterino, con diagndstico inicial de cervicitis cronica inespecifica. B. Tincién de
inmunohistoquimica positiva para p16™<42 en biopsia de cuello uterino con diagndstico
inicial de NIC 2.

4.3.1 Expresion de p16'Nk4a en tejido cervical dependiente del diagnéstico
histolégico

De las 12 muestras con diagndstico histologico inicial negativo de displasia y NIC
1 (3 cervicitis, 2 exocervicitis, 4 tejido cervical sin lesiones histolégicas, 3 NIC 1), el
100% obtuvo un resultado negativo en la deteccion de la expresion de p16'NK4a,
Por otro lado, todas las 8 muestras con diagndstico histoldégico de NIC 2,
obtuvieron un resultado positivo en la deteccion de la expresién de pl6'NK4a
presentando coloracion café fuerte y difusa en las células basales y parabasales

en dos tercios del epitelio cervical (Tabla 11).
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Tabla 11. Expresion de pl6™K4@ en tejido cervical normal y NIC 2 confirmadas
histologicamente.

Diagnéstico histolégico

Patron de tincion de Cervicitis/NIC 1 NIC 2 Total
p16INK4a
Negativo 12 0 12
Parcheado 0 0 0
Fuerte y difuso 0 8 8
Total 12 8 20

La prevalencia del VPH en los casos negativos y NIC 1 fue del 50% (NIC 1 1/3,
negativo 5/9), a diferencia de los casos NIC 2 que fue del 100% (n: 8/8). Los tipos
virales encontrados en los casos NIC 2 fueron: 16, 18, 35, 58, 51 y 66, siendo el
VPH 16 el mas comun. La sensibilidad y especificidad de la proteina p16'Nk4a fue

de 100% (IC 95: 96.3%-100%) en la deteccion de los casos NIC 2 (P < 0.001).

4.4 Persistencia, recurrencia o eliminacién de las infecciones por VPH de
alto riesgo después de 18 meses de la deteccion inicial del virus.

Se les dio seguimiento a los 18 meses a 111 mujeres de la cohorte VPH+ en
reclutamiento del estudio ESTAMPA y que no mostrasen lesiones tipo NIC 2+; las
gue presentaran lesiones cervicales de alto riesgo durante la colposcopia, fueron
excluidas, para poder ser tratadas. De las 111 mujeres con seguimiento a los 18
meses, 42% continuaron positivas por VPH de alto riesgo en la prueba de hC2, a
diferencia del 58% que logré eliminar la infecciébn por VPH de alto riesgo,

representado graficamente en la Figura 18.
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Figura 18. Mujeres VPH positivas a los 18 meses del reclutamiento.

4.4.1 Genotipificacion del VPH

Todas las muestras positivas por hC2 (reclutamiento y seguimiento) se analizaron
por PCR convencional con iniciadores GP+5/+6 para su posterior genotipificacion.
En reclutamiento, 87.23% fueron positivas, a diferencia de las muestras de

seguimiento con solo el 80.85% de positividad (Tabla 12).
Tabla 12. Genotipificacion del VPH en muestras de seguimiento y reclutamiento.

Poblacién analizada/ Detectados (%)

Seguimientoy | Reclutamiento  Seguimiento
Reclutamiento

Muestras VPH positivas 36/47 41/47 38/47
(76.59%) (87.23%) (80.85%)
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4.4.2 Identificacién de infecciones persistentes o recurrentes por VPH
de alto riesgo.
Como se observa en la Figura 19, un total de 111 muestras fueron analizadas por
LiPA; en 11 de las muestras cervicales no se logro la genotipificacion del VPH por
lo que fueron excluidas de los andlisis estadisticos. Las infecciones persistentes
se identificaron en el 18% (n: 20) de las mujeres con seguimiento, mientras que

solo un 14% (n: 16) mostraron infecciones recurrentes.

Infeccién no identificada
Infeccion Recurrente
Infeccion Persistente

Infeccién Eliminada 58%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Figura 19. Clasificacion de las infecciones durante el seguimiento a 18 meses.

La Figura 20 clasifica los 10 distintos tipos del VPH que persistieron después de
los 18 meses; el VPH 16 fue el mas prevalente con un 45% seguido del VPH 31y
el 59, respectivamente. Aleatoriamente se tomaron 28 muestras incluyendo
seguimiento y reclutamiento para ser secuenciadas, y confirmar los tipos de VPH

identificados previamente. Se logro comparar 20 tipos del VPH identificados en
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ambos grupos por LiIPA con el resultado obtenido en secuenciacion, con una
concordancia del 100%; en las 8 restantes muestras secuenciadas no se logro

identificar el tipo viral ya que mostraban multiples picos en el electroferograma.

VPH 70
VPH 58
VPH 52
VPH 45
VPH 39
VPH 18
VPH 58
VPH 59
VPH 31

VPH 16

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Figura 20. Tipos de VPH en infecciones persistentes

4.4.3 Clasificacion de lesiones cervicales en infecciones recurrentes o

persistentes.
En la Tabla 13 se muestra la relacién entre el tipo de infeccién por el VPH con el
desarrollo de lesiones cervicales. El 39% de los casos con infeccién por VPH de
alto grado a los cuales se les dio seguimiento presentaron lesiones
histol6gicamente confirmadas; la mayoria de lesiones NIC 2 y NIC 3 se
observaron en casos de infecciones por VPH persistentes. Por el contrario, la
mayoria de los casos NIC 1 diagnosticados en el seguimiento fueron producto de

infecciones recurrentes. Durante el seguimiento se diagnosticé un carcinoma
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endocervical en las infecciones persistentes, el cual no habia sido detectado

durante el reclutamiento.

Tabla 13. Patologia cervical identificada.

Clasificacion histoldgica (%)

Infeccién por VPH NIC1 NIC 2 NIC3 Carcinoma  Negativo Total
Recurrencia 5 (67%) 1(17%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (45%) 16 (41%)
Infeccion Persistente 2 (33%) 5 (83%) 1 (100%) 1 (100%) 11 (55%) 20 (58%)

Total 7(100%) 6(100%) 1(100%)  1(100%) 21 (100%) 36

La frecuencia de las infecciones persistentes por VPH de alto riesgo por grupo de
edad se muestra en la Figura 21. La prevalencia fue mayor en mujeres entre los
30y 39 afios (45%, n = 9), seguido por el grupo de edad comprendido entre los 50

y 59 afios de edad con un 25% (n = 5).
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Figura 21. Frecuencia de infeccién persistente por grupos de edad.
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CAPITULO 5. DISCUSION
El principal objetivo de nuestro estudio fue estimar la eficacia de marcadores de
proliferacion celular y viral y la eliminacion, recurrencia o persistencia del VPH
como estrategias de triaje y seguimiento a las mujeres VPH positivas. Planteamos
que las estrategias evaluadas una vez analizadas podrian ser en un futuro, una
posible opcidn para su incorporacion a un Programa Nacional como técnicas de
triaje, o seguimiento de la persistencia de tipos oncogénicos a las mujeres VPH

positivas detectadas en el Programa de tamizaje primario.

La evidencia cientifica de los ultimos afios recomienda firmemente la deteccion de
VPH de alto riesgo como herramienta para el tamizaje primario del cancer cervical.
Los estudios han mostrado que la presencia de ADN de VPH de alto riesgo es
mas sensible que la citologia estandar, detectando alrededor de 50% de casos
adicionales de NIC 2+. Sin embargo, aunque casi todos los canceres cervicales
son causados por la infeccién por VPH, s6lo un nimero muy pequefio de mujeres

que tienen VPH de alto riesgo desarrollara cancer de cuello uterino.

Una prueba positiva de VPH de alto riesgo por si sola puede conducir a una
ansiedad innecesaria y a un sobre tratamiento, por lo que, identificar qué infeccién
por VPH de alto riesgo conducira al desarrollo de un cancer cervical ha sido un
reto diagnostico primordial. En la dltima década, las investigaciones se han
enfocado en el estudio de biomarcadores de triaje en mujeres VPH positivas, y
también en la busqueda de estrategias de reduccion rapida del peso de
enfermedad, como vacunar contra VPH a mujeres adultas y dar un seguimiento

mas frecuente a las mujeres positivas por VPH de alto riesgo.
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Las investigaciones cientificas han demostrado que el VPH produce dos
oncoproteinas, E6 y E7, sin las cuales no se produce cancer [Schweizer et al.,
2010]. Por lo tanto, la deteccion de ADN o ARN del VPH simplemente identifica la
infeccion, mientras que la deteccidn de las proteinas expresadas por los E6 y E7
de VPH de alto riesgo marca la transicion de la infeccion al cancer. La prueba
cervical OncoE6 detecta el biomarcador E6, que es responsable de los efectos
cancerigenos del VPH.

Con la limitante de un numero reducido de muestras cervicales, el presente
estudié evalud la expresion de la oncoproteina E6 del VPH 16/18 en la deteccion
de lesiones tipo NIC 2+ a partir de muestras cervicales, por medio de la prueba
inmunocromatografica de flujo lateral OncoE6. Nuestra experiencia mostré que, de
las 155 mujeres VPH positivas, 20 expresaron la oncoproteina E6 VPH16,
mientras que 7 para la oncoproteina E6 VPH18. Destacamos que la prueba fue
positiva en todos los casos de NIC 2+ asociados a los tipos virales VPH 16/18.
Particularmente resaltamos un caso de cancer cervical positivo Unicamente en las
pruebas OncoE6 16/18, y con resultados negativos en los otros ensayos (hC2 y
PCR GP+5/+6). Este resultado es similar, al encontrado en otros estudios donde,
se ha reportado que al menos el 10% de mujeres con diagnostico confirmado de
cancer cervical han mostrado un resultado negativo del VPH, reportando la baja
sensibilidad que pueden presentar las pruebas del VPH en la deteccion de NIC 2+,
al emplearse como Unica técnica de tamizaje, inclusive en canceres cervicales
[Blatt et al.,, 2015]. Los canceres cervicales con resultados VPH negativos en

pacientes mayores de 60 afios, como en este caso en especifico, podrian ser a
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causa de titulos virales bajos y no detectados por hC2, generando también pocas
copias virales, no amplificadas por PCR [Blatt et al., 2015; Poljak et al., 2009].

Otra particularidad de los resultados, fue el encontrado en tres mujeres VPH
positivas y resultado citolégico negativo, que no presentaban lesiones de alto
grado, pero si revelaron la expresion de la oncoproteina E6; 18 meses después de
su evaluacion, dos de ellas desarrollaron lesiones tipo NIC 2+, una con NIC 2 la
cual fue tratada, y la segunda sorprendentemente fue diagnosticada con
carcinoma cervical, mientras que la tercera no presentaba lesiones de alto grado
por lo que segun la literatura se recomienda un seguimiento controlado Estos
hallazgos sugieren que, posiblemente un resultado positivo por OncoE6 16/18
requiere un seguimiento mas de cerca porque puede ser indicativo de desarrollar
una lesion posterior.

En vista, de que no todas las lesiones cervicales son producidas por los tipos
VPH16/18, las lesiones generadas por otros tipos oncogénicos no son detectadas
por la prueba, es por esto que, al evaluar su rendimiento en la deteccion de
lesiones NIC 2+ encontramos una sensibilidad del 61.4% (IC 95% 45.5-75.6) y una
especificidad del 98.0% (IC 95% 94.3-99.6), en contraste, su alta especificidad
radica en que detecta los tipos virales mas comunes encontrados en lesiones tipo
NIC 2+. En igual forma, Mariano y colaboradores, determinaron una sensibilidad
de 49.6% (IC 95% 40.3-58.9) y una especificidad de 91.8% (IC 95% 88.3-94.5) en
la deteccion de casos NIC 2 utilizando la misma prueba; el rendimiento fue
parecido en los casos NIC 3 con una sensibilidad de 59.7% (IC 95% 47.6-71.1) y

especificidad de 88.6% (IC 95% 84.9-91.6) [Mariano et al., 2016]. Los autores
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concluyeron que la deteccién de la oncoproteina E6 VPH16/18 podria ser un
prometedor método de triaje a utilizarse en conjunto con la citologia.

Asimismo, al asociar el rendimiento de la prueba en la deteccion NIC 2+ asociado
a los tipos VPH 16 o 18 encontramos una sensibilidad y especificidad de 100.0%
(87.7%-100.0%) y 99.3% (96.3%-99.9%), respectivamente, encontrando buena
correlacion entre la positividad de la oncoproteina E6 y la gravedad de lesiones
histopatoldgicas comparable a lo encontrado en un estudio realizado en China

[Zhao et al., 2013]

Con respecto a lo anteriormente expuesto, la prueba OncoE6 permite identificar
aquellas mujeres en necesidad de seguimiento de las que solo estan infectadas;
su alta especificidad y sensibilidad seran claves a futuro para la toma de
decisiones. Al igual que nuestro andlisis, Zhao y colaboradores, evidenciaron que
un resultado positivo de E6 y VPH juntos, aumenta el valor predictivo positivo en
10-26 veces para desarrollar lesiones NIC 2+, después de un afio, a diferencia de
la prueba de VPH por si sola [Zhao et al., 2013]. Adicionalmente, la prueba se
caracteriza por su facil uso, permitiendo su ejecucion en laboratorios no
especializados sobre todo en paises en vias de desarrollo; de igual manera, no
necesita equipo complejo, a diferencia del que se utiliza en la deteccion del ADN-
VPH. Otra bondad de la prueba, es la rapidez de sus resultados (menos de 3
horas) lo que hace que su deteccibn sea considerada como un atractivo
biomarcador celular especifico de enfermedad a partir de muestras cervicales

[Mariano et al., 2016; Schweizer et al., 2010; Zhao et al., 2013].
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Una ventaja adicional, recae en los bajos costos que generaria la implementacion
de la prueba OncoE6 en comparacion con los utilizados en la deteccion del ADN-
VPH; de manera semejante, la citologia no representa un alto costo en su
ejecucion, no obstante, la infraestructura necesaria para llevarla a cabo, si lo es
[Zhao et al., 2013]. Asimismo, la prueba también ha sido evaluada en el
diagnoéstico, prondstico y monitoreo de otros tipos de céncer distintos al
cervicouterino, como el cancer faringeo y rectal, demostrandose alta sensibilidad y

especificidad en su deteccion [Zhao et al., 2013].

Segun se ha visto, algunas variantes de VPH16 se han asociado con diferentes
riesgos de desarrollar NIC 2+, aunque todas son carcinogénicas. Conocer cuales
son las variantes circulantes en el pais nos permitiria asociarlas con la alta
prevalencia del cancer cervical en Honduras. Por lo que, en el presente estudio,
caracterizamos las variantes del VPH 16 y por primera vez en Honduras
identificamos los sublinajes de estas variantes en muestras cervicales de mujeres

hondurefias con diagnostico histologico de NIC 2+.

Evidenciamos la presencia de dos variantes; en mayor prevalencia la variante EAS
sublinaje A1/2, y en menor proporcion la variante NA/AA sublinaje D3, semejante a
lo reportado por Tabora y colaboradores, donde encontraron en igual frecuencia
ambas variantes en 106 mujeres referidas al Hospital General San Felipe quienes

presentaban citologia normal, displasia o cancer cervical [Tabora et al., 2010].

Nicolas-Parraga y colaboradores, en 2017, evaluaron la distribucion de las

variantes del VPH16 en carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas y
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carcinomas adenoescamosos, en muestras provenientes de Europa, Asia, Africa,
Norte, Centro y Sur América; contrario a nuestro resultado, los autores
encontraron la variante europea A 1/3, y en menor proporcion la variante NA/AA
D3 en las muestras provenientes de paises de Centro y Sur América (Argentina,
Brasil, Chile, Colombia, Guatemala, Honduras, Paraguay, Perlu y Venezuela)
dentro de este grupo también incluyeron las muestras provenientes de México
[Nicolas-Péarraga et al., 2017]. Esta discordancia podria explicarse por mdultiples
factores, como las caracteristicas geogréaficas de los paises que fueron agrupados,
las cuales difieren unas de otras, la histologia, e inclusive las caracteristicas de la
poblacion que fue evaluada, ya que los autores no tuvieron acceso a los
antecedentes genéticos de las participantes, ni a los datos sobre la identidad
étnica, lo que podria haber ayudado a comprender la relacion entre las variantes
virales y las poblaciones humanas. Adicionalmente a causa de la baja cantidad de
muestras que caracterizamos posiblemente no detectamos otras variantes que

pudiesen estar circulando en el pais.

Con frecuencias similares ambas variantes fueron identificadas en carcinomas
epidermoides, y solo una variante NA/AA en un adenocarcinoma, consistente con
lo reportado por Tabora y colaboradores [Tabora et al., 2010]. Otros paises como
China, México, ltalia, Estados Unidos y Brasil concuerdan en que la variante
NA/AA se asocia mayormente con los adenorcarcinomas o0 con presentaciones
mas agresivas de cancer; por el contrario la variante EAS se reporta en
carcinomas de células escamosas o0 en lesiones de menor grado [Berumen et al.,

2001; Freitas et al., 2014; Nicolas-Parraga et al., 2017; Quint et al., 2010; Sun et
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al., 2013; Tornesello et al., 2011]. Esta asociacion se ha explicado por algunos
autores, como consecuencia de polimorfismos especificos en la region reguladora
de las variantes del NA/AA D, lo que resultaria, en la expresion génica viral en

forma acelerada [Chan et al., 1989].

La identificacion, descripcion y comprension de las variantes del VPH16 resulta
importante, ya que el conocer las variantes y sus sublinajes circulantes en los
paises de Centro y Sur América, podria brindar informacién para el desarrollo de
vacunas contra variantes especificas del VPH16 en estos paises. Lo anterior
podria evitar una eficacia reducida al emplearse vacunas con variantes que no
estan presentes en alta frecuencia en la regién latinoamericana. Por lo tanto,
ademas de los tipos de VPH, la prevalencia de las variantes del VPH16 debe ser
algo a considerar al momento de seleccionar e implementar las vacunas en los

paises de la region [Alfaro et al., 2016; Nicolas-Parraga et al., 2017].

Esta comprobado que la mayoria de los canceres y lesiones cervicales son
producidas por la infeccién de tipo persistente del VPH de alto riesgo; sin
embargo, ocurren casos donde los resultados histopatolégicos no concuerdan con
la deteccion del ADN del VPH, mostrando lesiones de alto grado con resultados
VPH negativos, generando confusion en la toma de decisiones y manejo de estos
casos. Por esta razén, en 2012, el Colegio de Patélogos Americanos y la Sociedad
Americana de Colposcopia y Patologia Cervical recomendaron expandir el uso del
biomarcador p16'NkK4a para clasificar de forma inequivoca las lesiones cervicales

[Darragh et al., 2012]. Para tener nuestra propia experiencia nos propusimos
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evaluar el desempefio de la tinciéon de p16'Nk42 en biopsias cervicales de mujeres

hondurefas, VPH positivas/negativas identificando lesiones tipo NIC 2.

Encontramos que el 100% de las muestras con diagnéstico histolégico inicial
negativo de displasia y NIC 1 resultaron negativos en la tincion, caso contrario, los
casos NIC 2 obtuvieron un resultado positivo en la deteccion de la expresion de
pl16'NK4a Estos resultados son comparables a los obtenidos por investigadores de
muchas regiones del mundo, quienes han evaluado el rol de la proteina p16'Nk4a
como biomarcador celular, ya sea como método de tamizaje, o triaje en conjunto
con la citologia o con pruebas que detecten el ADN del VPH [Bergeron et al.,
2015; Deschoolmeester et al., 2010; Doeberitz et al., 2012; Kim et al., 2015; Lim et
al., 2016]. Asimismo, estudios llevados a cabo en el continente asiatico han
logrado evidenciar la utilidad clinica de la proteina p16'NK4 con una alta
sensibilidad y moderada especificidad en la deteccion de lesiones cervicales
precancerosas y cancer, mostrando su potencial como método de tamizaje en esta
poblacién. Por su parte, algunos investigaciones en este continente sugieren que
su utilidad es aun mayor que la genotipificaciéon del VPH [Kim et al., 2015; Lim et
al., 2016; Nishio et al., 2013; Yu et al., 2016]. De hecho, en Europa, Gustinucci y
colaboradores han reflejado la pobre utilidad de esta técnica en la deteccion de
lesiones de bajo grado ya que su principal beneficio radica en que su expresién se
da en las lesiones de alto grado, indicando ser un excelente marcador en especial
cuando hay discordancia patolégica [Gustinucci et al., 2012; Kisser and
Zechmeister-Koss, 2015]. Del mismo modo, la utilidad de la tincibn en la

uniformidad del diagndéstico ha sido evaluada por Reushenbach y colaboradores,
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obteniendo mejores resultados al utilizar la citologia en conjunto con pl6'Nk4a

[Reuschenbach et al., 2014].

En Centro América, Wang y colaboradores, validaron la proteina p16'k42 como
biomarcador en un estudio de cohorte en Costa Rica; similar a nuestro estudio, en
el que destacan el potencial diagndéstico de la prueba. Sin embargo, también
sefalan la necesidad de desarrollar nuevos estudios para determinar la utilidad
prondstica de este marcador [Wang et al., 2004]. En su estudio, Allia y
colaboradores destacan la buena reproducibilidad y especificidad de la prueba

realizada inclusive por personal no experto [Allia et al., 2015].

Sin embargo, si bien la evidencia cientifica indica la gran utilidad clinica que
muestra la implementacion de la proteina p16'Nk4a2 como técnica de triaje, algunos
investigadores sugieren la incorporacidon de otros biomarcadores para el
pronéstico de la enfermedad, atribuyendo la dificultad en la interpretacion de sus
resultados, lo cual produciria efectos contrarios a su implementacién [Zheng et al.,
2014]. Por ende, los errores en el establecimiento de la técnica podrian generar un
sobre-diagndstico; por lo tanto, es necesario una interpretacion estandarizada asi
como guias suplementarias que ayuden a clarificar la interpretacion y ejecucion de

este biomarcador [Clark et al., 2016].

Investigaciones a nivel mundial, han demostrado que el VPH es un factor de
riesgo necesario, pero no el unico para el desarrollo de lesiones cervicales, no
obstante alrededor del 80% de estas infecciones son de tipo transitorias, logrando

ser eliminadas a causa de la respuesta inmunoldgica. Las mujeres con infecciones
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persistentes por los tipos oncogénicos, presentan mayor riesgo de desarrollar
lesiones NIC 2+ [Manawapat et al., 2012], como consecuencia, la OPS/OMS ha
desarrollado directrices sobre tamizaje y tratamiento de las lesiones
precancerosas para la prevencién del cancer cervicouterino, en las que sugieren
repetir el tamizaje al cabo de tres afios, a las mujeres VPH positivas con

resultados colposcopicos negativos.

Al ser nuestro estudio el primero en dar seguimiento a mujeres VPH positivas, 18
meses después del tamizaje; nos propusimos identificar la persistencia,
recurrencia o eliminacion de las infecciones por VPH de alto riesgo, considerando

Unicamente la infeccion del virus para la clasificacion.

Nuestro andlisis revela una persistencia de virus oncogénicos en el 18% de las
mujeres en seguimiento; en cambio, las infecciones recurrentes se presentaron en
menor porcentaje con un 14%, y la eliminacion se detect6 en el 58% de las
mujeres. Nuestros hallazgos son congruentes con la historia natural del VPH,
donde se ha demostrado que generalmente las infecciones se resuelven a los

pocos meses después de su adquisicion [Woodman et al., 2007].

En la presente investigacién, 10% de muestras VPH positivas por hC2 no se
lograron tipificar al no lograr su amplificacién. Segun nuestro analisis de
causalidad, esta discordancia radica en el hecho del largo tiempo de
almacenamiento de las muestras (2.5 afios) en el medio de transporte PreservCyt,
lo cual podria generar la degradacion del ADN. Otro estudio que comparte esta

observacion es el de Castle y colaboradores, donde al evaluar la estabilidad del
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ADN del VPH en el medio PreserCyt tanto por PCR y captura de hibridos en
muestras almacenas por mas de 5 afios encontraron que el 15% de los
especimenes no se lograron amplificar por PCR [Philip E. Castle et al., 2003]. El
estudio de Negri y colaboradores, estudio los efectos del almacenamiento de los
especimenes preservados en PreservCyt, conservados a temperatura ambiente
por un periodo de 2 afios y medio, a través de hC2, encontrando una reduccion de
casi 5 veces en unidades relativas de luz [Negri et al., 2004]. La principal hipotesis
del porqué el ADN se degrada en este medio de transporte recae en el largo
periodo de almacenamiento de las muestras; la exposicién de las células al
alcohol por periodos largos de tiempo probablemente genera una deshidratacion
progresiva de las mismas, lo que conlleva a la reduccion de la solubilidad de las
proteinas, haciendo mas dificil su lisis durante la extraccion del ADN [Agreda et

al., 2013].

Por otra parte, y en discrepancia con nuestra investigacion, el estudio realizado
por Agreda y colaboradores, encontraron estabilidad en el ADN del VPH
almacenado en PreservCyt por mas de 2.5 afios. Sugerimos como posible causa
de dicha estabilidad en la muestra el hecho de que los investigadores
almacenaron inmediatamente las muestras entre 2 °C y 8 °C, evitando exponerlas

a temperatura ambiente tal y como sugiere el fabricante [Agreda et al., 2013].

Al igual que en otros estudios, en nuestro trabajo el VPH 16 fue el mas prevalente,
seguido del 31 y 59 en infecciones persistentes [Banura et al., 2010; Miranda et
al., 2013; Nielsen et al., 2010]. Este hallazgo reitera al VPH16 como el principal

tipo oncogénico presente en el pais, enfatizando su participacién en el desarrollo
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de lesiones cervicales entre las mujeres hondureiias. Opuesta a nuestra
observacion, Ledén y colaboradores reportaron los tipos virales 18 y 31 en
infecciones persistentes en mujeres colombianas seguidas durante 2 afios [Ledn
et al., 2014]; dicha incongruencia podria explicarse por la variabilidad de los tipos
virales presentes en cada pais. Otro punto a considerar seria que la poblacion
estudiada por Ledn y colaboradores incluyé a mujeres menores de 30 afios,

quienes suelen presentar mayor variabilidad en las infecciones por VPH.

El analisis de nuestro estudio muestra que el 87.5% de las infecciones
persistentes desarrollaron lesiones tipo NIC 2+, incluyendo un carcinoma con
infiltracion del cuello uterino, el cual no fue detectado en la visita de reclutamiento.
En consonancia con nuestro andlisis, Rodriguez y colaboradores, demuestran que
el riesgo de desarrollar lesiones tipo NIC 2+ aumenta en mujeres con infecciones
por el VPH 16 que han persistido por al menos 12 meses [Rodriguez et al., 2008].
Manawapat y colaboradores, demuestran que cargas virales bajas, en conjunto
con la integracion del genoma viral, son factores predictivos para la persistencia

del ADN de VPH 16 [Manawapat et al., 2012].

Adicionalmente, nuestro analisis mostrd6 que el 45% de las infecciones
persistentes se encontraron en mujeres joévenes (30- 39 afios), esta relacion
podria deberse a la mejor respuesta de la memoria inmunoldgica en las mujeres
mayores, como consecuencia de la exposicion a mas tipos virales, logrando
eliminar las infecciones. Igualmente Sammarco y colaboradores, demostraron que
las mujeres jovenes mantienen infecciones persistentes, a diferencia de las

mujeres mayores, quienes si logran eliminar las infecciones [Sammarco et al.,
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2013]. En contraste, Castle y colaboradores, reportan que la persistencia

incrementa con la edad [Castle et al., 2011].

Por el contrario, se encontré que el 66.6% de las lesiones de bajo grado (NIC 1),
provino del grupo de mujeres clasificadas con infeccion recurrente. Estas
infecciones son causadas por distintos tipos virales oncogénicos; las reinfecciones
por el VPH se relacionan con el comportamiento sexual de las mujeres [Woodman

et al., 2007].

En conclusion, el cancer cervicouterino es una de las amenazas mas serias para
la vida de las mujeres hondurefias; muchas de ellas no han sido diagnosticadas y
mucho menos tienen acceso a un tratamiento que podria curarlas o prolongarles la
vida. Como resultado, nuestros hallazgos sugieren enfoques prometedores como
triagje y seguimiento de la persistencia de virus oncogénicos a las mujeres VPH
positivas al tamizaje primario. Estos planteamientos podrian en un futuro aportar
opciones a las autoridades del Sistema de Salud Nacional para convertir en
realidad la esperanza de que toda mujer se someta a pruebas de deteccién de
cancer cervical al menos una vez en la vida y lograr reducir considerablemente la

morbilidad y mortalidad por esta patologia en el pais.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir

que:

1. Se evallGa por primera vez en el pais en un estudio piloto, una prueba de
triaje que detecta la oncoproteina E6 del VPH 16/18, la cual evidencié la
asociacion entre la expresion de la oncoproteina E6 del VPH y el desarrollo
de NIC 2+. Destacamos, que la deteccion de esta proteina por medio de la
prueba OncoE6, podria ser una metodologia de triaje para evaluar a
mujeres VPH positivas que presentan mayor riesgo de desarrollar lesiones
cervicales, de las que solo estan infectadas con el virus; poniendo de
manifiesto su posible utilidad clinica en estos casos.

2. ldentificamos las variantes del VPH16, y por primera vez en el pais se
conocié los sublinajes circulantes entre las mujeres hondurefias.
Encontramos que las variantes Europea sublinaje Al/2 y Asiatico-
Americana sublinaje D3 contindan circulando en el pais. Adicionalmente,
confirmamos una marcada prevalencia de la variante EAS con respecto a
NA/AA, lo que podria ser un punto de partida en el apoyo en el desarrollo
de vacunas utilizando variantes especificas.

3. Mostramos una posible utilidad clinica de la proteina p16'Nk42 como método
de triaje, como adjunto a pruebas que detectan el ADN del VPH de alto
riesgo. Presentamos evidencia de su capacidad de diferenciacion entre

lesiones negativas/NIC 1 de las lesiones NIC 2, lo que lograria evitar el
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sobretratamiento en mujeres con resultados falsos positivos en colposcopia
e histologia.

Los resultados presentados muestran que las mujeres con infecciones
persistentes por mas de 18 meses por VPH de alto riesgo, podrian tener
una mayor probabilidad de desarrollar lesiones tipo NIC 2+; por
consiguiente, el seguimiento deberia ser méas frecuente entre este grupo de

mujeres.
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CAPITULO 7. RECOMENDACIONES, LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Se recomienda implementar la deteccion de la oncoproteina E6 como
método de triaje en los Sistemas de Tamizaje Nacional. Su elevada
sensibilidad y especificidad en la deteccion de lesiones precancerosas y
cancer de cuello uterino, causadas por los tipos VPH 16/18, la convierte en
un biomarcador ideal. Ademas, su bajo costo en comparaciéon con la
citologia o pruebas que detecten el VPH, hacen de la prueba un candidato
idoneo sobre todo en paises como Honduras, donde se busca la
implementacion de nuevas estrategias a corto plazo.

Recomendamos la socializacién de la utilidad diagnéstica de los métodos
de triaje existentes en el pais como la tincién de p16'™NK42, a los médicos y
personal de salud en general; asi como la capacitacion continua de los
profesionales en salud, ya que el éxito de su implementacion radicara en la
correcta interpretacion mediante el uso de guias suplementarias.

Ya que la detecciébn del ADN-VPH presenta una mayor sensibilidad en
comparacién a la citologia, recomendamos su utilizacibn como estrategia
de seguimiento a las mujeres VPH positivas en tamizaje. El seguimiento a
las mujeres con tipos oncogénicos permitiria detectar en la colposcopia
mayor cantidad de lesiones cervicales; se pretende que en el futuro estas
estrategias puedan ser incorporadas como meétodos de prevencion y

seguimiento a las mujeres VPH positivas en el pais.
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Una de las principales limitaciones con la que nos encontramos en el
estudio, fue la dificultad en el seguimiento de las participantes. Lo anterior,
como resultado del cambio de domicilio o teléfono celular; adicionalmente,
algunas de ellas se mostraron renuentes al seguimiento. Por lo tanto, fue
necesario la implementacién de busquedas activas mediante trabajo de
campo, a través de la direccion que fue proporcionada por las participantes
en los formularios de datos personales.

Otro de los inconvenientes radico en la genotipificacion del VPH. Segun se
ha visto, el alcohol presente en el medio de transporte PreservCyt interfiere
con la extraccion del ADN del VPH, si no se refrigera inmediatamente entre
2 °C y 8 °C. No obstante, es importante mencionar que la adecuada toma y
manejo de las muestras cervicales son aspectos cruciales al momento de
ejecutar pruebas moleculares, puesto que existen muchos inhibidores que
podrian afectar el resultado y la interpretacion de las mismas.

Un factor importante es la comprension del porqué algunas mujeres logran
eliminar el VPH y otras no, lo cual aun es punto de discusion. Por lo tanto,
identificar qué factores de riesgo presentan las mujeres con infecciones
persistentes y su asociacion con la carga viral, podria ser un nuevo punto a

investigar.
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Anexo 1. Solicitud de ética aprobada por el Comité de Etica de la IARC.

International Agency for Research on Cancer

g"@ World Health
& Organization

150 cours Albert Thomas Dr Rolando Herrero

SRaTA Liyon e 95, Frratos Prevention and Implementation Group (PRI)
IARC Ethics Committee (IEC) IARC

Tel.: +3347273 83 41

E-mail: jec-secretariat@ia

Date: 18 February 2016

Ref.: IEC Expedite Approval

Dear Dr Herrero,
Please note that the amended version of the protocol (v3.1) on project 12-27:
Multicentric study of cervi Multicentric study of cervical cancei scicaning Znl Tiigl
with human papilloma virus testing (ESTAMPA)
was reviewed by the IEC Chair and Vice-Chair through the expedite review procedure.
As there are no ethical issues to consider, the decision of the IEC is as follows:

This project is approved.

Yours sincerely,

Dr B. Fervers
Chair, IARC Ethics Committee
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Anexo 2. Solicitud de ética aprobada por el Comité de Etica en investigacion (CEIB).

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
HONDURAS )
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

UNIDAD DE INVESTIGACION CIENTIFICA
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION BIOMEDICA

CONFIDENCIAL
CONSTANCIA
Por este medio EI Comité de Etica en Investigacion Biomédica (CEIB), de la

Unidad de Investigacion Cientifica (UIC), con Registro N° IRB 00003070 hace
CONSTAR que el proyecto de investigacion:

“Estudio de tamizaje y triage de cancer de cuello uterino con pruebas del
virus del papiloma humano” (ESTAMPA). Estudio- Honduras
Presentado por: Dra. Annabelle Ferrera.
Institucion (es): Escuela de Microbiologia UNAH, Programa de Enfermedades

Cronicas y Cancer Secretaria de salud. Grupo de Prevencion e Implementacion
Seccién de Detencion Temprana y Prevenciéon (PRI/EDP)

Fue sometido a un proceso de andlisis la solicitud de prorroga por un afio mas,
aprobandose la segunda prorroga a partir del 30 de octubre 2015.

Conforme a las Normas Eticas Nacionales e Internacionales Vigentes.

Para los fines que al interesado (a) convenga se extiende la presente a los 29 dias
del mes de enero 2016.




Anexo 3. Solicitud de ética aprobada por el Comité de Etica en investigacion CEI-MEIZ.

UNAH

FACULTAD DE CIENCIAS
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

CONSTANCIA DE RESOLUCION
PROTOCOLO DE INVESTIGACION No. 09-2014

Por este medio el Comité de Etica de Investigacién de la Maestria de Enfermedades Infecciosas y
Zoondticas (CEI-MEIZ) hace CONSTAR que el proyecto de investigacion:

Titulo del proyecto: “Evaluacién de proteina E6 de VPH 16/18 como un biomarcador para la
deteccion del cancer de cuello uterino en Honduras”

Equipo de Investigacién: Anabelle Ferrera (Investigadora principal), Elmer Turcios y Brenda
Salgado (Co-Investigadores), Wendy Valladares y Yessy Gabriela Cabrera (Estudiantes Co-
Investigadoras).

Institucion (es): Escuela de Microbiologia — UNAH, Maestria de Enfermedades Infecciosas y

Zoondticas (CEI-MEIZ) — UNAH, Hospital General San Felipe y Ministerio de Salud Publica de
Honduras.

Fecha de presentacién al comité: 13/ 10/ 2014
Fue sometido a un proceso de revision y analisis y en consecuencia fue APROBADO
Duracién de la aprobacién: 17 /12 / 2014 al 17 /12 /2015

Para los fines de los interesados se les extiende la presenta a los diecisiete dias del mes de
diciembre de 2014.

Dra. Wendy Murillo
Presidente CEI-MEIZ

ulnes Borjas
Secretaria CEI-MEIZ
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Anexo 4. Flujograma de trabajo para la deteccion de la Oncoproteina E6.
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Anexo 5. Flujograma de trabajo deteccion de p16™N<42
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-Tratamiento 1
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Anexo 6. Flujograma de trabajo visita de seguimiento 18 meses.

}
|

}

Sale del estudio

Colposcopia Colposcopia
Positiva Negativo

HC2
undll Negativa [
Sale del estudio

HC2

Positivo NIC 2+
tratamiento
Positiva

}

-Negativo,

-NIC 1
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Anexo 7. Consentimiento informado

Rol de marcadores de proliferacion celular y viral y la eliminacion o
persistencia del VPH como estrategias de triaje y seguimiento a las mujeres
VPH positivas en cuatro municipios de Francisco Morazan.

Realizado por: Escuela de Microbiologia, UNAH; Ministerio de Salud, Honduras.
Patrocinado por: Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer [IARC],

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).Corporacién Arbor Vita.

Investigador principal: Annabelle Ferrera, Ph.D. —Escuela de Microbiologia, UNAH
Colaboradores: Elmer Turcios, MD

Brenda Salgado, MD

Wendy Valladares, MQC In fieri

Yessy Cabrera, M.Sc In fieri

Identificacion:

Introduccién

El cancer de cuello uterino o cancer de cuello del uUtero es un problema de salud
importante en nuestro pais, y ha sido muy dificil controlarlo. Actualmente sabemos
gue el cancer de cuello del utero es causado por una infeccion por algunos tipos
del virus del papiloma humano (VPH). (Un virus es un organismo muy pequefio no
visible al microscopio). Esta infeccion viral es muy comun y las defensas del
cuerpo usualmente eliminan la infeccion durante los dos afios siguientes a su
adquisicién. Sin embargo, algunas mujeres que padecen la infeccibn no la
eliminan y podrian desarrollar cancer. Actualmente para prevenir el cancer de
cuello del utero se utiliza la prueba de la citologia (Pap). Esta prueba consiste en
examinar las células recolectadas del cuello del utero utilizando un microscopio,
para identificar si hay cambios anormales en algunas de ellas. Si se encuentran
células con cambios anormales, estos podrian haber sido causados por algin
VPH y pueden representar la existencia de una lesién en el cuello del utero, que si
es detectada a tiempo puede ser tratada antes de convertirse en cancer. Estamos
investigando nuevas técnicas alternas que podrian ser ventajosas frente a la
citologia para detectar lesiones causadas por el VPH, que al ser identificadas y
tratadas adecuadamente no se convertiran en cancer de cuello del Gtero.
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¢,De qué se trata este estudio?

Este estudio busca evaluar el porcentaje de mujeres con un diagnostico de
lesiones precancerosas o cancer de cuello uterino que presentan la oncoproteina
E6, esta es una proteina que se encuentra en gran cantidad cuando existe una
infeccion por VPH. Invitaremos a participar 41 mujeres entre los 30 y 64 afos de
edad que acudan en busca de atencion médica al Hospital General San Felipe.

¢Quiénes pueden participar?

Mujeres entre los 30 y 64 afios que tengan un diagndstico anormal durante la
colposcopia, que no estén embarazadas y que no hayan tenido un parto o aborto
en los ultimos tres meses.

¢, Qué implica para mi participar?

Si usted acepta participar, en su visita le haremos preguntas acerca de sus datos
personales. Ademas, se le recolectaran dos muestras de células de su cuello del
Gtero para detectar la presencia del virus (VPH) y la oncoproteina E6. La toma de
las muestras es similar a la que se realiza para la citologia.

Usando una de las muestras recolectadas, realizaremos la deteccion de una de
las proteinas del virus (oncoproteina E6). La segunda muestra sera utilizada para
realizar la prueba de VPH; estas técnicas ayudaran a mejorar la calidad de la
citologia.

Le pedimos autorizacion para almacenar sus muestras, las cuales utilizaremos
para la evaluacion de otras estrategias que puedan mejorar la deteccién temprana
del cancer de cuello del Gtero. Para cualquier evaluacion de nuevas estrategias,
solo se usaradn sus muestras, pero sus datos personales no seran utilizados ni
compartidos.

Finalmente le recalcamos que su participacion es completamente voluntaria y
puede negarse a participar en cualquier parte del estudio o retirarse de este
cuando quiera. Esto no afectara los servicios que usted recibe dentro de su
sistema de salud.

¢Mi participacion tendra algun costo para mi o recibiré algun pago por mi
participacion?

Todos los procedimientos del estudio son completamente gratis. Usted ni pagara,
ni recibira ningan pago por su participacion.

¢,Qué muestras seran recolectadas durante el estudio y para qué seran
utilizadas?
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Vamos a recolectar dos muestras de células de su cuello del Utero durante su
visita.

Una muestra de células cervicales mediante un hisopo de Dacrén para detectar
una de las proteinas del virus (E6); la segunda muestra se tomara con un cepillo y
se agitara en un medio especial llamado PBS 1X y luego en un segundo medio
llamado PreservCyt, con esta muestra realizaremos la prueba de VPH. Las
muestras de su cuello del utero se utilizardn para estudiar las diferentes
manifestaciones del virus en las células que nos puedan ayudar a identificar a las
mujeres que estén en mayor riesgo de desarrollar cancer. Durante la visita a
colposcopia en algunos casos si el medico observase algunas areas anormales,
puede decidir tomar una pequefia muestra de tejido de cuello del Gtero (Biopsia).

Las muestras recolectadas seran transportadas desde el Hospital General San
Felipe al laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional Autonoma
de Honduras (UNAH). En este documento le pedimos autorizacion para usar sus
muestras en estudios futuros y por lo tanto usted no volvera a ser contactada por
este motivo en el futuro.

Usted recibird los resultados de las pruebas de VPH recolectadas durante su
participacion. Los resultados de las otras estrategias en investigacion no le seran
informados porque no seran utilizados para decidir si usted necesita ser tratada o
no. Sin embargo, si usted prefiere, puede solicitarlos contactando al investigador
principal, Dra. Annabelle Ferrera, Escuela de Microbiologia, UNAH, celular
99902713, quien se los entregara cuando estén disponibles.

Una vez mas le recordamos que sus muestras almacenadas no seran marcadas
con informacion que la identifique. Solo tendran un cédigo que permitir4 asociarlas
con sus otros datos.

¢Cuales son los beneficios de mi participacion?

El beneficio es que se le realizardn pruebas de alta calidad sin ningin costo, para
la deteccién de lesiones que podrian convertirse en cancer de cuello del utero, asi
como el tratamiento y el seguimiento en caso de que usted obtenga un resultado
positivo en las pruebas realizadas.

¢Cuales son los riesgos de mi participacion?

El examen ginecolégico es incObmodo y en muy pocas ocasiones puede producirle
un sangrado ligero muy corto que desaparece espontaneamente, si en cualquier
momento presentase este signo puede acudir al médico del estudio quien le
atendera gustosamente para su evaluacion.
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¢Lainformacion que voy a brindar es confidencial?

Toda la informacion que brinde, incluyendo los resultados de sus pruebas, sera
confidenciales. Se va a usar un niumero de estudio que la identificara a usted, sus
documentos y sus muestras. La informacidén que permite vincular este nimero con
su nombre se guardara en un lugar seguro y estara disponible Unicamente para el
personal del estudio.

El investigador principal es responsable de asegurar la confidencialidad de sus
datos. Todo el personal del estudio mantendréa la confidencialidad de su identidad
y su nombre no aparecera en ninguna publicacion con respecto al estudio o sus
resultados.

Instituciones, aprobaciones, seguimientos, preguntas adicionales y futuros
contactos

Este estudio esta coordinado por la Agencia Internacional para la Investigacion en
Céancer y es realizada en Honduras por la Escuela de Microbiologia, UNAH. Este
estudio es financiado por la IARC, y por la Corporacién Arbor Vita.

El protocolo del estudio y el consentimiento informado han sido revisados y
aprobados por el Comité de Etica de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y
Zoondticas de la Escuela de Microbiologia, Universidad Nacional de Honduras.

Si tiene preguntas adicionales puede hacerlas y discutirlas con el personal del
estudio. Si tiene preguntas adicionales puede contactarse con la Dra. Annabelle
Ferrera, investigador principal de la Escuela de Microbiologia en el celular
99902713 o con la Dra. Jackeline Figueroa, del area de Regulacion el Ministerio
de Salud Publica,
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He leido el consentimiento informado y este formulario.
Iniciales
Y sé lo siguiente:

e Que el Virus del Papiloma Humano (VPH) puede causar cancer de cuello del
utero si la infeccion no es eliminada por las defensas del cuerpo

e Que actualmente es posible detectar las lesiones en el cuello del Utero
utilizando una prueba que detecta el VPH

e Que en este estudio se investigara la presencia de la proteina E6 del VPH
para detectar las lesiones en el cuello del utero que podrian convertirse en
cancer

e Que, como parte de los procedimientos del estudio, se me realizaran pruebas
y se recolectaran muestras para investigacion

e Que mis muestras seran almacenadas y podran ser utilizadas en el futuro en
la evaluacién de nuevas estrategias que puedan servir para mejorar la
deteccidon temprana del cancer de cuello del utero

e Que mi participacion es voluntaria y no tendra ningln costo y que no me
pagaran por participar

e Los riesgos y beneficios de participar en este estudio

e A quién puedo llamar si tengo dudas o preguntas acerca del estudio

e Que me puedo retirar del estudio en cualquier momento o0 negarme a cualquier
parte del estudio y que esto no representara ningun problema para mi

Si, yo acepto participar

Firma de la participante Nombre completo Fecha
Firma del administrador del consentimiento ~ Nombre completo Fecha
Firma del testigo Nombre completo Fecha
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Cadigo:
Identificacion participante

Anexo 8. Formulario de datos personales

Rol de marcadores de proliferacion celular y viral y la eliminacion o persistencia del
VPH como estrategias de triaje y seguimiento a las mujeres VPH positivas en cuatro
municipios de Francisco Morazan.

1. Clinica: Hospital San
Felipe

2. Fecha completado: |_|_|/ |_|_I/ |||
Dia Mes Afio

3. Nombre

Primer Nombre  Segundo Nombre

| P
Primer Apellido  Segundo Apellido

4. Fecha de nacimiento AR ARNARNEN
Dia Mes Afio
5. Identificacion
L]
6. Direccion
7. NUmeros telefénicos Casa a. | | | LLLLLLLLLLLL
Celular b. |_|_|_ L

8. Correo electronico

9. Contacto personal que no
viva en la misma casa

Primer Nombre  Segundo Nombre

L ]
Primer Apellido  Segundo Apellido

Relacién:
Teléfono: 1. ||| |||
2.

Direccion:

10. Centro del que fue referida:

Agosto 2014
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Cadigo:
Identificacion participante

Anexo 9. Formulario datos socio-demograficos

Rol de marcadores de proliferacion celular y viral y la eliminacion o persistencia del
VPH como estrategias de triaje y seguimiento a las mujeres VPH positivas en cuatro
municipios de Francisco Morazan.

Fecha de visita: || 1/ |_|_1M__|_|_|_|
Dia Mes Ao

Deseo tomar algunos minutos para hacerle algunas preguntas acerca de su educacion y trabajo.

1. ;Sabe leer? 1. Si 2. No 3. NR
2. ¢ Sabe escribir? 1. Si 2. No 3. NR
3. ¢Ha asistido alguna vez a la escuela? 1) Si 2. NO (pasea5) 3. NR (pase a 5)

4. ¢ Cual fue el grado o nivel de escolaridad mas alto que complet6?

1 primaria incompleta 5. pregrado/ universidad incompleta

2 primaria completa 6. pregrado/ universidad completa
secundaria incompleta 7. vocacional/ técnica

4 secundaria completa 8. NR/ NS

5. ¢ Cudles de las siguientes descripciones expresa mejor la situacién actual del jefe de hogar (jefe de hogar es el
gue lleva mas dinero a la casa)

1 trabaja 5. retirado

2 desempleado buscando trabajo 6. Hace tareas del hogar, cuida a los nifios o a otras personas.
3 estudia 7. otro

4 enfermo permanente/ discapacitado 8. no responde
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6. ¢ Cual es la ocupacion del jefe del hogar?

1

empleado

2

empelado en oficios domésticos

trabaja en un programa de empleo social

empleador (con 5 empleados 0 menos)

empleador (con mas de 5 empleados)

8. trabajo temporal

9. Trabajo de campo: pastoreo, agricultura, etc.

1 trabajador sin salario: trabaja en una empresa familiar sin
Salario.

11 otro

12 no responde

profesional o técnico trabajando independiente.

trabajador independiente pero no profesional (en la casa, comerciante, trabajador de la construccién sin

contrato formal de trabajo)

7. Elaguaensu casa:

1. Ilega por tuberias a la casa 3. esta fuera del terreno

2. esta dentro del terreno pero fuera de la casa 4. no responde

8. ¢Tiene bafio?

1. Si 2. No (pase a 10) 3 NR
9. El bafio tiene:

1. sanitario o cadena y arrastre de agua.

2. sanitario sin boton ni cadena pero con arrastre de agua (usa un balde para hacer correr el agua)
3. letrina (sin arrastre de agua)

4, no responde.

10. En su casa usted tiene: (marque todas las que apliquen)

1. automovil 5. computadora portatil

2. horno microondas 6. lavadora

3. television por cable 7. ninguna de las anteriores

4, computadora de escritorio
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11. Finalmente, quiero preguntarle si usted ¢ Alguna vez se ha hecho un Papanicolaou o citologia?

1

etal.]

Si

2.

No

3.

NS/ NR [Wechslera

12. ¢Cuéando se realizé su ultimo Papanicolaou o citologia?

1. hace menos de 2 afios.
2. entre 2 a 5 afos atras.
3. hace mas de 5 afios
FIN
Agosto 2014 Page 3 of 3
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Anexo 10. POE Toma de muestras cervicales

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Toma de muestras de células cervicales

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 2
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el método de toma de muestras cervicales de participantes

Materiales:

@NOO AWM

Especulo plastico descartable nuevo o metélico estéril
Viales de PreservCyt (PC) de 20 ml

Criovial para Dacrén seco

Aplicador de Dacron

Cepillo cervical Cervex Brush nuevo

Etiquetas de identificacion

Laminas portaobjetos

Fijador para citologia convencional

Procedimiento:
1.
2.
3.

Coloque a la paciente en posicion de litotomia

Etiquete los vial es de PC y el criovial con la identificacion correspondiente
Identifigue la lamina de citologia convencional en la parte esmerilada,
anotando con lapiz el nimero de identificacion de la participante y las
iniciales de su nombre

. Coloque el especulo del tamafio apropiado segun las caracteristicas de la

participante

Identifique el cérvix claramente y observe la localizacion de la zona de
transformacion

Introduzca la punta del aplicador de Dacron aproximadamente 0.5 cm en el
orificio cervical y girelo 360° tres veces completas y barra el ectocérvix con
el Dacrén cubriendo con un giro toda la superficie expuesta
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7

10

Retlre el aplicador y coldquelo en el criovial pre-etiquetado
Tome el mango por encima de la cabeza del aplicador
Cierre parcialmente la tapa del tubo, doble el mango del aplicador hacia
abajo hasta que se rompa, liberando de esta forma la cabeza del hisopo
dentro del tubo
Descarte el mango del aplicador
Cierre por completo la tapa del tubo
Tome el cepillo cervical nuevo introduzcalo en el orificio cervical y girelo
360° cinco veces completas en un mismo sentido
Retire el cepillo del orificio cervical

. Para preparar la lamina de citologia convencional, deslice una cara del

cepillo con la muestra sobre un portaobjetos nuevo pre-identificado

. Coloque el cepillo en el vial de PC 1
iii. Proceda a fijar la lamina de citologia con la solucion fijadora y deje que se

seque

. Lave el cepillo vigorosamente en el medio preservante mediante agitacion

circular en ambos sentidos y golpeandolo contra las paredes del vial.

. Tape el vial

Tome el segundo cepillo cervical nuevo y repita el procedimiento de toma de
muestra

I. Enjuague el cepillo en el segundo vial de PC de igual forma y tape el vial

11

12.

.Retire el especulo y descartelo en un recipiente para material bioinfeccioso

e indigue a la participante que puede vestirse

Coloque los viales de PC con muestras, el criovial con el Dacrén seco y la
lamina en el area designada para su posterior transporte a temperatura
ambiente.
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Anexo 11. POE Envio, transporte y recepcion de especimenes del sitio de campo al

laboratorio.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS

ESCUELA DE MICRQBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR

Envio, transporte y recepcion de especimenes del sitio de campo al

laboratorio

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [

Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 2
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento de manejo y transporte de bioespecimenes
recolectados desde el sitio de campo al laboratorio de procesamiento

Materiales:

1. Bioespecimenes tomados en visitas del estudio
2. Bitacora de control de muestras

Procedimiento:

1. Al final de cada dia de consulta, verifique todas las muestras

tomadas estdn documentadas en la bitacora diaria de control de
muestras

Si es necesario, complete la bitacora con las muestras faltantes
Documente el numero total para cada tipo de muestra y confirmelo
con el recuento fisico

. Traslade las muestras con la bitacora diaria de control al lugar

designado para el almacenamiento hasta su traslado al laboratorio de
procesamiento

. Cada vez que deba enviar muestras al laboratorio de procesamiento,

localice todas las muestras

Localice las bitacoras diarias de control correspondientes a todas las
muestras a trasladar

Localice todas las muestras documentadas en las bitacoras diarias
de control por trasladar

Documente los totales por tipo de muestra en la hoja resumen para
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traslado y verifique con el recuento fisico

4. Traslade el lote de muestras al laboratorio de procesamiento

i.  En el vehiculo de transporte asegurese de usar aire acondicionado si

la temperatura del lugar lo requiere y mantenga las muestras en el
vehiculo solo el tiempo necesario

5. Una vez en el laboratorio de procesamiento la persona encargada
debe verificar que las muestras recibidas correspondan con lo
indicado en la bitacora diaria de control de muestras y documentar su
recepcion.

Anexo 12. POE Desnaturalizaciéon de muestras recolectadas en solucion PreservCyt para
realizacion posterior de pruebas de captura de hibridos.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Desnaturalizacion de muestras recolectadas en soluciéon PreservCyt para
realizacion posterior de prueba de Captura de Hibridos

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera | Fecha: _/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 4
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento de conversion y desnaturalizaciéon de
muestras recolectadas en solucion PreservCyt para realizacion posterior de prueba
de Captura de Hibridos

Materiales:

Viales de PreservCyt (PC) con muestra de células cervicales
Micropipeta de 1 ml

Puntas descartables con filtro de 1 ml

Camara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Gabacha

Guantes desechables

NookwNhE
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8.
9.

Etanol 70%
Tubo coénico estéril de 15 ml

10. Pipeta repetidora

11.Finntips Stepper estériles de 2.5 ml

12.Finntips Stepper estériles de 5 ml

13.Tapas para los tubos de los controles y calibradores del kit de Captura de

Hibridos

14.Vortex
15.Bafio maria 65°C

Materiales incluidos en el kit de conversioén:

1.
2.
3.
4.

Tampon convertidor de muestra (Sample Conversion Buffer)

Colorante indicador (Indicator Dye)

Agente desnaturalizante (DNR)

Medio de transporte de espécimen (Espécimen Transport Medium, STM)

Materiales incluidos en el kit de Captura de Hibridos:

OhrWONE

Colorante indicador (Indicator Dye)
Agente desnaturalizante (DNR)
Control de calidad Low-Risk
Control de calidad High-Risk
Calibrador negativo

Calibrador High-Risk

Procedimiento:

A.
1.

2.

ONoOA wWNh P

©

Preparacién del area de trabajo:

Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

Limpie de igual forma la superficie de la pipetas, vortex, gradillas, etc. antes
de introducirlos a la camara

Encienda la luz ultravioleta de la cAmara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras

Cierre la cdmara

. Desnaturalizacién de muestras recolectadas en solucién PC

Encienda el bafio maria a 65°C asegurandose de tener suficiente agua para
cubrir las muestras que contendran los tubos

Genere su lista de trabajo o bithcora de procesamiento

Utilizando la lista de trabajo obtenga todas las muestras (viales de PC) que
deben ser procesados

Verifique y ordene sus muestras con su lista de trabajo

Coloque guantes

Limpie con etanol al 70% todos los viales de PC a procesar

Cambiese los guantes

Rotule con numeros consecutivos todos los viales de PC que va a procesar,
siguiendo su lista de trabajo

Por cada PC rotule un tubo cénico estéril de 15 ml y su tapa con los mismos
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nameros consecutivos que uso para los viales PC

10. Transfiera los PC con muestras y los tubos de 15 ml dentro de la camara

11.Tome la primera muestra de su lista de trabajo y el tubo conico
correspondiente. Verifique que la numeracion de la muestra y el tubo
coincidan.

12.Agite el vial PC con la muestra, al menos 7 veces por inversion, abralo y
pipetee 4 ml en el tubo cdnico correspondiente. Cierre tanto el vial como el
tubo.

13. Atomice las manos con etanol al 70% para proceder con el siguiente vial de
PC

14.Repite los pasos 11, 12 y 13 para todas las muestras.

15. Destape todos los tubos cénicos con muestras colocando las tapas en el
orden de procesamiento y boca arriba.

16.Con una pipeta repetidora agregue 400 ul de Sample Conversion Buffer a
cada uno de los tubos de 15 ml. Evite tocar con la punta las paredes de los
tubos. Si esto sucede cambie la finntip.

17.Tape los tubos con sus tapas correspondientes y mezcle en el vortex
durante 5 segundos, cada una de las muestras.

18.Centrifugue a 2900 g durante 15 minutos y a temperatura ambiente.

19. Durante el tiempo de centrifugacion prepare la mezcla desnaturalizante
(STM/DNR) en proporcion 2:1. Esta mezcla ha de ser preparada fresca en
el momento de utilizacion.

20.Afada 3 gotas del Indicator Dye a la botella de Denaturation Reagent (DNR)

21.En un tubo estéril de 10-15 ml mezcle 120 pyl de STM y 60 ul de DNR para
cada muestra.

22.Mezcle la preparacion en el vortex.

23.Con cuidado saque los tubos de la centrifuga y coléquelos en una gradilla
verificado que se halla formado el pellet de color rosa/anaranjado

24.Transfiera los tubos a la cAmara y destape el primer tubo dejando la tapa
boca arriba.

25.Decante el sobrenadante con una inversion rapida y manteniendo el tubo en
posicion invertida, elimine el exceso de liquido tocando seis veces la boca
del mismo, sobre un papel absorbente.

26.Tape el tubo y vuelva a colocarlo en la gradilla

27.Proceda de la misma manera para decantar el sobrenadante de los otros
tubos. Utilice un area diferente del papel absorbente para no secar dos
tubos diferentes en el mismo lugar y cambie el papel absorbente cuando lo
considere necesario.

28.Abra e nuevo todos los tubos manteniendo las tapas boca arriba 'y en el
orden de procesamiento.

29.Con la pipeta repetidora, agregue 150 ul de la mezcla desnaturalizante que
previamente ha preparado (mezcla STM/DNR)

30. Tape nuevamente los tubos, asegurandose de que quedaron bien cerrados.

31.Mezcle los tubos en el vortex, a velocidad maxima, hasta que el pellet se
disuelva completamente, por un maximo de 2 minutos. Si alguno de los
pellets permanece insoluble tras ese tiempo, anételo en su hoja de trabajo.

32.Prepare los controles y calibradores del kit de captura de hibridos:
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33.Afada 5 gotas del Indicator Dye a la botella de Denaturation Reagent (DNR)
del kit de captura de hibridos. Marque en el frasco la fecha en la que
prepara la mezcla por primera vez. Esta solucion tiene una duracion de
hasta 3 meses a 2-8°C. Si el color se atenta con el tiempo, afiade
nuevamente 3 gotas del Indicator Dye.

34.Agregue el volumen indicado de DNR para cada control y calibrador.
Cambie la punta para evitar contaminacion cruzada entre los calibradores y
controles:

Calibrador o Control Volumen DNR
Calibrador negativo 1000 pl
Calibrador High Risk 500 pl

Control de calidad Low Risk 500 pl

Control de calidad High Risk 500 pl

35.Reemplace las tapas de los tubos originales de los controles y calibradores
por tapas nuevas.

36.Agite cada tubo control y calibrador en el vortex, a velocidad maxima,
durante al menos 5 segundos.

37.Invierta el tubo una vez para lavar el interior del tubo y la tapa

38.Asegurese de que el bafio maria ha alcanzado los 65°C y coloque dentro
los controles, los calibradores y las muestras. Asegurese de que el volumen
del agua cubre el volumen de la mezcla.

39.Realice una incubacion de 15 minutos.

40. Trascurridos los 15 minutos, saque los tubos y agitelos de uno en uno en el
vortex. Asegurese de que el pellet esta resuspendido.

41.Coloque los tubos nuevamente en el bafio y déjelos en incubacion durante
30 minutos mas.

42.Saque los tubos del bafio maria y espere unos minutos a que alcancen la
temperatura ambiente.

43.Proceda con la prueba de captura de hibridos o bien almacene sus tubos
entre 2-8°C si los va a procesar el siguiente dia. Para almacenamientos
mas prolongados guarde los tubos a -20°C por un méaximo de 3 meses.
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Anexo 13. POE Determinacion cualitativa de ADN de VPH de alto riesgo por captura de
hibridos 2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Determinacion cualitativa de ADN de VPH de alto riesgo por Captura de

Hibridos 2
Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma

Péaginas: 4

Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento para la determinacién cualitativa de ADN de
VPH de alto riesgo, mediante la prueba de Captura de Hibridos 2.

Materiales:

Camara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Gabacha

Guantes desechables

Etanol al 70%

Muestras, controles y calibradores desnaturalizados
Micropipeta de 1 ml

Micropipeta de 200 pl

Pipeta multicanal (8 canales) de 25-200 ul

10 Puntas descartables estériles y con filtro de 1 ml
11.Puntas descartables estériles y con filtro de 200 pl
12.Puntas descartables estériles y sin filtro de 200 ul
13.Puntas descartables extra largas, estériles y sin filtro de 300 pl
14.Placa de 96 pocillos

15.Tubo cénico estéril de 15 ml

16.Reservorio estéril de 25 ml

©CoNoO~wWNE
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Materiales incluidos en el kit de Captura de Hibridos:

1.

ONOoOORWN

Microplaca de Captura de 96 pocillos con cobertura de anticuerpos anti-
hibridos RNA:DNA

Colorante indicador (Indicator Dye)

Agente desnaturalizante (DNR)

Diluyente para la sonda (DIL/PROBE)

Sonda para VPH High Risk (PROBE/HPV/HIGH-RISK)

Reactivo de deteccion 1

Reactivo de deteccion 2

Tampon de lavado concentrado (BUF/WASH X30)

Procedimiento:

A.
1.

2.

3.

4.

B.

Preparacion del area de trabajo

Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.
antes de introducirlos a la camara

Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras

Cierre la cdmara

Determinacion cualitativa de ADN de alto riesgo por Captura de
Hibridos

B1. Hibridacion

1.
2.

3.

Colbéquese la gabacha y los guantes
Prepara y marque la microplaca de 96 pocillos en la que va a realizar la
hibridacion
Mezcle cada muestra, control y calibrador en el vortex, durante 10
segundos, antes de transferir a la placa
Pipetee 75 ul de cada calibrador, control y muestra en el fondo del pocillo de
la microplaca siguiendo el orden creado en su plantilla de trabajo. Evite
tocar las paredes de los tubos que contienen las muestras
desnaturalizadas. Utilice puntas nuevas extra-largas para cada pipeteo.
Una vez transferida la ultima muestra, cubra la microplaca de hibridacion
con su tapa e incube durante 10 minutos a temperatura ambiente
Durante la incubacion prepare la sonda en un tubo estéril:
a) Centrifugue el vial de High-Risk HPV Probe para bajar todo el liquido
al fondo del vial. Golpee suavemente para mezclar
b) Determine la cantidad de mix que requiere para su ensayo (25 pl por
pocillo) (manteniendo la dilucion 1:25 de la sonda VPH High-Risk:
diluyente) y considerando un volumen extra para compensar la
pérdida por pipeteo.
c) Pipetee primero el diluyente y transfiéralo a un tubo esteéril
d) Cambie de guantes antes de manipular la sonda
e) Pipetee en segundo lugar la sonda, utilizando una punta con filtro
estéril y transfiérala al tubo con el diluyente sin sumergir la punta en
el diluyente, sino depositando la sonda justo encima del menisco.
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f) Mezcle utilizando el vortex durante al menos 5 segundos, a velocidad
maxima. Marque el tubo como Mix Sonda.

7. Tras la incubaciéon de 10 minutos, mezcle mediante vortex y vierta el mix de
la sonda en un reservorio esteéril nuevo

8. Pipetee 25 pl del Mix sonda en cada pocillo utilizando la pipeta multicanal y
puntas con filtro estéril, utilice puntas nuevas para cada pocillo, deposite la
sonda cerca de la pared del pocillo pero sin tocarlo y evite producir
salpicado.

9. Cubra la placa con su tapa y agitela en el Rotary Shaker System a 1100
+100 rpm durante 3 minutos. Los calibradores, controles y muestras deben
virar el color hacia el rosa tras la agitacion. Los pocillos que permanecen
con color purpura quiza no recibieron suficiente cantidad de sonda, por lo
que puede afnadir 25 pyl mas de mix de sonda y volver a agitar, si esas
muestras siguen con color purpura debe volverlas a correr en otro ensayo.

10.Incube la microplaca de hibridacion durante 60 minutos en la placa
calentadora previamente calentada y equilibrada a 65 = 2 °C

B2. Deteccion de Hibridos:

11.Coloque en la placa de captura el nimero de pocillo que va a utilizar, sino
los utiliza todos guarde el resto en su bolsa original y ciérrela. Enumere las
columnas que va a utilizar con un marcador.

12.Con mucho cuidado retire la placa de hibridacion de la placa calentadora,
pase a la cadmara, quite la tapa y coloquela en una superficie limpia.

13.Con la pipeta multicanal en 125 pl, transfiera todo el contenido de todos los
pocillos de la placa de hibridacién: calibradores, controles y muestras
(aproximadamente 100 pl) a los pocillos de la placa de -captura,
manteniendo el mismo orden y cambiando las puntas para cada columna.
Asegurese de que las puntas se vacian completamente para que la
transferencia del espécimen sea correcta.

14.Cubra la placa de captura con su tapa y agite en el Rotary Shaker a 1100 *
100 rpm a temperatura ambiente durante 60 minutos.

15. Durante la incubacién prepare el wash buffer

16.Una vez completada la incubacion, retire la placa del rotary shaker, retire la
tapa de la placa y elimine el liquido de los pocillos en el lavabo, invirtiendo la
placa y con un golpe seco, con cuidado de no acercar demasiado la placa al
lavabo para evitar que le salten las salpicaduras. No vuelva a invertir la
placa, sino que seque mediante golpes firmes en toallitas absorbentes.
Asegurese de que no queda liquido en los pocillos y de que la placa esta
seca.

17. Alicuote el volumen apropiado de Reactivo de Deteccidén 1 en un reservorio

18.Dispense 75 pl del reactivo de Deteccion 1 en cada pocillo de la microplaca
de captura, utilice la pipeta multicanal y mediante la técnica de pipeteo
inverso

19.Realice una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente.

20.Lave la placa de forma manual o siguiendo el procedimiento del lavador de
placas automatico.

C. Preparacion del tampon de lavado
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Mezcle bien a solucion de tampoén de lavado concentrada

Diluya 100 ml de wash buffer concentrado con 2.9 L de agua
destilada o desionizada en la botella de lavado (el volumen final sera
de 3L)

Cierre la botella pata evitar contaminacion o evaporacion. Esta
solucion es estable durante 3 meses a 2-25°C. Marque la botella con
la fecha de expiracion.

Para el mantenimiento lave la botella y el tubo con cloro y enjuague
con agua destilada una vez cada 3 meses para evitar que
contaminacion con fosfatasa alcalina procedente de bacterias y
hongos.

D. Lavado de placa por método manual

VI.

Atempere la solucion si esta estaba refrigerada

Elimine el reactivo de Deteccion 1 colocando papel absorbente sin
pelusa sobre la placa e invirtiendo cuidadosamente. Antes de invertir
asegurese de que el papel toca la superficie de la placa. Deje la
placa drenarse completamente por 1-2 minutos. Golpee suavemente
la placa invertida sobre papel absorbente limpio. Elimine el papel
utilizado para evitar contaminacién con fosfatasa alcalina en los
pasos posteriores

Utilizando el lavador manual llene los pocillos completamente
comenzando por el pocillo Al hacia abajo y en movimiento
serpentino hacia la derecha, hasta el pocillo H12, decante el liquido
en el lavabo con un movimiento seco y enérgico. El segundo lavado
se inicia desde el pocillo H12 hacia arriba y en movimiento serpentino
hacia la izquierda, hasta el pocillo A1

Repita esta secuencia de 2 lavados dos veces mas, hasta completar
6 lavados por pocillo

Tras el lavado, seque la placa invirtiéndola sobre papel absorbente
limpio y golpee firmemente de 3-4 veces. Cambie el papel y seque
nuevamente. Deje la placa invertida durante 5 minutos y seque una
vez mas.

La placa debe quedar blanca y sin restos de liquido rosado residual
en los pocillos

21.Cambie sus guantes por un par de guantes limpio para manejar el reactivo
de Deteccion 2.

22.Alicuote el volumen apropiado de reactivo de Deteccidn 2 en un reservorio.
No recupere el volumen excedente, si lo hubiera, en la botella original.

23.Dispense 75 pl del reactivo de Deteccidon 2 en cada pocillo de la microplaca
de captura, utilizando la pipeta multicanal y mediante la técnica de pipeteo
inverso. El color de los pocillos ha de virar al amarillo

24.Cubra la microplaca de captura e incube a temperatura ambiente durante 15
minutos, en oscuridad

25.Lea la placa en el lumindbmetro tras los 15 minutos de incubacion y nuca
después de transcurridos 30 minutos.
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Anexo 14. POE Extraccion de ADN de muestras cervicales QIAGEN

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Extraccién de ADN de muestras cervicales

QIAGEN
Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 3

Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares
Firma:

Fecha: 5 de febrero del 2015

Objetivo: Establecer el procedimiento para la extraccion de ADN a partir de
muestras cervicales

Materiales:
1.

© o NOoOOA WD

Viales con muestras de células cervicales
Etanol 96%

Agua libre de nucleasas

Micropipeta de 100 pl

Micropipeta de 1 ml

Puntas descartables de 100 pl

Puntas descartables de 1 ml

Cémara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

10.Gabacha

11.Guantes desechables

12. Tubos microcentrifuga 1.5 ml
13. Microcentrifuga

14.Vortex

15.Bloque térmico 56°C

Materiales incluidos en el kit de extraccién

1. Proteinasa K
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Buffer AL

Buffer AW1

Buffer AW2

Buffer AE
Minicolumnas QlAamp
Tubos colectores 2 ml

NoOoh~wbd

Procedimiento:

A. Preparacién del area de trabajo

1. Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

2. Limpie de igual forma la superficie de la pipetas, vortex, gradillas, etc. antes
de introducirlos a la camara

3. Encienda la luz ultravioleta de la cdmara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras

4. Cierre la camara

B. Extraccion de ADN

Encienda el bloque térmico a 65°C

Genere su lista de trabajo o bithcora de procesamiento

Utilizando la lista de trabajo obtenga todas las muestras que deben ser

procesados

Verifique y ordene sus muestras con su lista de trabajo

Coloque guantes

Rotule con numeros consecutivos todos los viales de 1.5 ml que va a

procesar, siguiendo su lista de trabajo

7. Pipetee 20 ul de Proteinasa K en el fondo del tubo.

8. Adicione 200 ul de muestra

9. Adicione 200 ul de Buffer AL a la muestra

10.Incube a 56°C durante 10 minutos

11.Adicione 200 ul de Etanol (96-100%) a la muestra, a continuacion mezcle en
Vortex durante 15 segundos. Después de mezclar, centrifugue los tubos.

12.Cuidadosamente transfiera la mezcla a una minicolumna (en un tubo
colector 2 ml) sin mojar el borde. Cierre la tapa, y centrifugue a 8000 rpm
durante 1 minuto. Coloque la minicolumna en un tubo colector limpio, y
descarte el tubo que contiene el filtrado.

13. Cuidadosamente abra la minicolumna y adicione 500 pl de Buffer AW1 sin
mojar el borde. Cierre la tapa y centrifugue a 8000 rpm durante 1 minuto.
Coloque la minicolumna en un tubo colector limpio, y descarte el tubo que
contiene el filtrado.

14. Cuidadosamente abra la minicolumna y adicione 500 pl de Buffer AW2 sin
mojar el borde. Cierre la tapa y centrifugue a maxima velocidad (14000 rpm)
durante 3 minutos.

15.Recomendable: coloque la minicolumna en un tubo colector limpio y
descarte el tubo que contiene el filtrado. Centrifugue a maxima velocidad
durante 1 minuto.
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16.Coloque la minicolumna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, descarte
el tubo colector que contiene el filtrado. De manera cuidadosa abra la
minicolumna y adicione 200 pl de agua libre de nucleasas. Incube a
temperatura ambiente durante 1 minuto, y centrifugue a 8000 rpm durante 1
minuto.

17.Descarte la minicolumna y conserve el eluido a -20°C

Anexo 15. POE Amplificacion de ADN (Genotyping kit HPV GP)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Amplificacién de ADN (Genotyping kit HPV GP)

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 4
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento para la amplificacion de ADN para posterior
realizacion de genotipificacion de VPH

Materiales:
1. Camara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables
Etanol 70%

Viales para PCR 0.2 ml
Termociclador

Agua libre de nucleasas
Guantes desechables

N Oabhwh
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8. Puntas descartables esteriles con filtro
9. Micropipetas de 10 pul, 100 ply 1 mi
10.Vortex

11.Microcentrifuga

12.ADN polimerasa Ampli Taq Gold
13.Buffer PCR 10x GeneAmp
14.MgCl225 mM

15.dNTP

16.Muestras y controles

Materiales incluidos en el kit de amplificacion

1. Mix HPV GP
2. Mix B-globina
3. Control positivo

Procedimiento:

A. Preparacion del area de trabajo

5. Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la cAmara con etanol al 70%

6. Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.
antes de introducirlos a la cAmara

7. Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras. Cierre la camara

Para el PCR 10 pl de ADN de las muestras y controles son analizados en un
volumen final de 50 pl.

El control positivo contiene ADN especifico de VPH tipo 18 y DNA especifico de B-
globina. El control de B-globina esta destinado a ser utilizado para comprobar el
muestreo adecuado del paciente o la ausencia de factores inhibidores.

Nota. Se recomienda preparar la Mezcla maestra para las 22 reacciones de PCR
de una vez. Alicuotar la Mezcla maestra en cantidades de 40 pul en viales de PCR.
Guardar los viales en el area blanca a -20°C.

B. Area Blanca
1. Utilice la siguiente Tabla para calcular el volumen de reactivo necesario
para preparar la cantidad de mezcla maestra:
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Volumen 1 reacciéon

Paso | Mezcla maestra PCR VPH GP (ul) B-globina (ul)
1 Buffer PCR10x Gene Amp |5 5

2 MgCl225 mM 7 4

3 dNTP 1 mM 10 10

4 Mix Primer VPH GP/ 2 2

Mix Primer B-globina

5 Agua libre de nucleasas 15.7 18.7
6 ADN polimerasa Ampli Taq | 0.3 0.3
Gold 5 U/ul

7 Volumen final 40 40
2. Descongele por completo los reactivos a utilizar.
3. Pipetee cada uno de los componentes en un tubo de microcentrifuga estéril.
4. Agite la mezcla durante 10 segundos y centrifugue.
5. Dispense 40 pl de mezcla maestra en cada tubo de reaccioén de PCR.

C. Area Gris

Adicione 10 pl de ADN a los viales de PCR que contienen la mezcla
maestra, homogenice por pipeteo.

Controles: adicione 10 pl de control positivo al vial de PCR que contiene la
mezcla maestra y homogenice por pipeteo. Como control negativo utilice 10
pl de agua libre de nucleasas.

D. Area Negra
Coloque los viales de PCR en el termociclador y ejecute el programa de
PCR descrito a continuacion:
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programa PCR VPH GP

Programa PCR B-globina

Temperatura | Tiempo Temperatura | Tiempo
Activacion de | 94°C 9 min 94°C 9 min
AmpliTaq Gold
40 ciclos de PCR | 94°C 20 seg 94°C 30 seg
38°C 30 seg 52°C 45 seg
71°C 80 seg 72°C 45 seg
Extension final 71°C 4 min 72°C 5 min
Mantenimiento 10°C 10 seg 10°C 10 seg

2. Guarde los productos de PCR a -20°C hasta realizar el proceso de

genaotipificacion.
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Anexo 16. POE Genotipificacion VPH (Genotyping kit HPV GP)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Genotipificacion VPH (Genotyping kit HPV GP)

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Péaginas: 4
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento para la genotipificacion de VPH

Materiales:

Toallas de papel desechables
Gabacha

Guantes desechables

Etanol al 70%

Muestras y controles

Micropipeta de 10 pl, 100 ply 1 ml
Puntas descartables estériles de 1 ml
Puntas descartables estériles 100 pl
. Pinzas

10.Probetas graduadas 50 y 100 ml
11.Tubos conicos estériles de 15 ml
12.Vortex

13. Microcentrifuga

14.Horno de Hibridacién
15.Termémetro calibrado

16. Agitador orbital

17.Agua Destilada

18.Lé&piz carbon

©CoNoO~wWNE

Materiales incluidos en el kit de genotipificacién:

127




©CoNoO~wWNE

Tiras de reaccion

Solucién de Desnaturacion
Solucion de Hibridacion
Solucion de lavado astringente
Conjugado 100x

Diluyente de conjugado
Sustrato 100x (BCIP/NBT)
Diluyente de sustrato

. Solucién de lavado 5x

Procedimiento:

A. Preparacion del area de trabajo:
1. Limpie todas las superficies con etanol al 70%
2. Limpie de igual forma las superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.
antes de utilizarlos.

B. Preparacién de soluciones de trabajo:

1.

Conjugado: diluir 1:100 con diluyente de conjugado. La solucion es
estable por 8 horas a temperatura ambiente, protegido de la luz.
Sustrato: diluir 1:100 con diluyente de sustrato. La solucién es
estable por 8 horas a temperatura ambiente, protegido de la luz.
Solucién de lavado: diluir 1:5 con agua destilada.

C. Desnaturacién e Hibridacioén:
Nota. Utilizar guantes desechables y pinzas

1.

Precaliente el horno de hibridacion a 50°C = 0.5°C. Verifique la
temperatura con un termémetro calibrado y ajuste si es necesario.
Precalentar la solucién de hibridacion y la solucién de lavado
astringente a 37°C. Mezclar antes de utilizar

. Utilizando pinzas, retire la cantidad necesaria de tiras (1 tira por

muestra) y colocar el numero de identificacion por encima de la linea
de marcacion.

Tome el nimero necesario de canales de prueba (1 canal por
muestra) y coléquelos en la bandeja.

Pipetee 10 ul de solucién de desnaturalizacion en la esquina superior
de cada canal.

Nota. Cierre el envase inmediatamente después de su uso.

Adicione 10 pl de los productos de amplificacion a la solucion de
desnaturalizacion y cuidadosamente mezcle por pipeteo. Incube a
temperatura ambiente (20- 25°) durante 5 minutos.

Agite la solucién de hibridacién precalentada y agregue suavemente
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2 ml al producto amplificado desnaturalizado en cada canal. Tener
cuidado de no contaminar el canal adyacente durante el pipeteo.
Inmediatamente coloque la tira en el canal. Las tiras deben ser
completamente sumergidas en la solucion.

Coloque la bandeja en el horno de hibridacion con agitacion
(aproximadamente 80 rpm) e incube durante 60 minutos.

D. Lavado astringente

1.
2.

Después de la hibridacion retire la bandeja del horno

Mantenga los canales inclinados y aspire el liquido del canal con una
micropipeta. Afadir 2 ml de solucibn de lavado astringente
precalentada a cada canal y enjuague inclinando la bandeja de 10 a
20 segundos a temperatura ambiente. Aspire la soluciébn de cada
canal.

Repita este paso de lavado una vez. (2 lavados)

Por ultimo, aspire la solucién e incube cada tira en 2 ml de solucion
de lavado astringente precalentada en el horno de hibridacion
durante 30 minutos.

Nota. Prepare la solucion de lavado y conjugado durante esta incubacion.

E. Desarrollo de color
Todas las incubaciones posteriores se llevan a cabo en rotacion a
temperatura ambiente.

1.

Lave cada tira dos veces durante 1 minuto con 2 ml de solucion de
lavado diluida. Aspire.

Afada 2 ml de conjugado a cada cubeta e incube durante 30 minutos
con agitacion. Aspirar.

Nota. Prepare el sustrato 10 minutos antes del final de este periodo
de incubacion.

Lave cada tira dos veces durante 1 minuto con 2 ml de solucion de
lavado diluida y lave una vez mas con 2 ml de diluyente de sustrato.
Aspire.

Afada 2 ml de sustrato a cada canal e incube durante 30 minutos
con agitacion. Aspire.

Detenga la reaccion mediante el lavado de la tiras dos veces con 2
ml agua destilada mientras esta en rotacion durante al menos 3
minutos.

Utilizando pinzas, retire las tiras de los canales y coloquelos en papel
absorbente. Deje que las tiras se sequen completamente y fijelos a la
hoja de presentacion de los datos. La linea superior es la linea de
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marcado. La linea de control de conjugado ayuda a la alineacion
correcta de las tiras a la hoja de presentacion de los datos.

F. Resultados
Una linea se considera positivo cuando aparece una banda purpura/marron
al final del procedimiento.

Anexo 17. POE Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para L1 (MY)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para L1 (MY)

Elaborado por: Wendy Valladares Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: 23 /03 /2017 Firma

Firma

Version: 1 Paginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para la amplificacion de ADN para la regién
L1 (MY) del VPH 16.

Materiales:
1. Céamara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Etanol 70%

Viales para PCR 0.2 ml

Termociclador

Agua libre de nucleasas

Guantes desechables

Puntas descartables esteriles con filtro
. Micropipetas de 10 pl, 100 ply 1 ml
10.Vortex

©oNOoOOh WD
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11. Microcentrifuga

12. ADN polimerasa Ampli Taq Gold
13.Buffer PCR 10x
14.MgCl2 50 mM
15.dNTP 200 mM
16.Muestras y controles
17.Iniciadores MY9/MY11
18.Agarosa

19.Buffer TAE 0.05%
20.Camara electroforética
21.Transluminador
22.Buffer de carga
23.Bromuro de etidio
24.Beaker

25.Balanza analitica

26.Marcador de peso molecular de 100 pb

Procedimiento:
A. Preparacion del area de trabajo

1. Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,

limpie todas las superficies internas de la cAmara con etanol al 70%

2. Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.

antes de introducirlos a la camara

3. Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de

iniciar el procesamiento de las muestras. Cierre la camara

El control positivo contiene ADN especifico de VPH tipo 16

B. Area Blanca

Para el PCR 13 pl de ADN de las muestras y controles son analizados en un
volumen final de 25 pl.

Nota. Se recomienda preparar la Mezcla maestra para las 22 reacciones de PCR
de una vez. Alicuotar la Mezcla maestra en cantidades de 12 pl en viales de PCR.
Guardar los viales en el area blanca a -20°C.

1. Utilice la siguiente Tabla para calcular el volumen de reactivo necesario

para preparar la cantidad de mezcla maestra:
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Paso | Mezcla maestra PCR Cantidades (pl)
1 Buffer PCR10x 2.5

2 MgCl22.0 Mm 1.25

3 dNTP 200 mM 2.5

4 Primer MY09 2.5

5 Primer MY11 2.5

6 Agua libre de nucleasas 0.55

7 ADN polimerasa Ampli Taq | 0.2

1 U/l
8 Volumen final 12

2. Descongele por completo los reactivos a utilizar.

3. Pipetee cada uno de los componentes en un tubo de microcentrifuga
estéril.

4. Agite la mezcla durante 10 segundos y centrifugue.

5. Dispense 12 pl de mezcla maestra en cada tubo de reaccion de PCR.

C. Area Gris
1. Adicione 12 pl de ADN a los viales de PCR que contienen la mezcla
maestra, homogenice por pipeteo.
2. Controles: adicione 12 pl de control positivo al vial de PCR que contiene
la mezcla maestra y homogenice por pipeteo. Como control negativo
utilice 12 pl de agua libre de nucleasas.

D. Area Negra
1. Coloque los viales de PCR en el termociclador y ejecute el programa de
PCR descrito a continuacion:

Programa PCR (MY L1)VPH
16

Temperatura | Tiempo
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Activacion de | 94°C 2.30 min
AmpliTaq
94°C 30 seg
40 ciclos de|#°°C 30 seg
PCR 72°C 30 seg
Extension final 72°C 4  min
2. Guarde los productos de PCR a -20°C hasta realizar la electroforesis.

E. Area Negra

1.
2.

3.

7.
8.
9. Adicione una mezcla de 5 ul del amplicon y 3 ul de buffer de carga a

Preparar el area de trabajo y desinfecte con alcohol al 70%.

Dejar lista la camara de electroforesis con el buffer TAE 0.05% y con el
peine segun los pocillos a utilizar.

Realizar el gel adicionando a un beaker 1.4 g de agarosa y 70 ml del
buffer al 0,05%

4. Calentar la mezcla hasta que la agarosa se disuelva completamente.
5.
6. Luego adicionar 2 ul de bromuro de etidio y vierta en la camara

Dejar atemperar la mezcla

electroforética.

Dejar solidificar

Una vez solidificado retirar el peine y prepare sus amplicones

cada uno de los pocillos.

10. Adicione 2 ul del marcador de peso molecular de 100 pb
11.Una vez colocadas todas las muestras cerrar la camara electroforética y

conecte a la fuente de poder.

12. Asegurarse de conectar correctamente los cables a la fuente de poder.
13.Encender la fuente y dejar correr las muestras por 40 minutos a 100

voltios.

14. Al finalizar retirar el gel de la camara y llevarlo al transluminador.
15.Encender el transluminador y realizar la lectura.
16. Se debe ver una banda de 450 pb.
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Anexo 18. POE Electroforesis capilar mediante el uso de la quimica BigDye
(Secuenciacién enzimatica tipo Sanger)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Electroforesis capilar mediante el uso de la quimica BigDye (Secuenciacién
enzimatica tipo Sanger)

Elaborado por: Wendy Valladares

Aprobado por:

Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [ [
Fecha: 23 /03 /2017 Firma

Firma

Version: 1 Paginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para realizar la secuenciacion del VPH.

Materiales:
1. Camara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables
Etanol 70%

Viales para PCR 0.2 ml
Termociclador

Agua libre de nucleasas
Guantes desechables

©OoNOh WD

10.Vortex

11.Microcentrifuga

12. ADN polimerasa Ampli Taq Gold
13.Buffer PCR 10x

14.MgCl250 mM

15.dNTP 200 mM

16.Iniciadores MY9/MY11
17.Beaker

18.Balanza analitica

19.Enzima EXO-SAP

Puntas descartables esteriles con filtro
. Micropipetas de 10 pl, 100 ply 1 ml
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20.Big Dye terminador

21.Primer L1(MY)-fw

22.Buffer 5x de secuenciacion
23.Columnas con sefades
24.Formamida

25.Placa 96 pocillos para secuenciacion

Procedimiento:

A.
1.

2.

3.

4.

Preparacion del area de trabajo

Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.
antes de introducirlos a la cAmara

Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras. Cierre la camara

Para el PCR 13 pl de ADN de las muestras y controles son analizados en
un volumen final de 25 pl.

Nota. Alicuotar la Mezcla maestra en cantidades de 12 pl en viales de PCR.
Guardar los viales en el area blanca a -20°C.

B.

Area Blanca (Purificaciéon de producto de PCR por EXO-SAP)

1. Agregar 2 uL de la enzima EXO-SAP a un tubo eppendorf mas 5 pL de
producto de PCR = 7 pL totales.
2. Incubar a las siguientes condiciones:

Ciclos | Temperatura | Tiempo

1 37° 15 min
1 80°c 15 min
4°c o0

C. Area Gris

1. Descongelar reactivos en hielo.

2. Preparar la mezcla de reaccion en hielo.

3. Agregar 1.5 uL (o la cantidad establecida) de producto de PCR tratado
con EXO-SAP a los 4 uL de la mezcla de reaccion de secuencia = 5.5 uL
totales.

4. Incubar a las siguientes condiciones:
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Reactivos secuencia | 1x Ciclos | Temperatura | Tiempo
(ML)

Big Dye terminador 2 96°c 1 MIN

Buffer 5x de |1 25 96°c 30 SEG

secuenciacion

Primer LL(MY)-fw 1 54°c 15 SEG

Volumen total 4 60°c 1:30 MIN

4°c ol

D. Area Negra (Purificacion en columnas)

1.

7.

Preparar las columnas con 800 uL de sefades un dia antes evitando la
formacién de burbujas.

Colocar la columna en un tubo de recolecta, retirar el exceso de liquido
con la perilla y centrifugar a 2800r por 2 minutos.

Transferir la columna a un tubo de recolecta nuevo (tubo eppendorf de
1.5 yL).

Agregar a los productos de secuencia 14.5 uL de agua inyectable para
obtener un volumen final de 20 pL.

Colocar los 20 pL de la mezcla en el centro de la columna y centrifugar a
2800r por 2 minutos.

Retirar el tubo de recolecta el cual contiene nuestra muestra y mantener
en hielo. A las columnas se les retira el sefades y se lavan.

Secar la muestra purificada al vacio.

E. Area Negra (Electroforesis capilar)

1.

w N

Diluir la muestra con 20 pyL de formamida y mezclar con la pipeta (o
vortex y centrifugacion). incubar a 95 °C durante 5 minutos (o cargar las
muestras en placa de lectura y después incubar a 95°C durante 5
minutos en termociclador sin bajar la tapa).

Cargar en la placa de 96 pozos.

Colocar la placa en el equipo ABI PRISM 3130 y correr.
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Anexo 19. POE Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para E6

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOGiA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para E6

Elaborado por: Wendy Valladares Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: 23 /03 /2017 Firma

Firma

Version: 1 Paginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para la amplificacion de ADN para la region
E6 VPH 16.

Materiales:
1.

©Oo NGOk WD

Camara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Etanol 70%

Viales para PCR 0.2 ml

Termociclador

Agua libre de nucleasas

Guantes desechables

Puntas descartables esteriles con filtro
Micropipetas de 10 pl, 100 ply 1 mi

10.Vortex
11.Microcentrifuga
12.ADN polimerasa Ampli Taq Gold
13.Buffer PCR 10x
14.MgCl250 mM
15.dNTP 200 mM
16.Muestras y controles
17.Iniciadores MY9/MY11
18.Agarosa

19. Buffer TAE 0.05%
20.Camara electroforética
21. Transluminador
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22.Buffer de carga
23.Bromuro de etidio
24.Beaker
25.Balanza analitica
26.Marcador de peso molecular 100 pb

Procedimiento:

A.
1.

2.

3.

4.

5.

Preparacion del area de trabajo

Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,

limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.

antes de introducirlos a la camara

Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de

iniciar el procesamiento de las muestras. Cierre la camara

Para el PCR 5 pl de ADN de las muestras y controles son analizados en un
volumen final de 25 pl.

El control positivo contiene ADN especifico de VPH tipo 16

Nota. Se recomienda preparar la Mezcla maestra para las 22 reacciones de PCR
de una vez. Alicuotar la Mezcla maestra en cantidades de 20 pl en viales de PCR.
Guardar los viales en el area blanca a -20°C.

B. Area Blanca
1. Utilice la siguiente Tabla para calcular el volumen de reactivo necesario
para preparar la cantidad de mezcla maestra:

Paso | Mezcla maestra PCR Cantidades (ul)
1 Buffer PCR1x 2.5

2 MgCl22.0 Mm 1

3 dNTP 200 mM 2.5

4 Primer E6 2.5

5 Primer E7 2.5

6 Agua libre de nucleasas 8.8
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7 ADN polimerasa Ampli Taq | 0.2
1 U/l
8 Volumen final 20

2. Descongele por completo los reactivos a utilizar.
3. Pipetee cada uno de los componentes en un tubo de microcentrifuga

estéril.

4. Agite la mezcla durante 10 segundos y centrifugue.
5. Dispense 5 pl de mezcla maestra en cada tubo de reaccion de PCR.

C. Area Gris

1. Adicione 12 pl de ADN a los viales de PCR que contienen la mezcla
maestra, homogenice por pipeteo.
2. Controles: adicione 12 pl de control positivo al vial de PCR que contiene
la mezcla maestra y homogenice por pipeteo. Como control negativo
utilice 12 pl de agua libre de nucleasas.

D. Area Negra

1. Coloque los viales de PCR en el termociclador y ejecute el programa de

PCR descrito a continuacion:

Programa PCR (MY L1)VPH

16

Temperatura | Tiempo
Activacion de | 94°C 5 min
AmpliTaq

94°C 30 seg
40 ciclos de|°°°C 30 seg
PCR 72°C 30 seg
Extension final 72°C 7 min

2. Guarde los productos de PCR a -20°C hasta realizar la electroforesis.

E. Area Negra
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Preparar el area de trabajo y desinfecte con alcohol al 70%.

Dejar lista la camara de electroforesis con el buffer TAE 0.05% y con el

peine segun los pocillos a utilizar.

3. Realizar el gel adicionando a un beaker 1.4 g de agarosa y 70 ml del

buffer al 0,05%

Calentar la mezcla hasta que la agarosa se disuelva completamente.

Dejar atemperar la mezcla

Luego adicionar 2 ul de bromuro de etidio y vierta en la camara

electroforética.

7. Dejar solidificar

8. Una vez solidificado retirar el peine y prepare sus amplicones

9. Adicione una mezcla de 5 ul del amplicon y 3 ul de buffer de carga a
cada uno de los pocillos.

10. Adicione 2 ul del marcador de peso molecular de 100 pb

11.Una vez colocadas todas las muestras cerrar la camara electroforética y
conecte a la fuente de poder.

12. Asegurarse de conectar correctamente los cables a la fuente de poder.

13.Encender la fuente y dejar correr las muestras por 40 minutos a 100
voltios.

14. Al finalizar retirar el gel de la camara y llevarlo al transluminador.

15.Encender el transluminador y realizar la lectura.

16. Se visualizara una banda de 610 pb

N =

o ab
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Anexo 20. POE Deteccion de oncoproteina E6 de subtipos 16 y 18 de VPH (OncoE6
Cervical Test)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Deteccion de oncoproteina E6 de subtipos 16 y 18 de VPH
(OncoE6 Cervical Test)

Elaborado por: Yessy Cabrera Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: [/ [ Firma
Firma
Paginas: 3
Version: Numero 2
Revisado por: Wendy Valladares Fecha: 5 de febrero del 2015
Firma:

Objetivo: Establecer el procedimiento para la determinacién cualitativa de la
oncoproteina E6 de los subtipos 16 y 18 de VPH.

Materiales:

Cémara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Gabacha

Guantes desechables

Etanol al 70%

Muestras y controles

Micropipeta de 1 ml

Micropipeta de 100 ul

Puntas descartables estériles y con filtro de 1 ml
10 Puntas descartables estériles y con filtro de 100 pl
11.Rotador

12.Microcentrifuga

13.Timer

14. Termdmetro calibrado

CoNoO~whE

Materiales incluidos en el kit de OncoE®6:
1. Solucion de lisis (Solucion A)
2. Solucion de acondicionamiento (Solucion B)
3. Reactivo de deteccién (Solucion C)
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Solucion de lavado (Solucién D)
Solucion de desarrollo (Solucién E)
Tubos de lisis

Viales de lavado

Unidades de reaccién

10N gk

Procedlmlento

A. Preparacién del area de trabajo

1. Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

2. Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, gradillas, etc. antes
de introducirlos a la camara

3. Encienda la luz ultravioleta de la cAmara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras

4. Cierre la camara

B. Extraccion de proteinas
Colbéquese la gabacha y los guantes

26.Pipetee 930 pl de solucion de lisis A 'y adicione al tubo de lisis que contiene

el aplicador, evite la formacion de burbujas y cierre cuidadosamente el tubo.

27.Mezcle cada muestra por agitacion vigorosa durante 3 segundos
28.Coloque los tubos en el rotador y mezcle por rotacion a 8 rpm durante 15

minutos.

29.Centrifugar a 10000 rpm durante 15 segundos

w N

=

B w
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C. Acondicionamiento y purificacion de muestras

Pipetee 87 ul de solucion de acondicionamiento B y adicione al tubo de lisis.
Cuidadosamente cierre la tapa del tubo

Mezcle cada muestra por agitacion vigorosa durante 3 segundos

Coloque los tubos en el rotador y mezcle por rotacion a 8 rpm durante 15
minutos

Centrifugar los tubos a 10000 rpm durante 10 minutos

D. Deteccion

Prepare un frasco de reactivo de deteccioén C para cada muestra

De manera cuidadosa retire la tapa metalica que protege la tapa de cada
frasco de reactivo

Coloque los frascos de reactivo de deteccion en la plataforma indicada
Transcurrida la centrifugacion traslade de manera cuidadosa los viales a la
plataforma de trabajo

Pipetee 200 ul del sobrenadante, manteniendo la punta cerca de la
superficie del liquido, de manera que se evite aspirar parte del sedimento y
tocar el hisopo

Mezcle de manera circular (5 a 10 segundos) hasta disolver el contenido
Incube de 5 a 15 minutos

Rotule las tiras de deteccién con el codigo que identifica a la muestra
correspondiente
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9. Cuidadosamente coloque las tiras de deteccion en su respectivo frasco de
reactivo de deteccion C
10.Incube durante 55 minutos para permitir la migracion de la solucién por la
tira de deteccion
Nota. Durante los dltimos 15 minutos, prepare las soluciones de los pasos de
lavado y desarrollo de color
e Coloque los viales de lavado en la plataforma y coloque 200 ul de
solucion de lavado D
e Coloque los tubos de desarrollo de color en la plataforma y coloque 650
Ml de solucién de desarrollo E

E. Lavado
1. Traslade las tiras de deteccion a su respectivo frasco de lavado
2. Incube 12 minutos
Nota: una vez en la solucion de lavado evite mover la tira

F. Desarrollo de color
1. Traslade las tiras de deteccion al tubo con las solucién de
desarrollo E
2. Incube durante 15 minutos
3. Proceda a realizar la lectura de la tira
G. Interpretacion
1. Coloque la tira en la Tabla de lectura provista por el fabricante para la
lectura de los resultados
2. Alinear la linea del control con la marca indicada en la Tabla de lectura
e Resultado negativo: solo es visible la linea del control
e Resultado positivo E6 18: son visibles las lineas del control y la linea
del genotipo 18
e Resultado positivo E6 16: son visibles las lineas del control y la linea
del genotipo 16
e Resultado no valido: no es visible la linea del control
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Anexo 21. POE Amplificacion de ADN (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURA
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Amplificacién de ADN (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra)

Elaborado por: Wendy Valladares Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: _5 /Febrero / 2016 Firma

Firma

Version: Numero 1 Paginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para la amplificacion de ADN para posterior
realizacion de genotipificacion de VPH mediante el método de INNO-LIPA

Materiales:
1. Céamara con luz ultravioleta

Toallas de papel desechables

Etanol 70%

Viales para PCR 0.2 ml

Termociclador

Guantes desechables

Puntas descartables esteriles con filtro
Micropipetas de 10 pl, 100 ply 1 mi

. Vortex

10. Microcentrifuga

11.Muestras y controles

©ooNOOhWDN

Materiales incluidos en el kit de amplificacion

1. AMP Mix
2. ENZ Mix
3. Control positivo

Procedimiento:
A. Preparacién del area de trabajo
1. Al menos 30 minutos antes de iniciar el procesamiento de las muestras,
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limpie todas las superficies internas de la camara con etanol al 70%

2. Limpie de igual forma la superficies de las pipetas, vortex, gradillas, etc.
antes de introducirlos a la camara

3. Encienda la luz ultravioleta de la camara al menos 20 minutos antes de
iniciar el procesamiento de las muestras. Cierre la camara

Para el PCR 10 pl de ADN de las muestras y controles son analizados en un
volumen final de 50 pl.

El control positivo contiene ADN especifico de VPH tipo 18. Nota. Se recomienda
preparar la Mezcla maestra para las 22 reacciones de PCR de una vez. Alicuotar
la Mezcla maestra en cantidades de 40 pl en viales de PCR. Guardar los viales en
el area blanca a -20°C.

B. Area Blanca
1. Utilice la siguiente Tabla para calcular el volumen de reactivo necesario
para preparar la cantidad de mezcla maestra:

Volumen 1 Reaccion
Paso | Mezcla maestra PCR VPH GP (ul)
1 AMP Mix 37.7
2 ENZ Mix 2.3
7 Volumen final 40

Descongele por completo los reactivos a utilizar.

Pipetee cada uno de los componentes en un tubo de microcentrifuga estéril.
Agite la mezcla durante 10 segundos y centrifugue.

Dispense 40 ul de mezcla maestra en cada tubo de reaccién de PCR.

akowp

C. Area Gris

1. Adicione 10 pl de ADN a los viales de PCR que contienen la mezcla
maestra, homogenice por pipeteo.

2. Controles: adicione 10 pul de control positivo al vial de PCR que contiene
la mezcla maestra y homogenice por pipeteo. Como control negativo
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utilice 10 pl de agua libre de nucleasas.

D. Area Negra

1. Coloque los viales de PCR en el termociclador y ejecute el programa de

PCR descrito a continuacion:

programa PCR VPH GP

Temperatura | Tiempo # Ciclos
Desnaturalizacion | 94°C 9 min 1
Desnaturalizacion | 94°C 30 seg
Hibridacion 52°C 45 seg 40
Extension 72°C 45 seg
Extension final 72°C 45 seg 1
Temperatura final | 4°C 10 eg

2. Guarde los productos de PCR a -20°C hasta realizar el proceso de

genaotipificacion.
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Anexo 22. POE Genotyping VPH (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICRQBIOLOG[A
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Genotipificacion VPH (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra)

Elaborado por: Wendy Valladares

Aprobado por:

Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera Fecha: [/ [
Fecha: _5 /Febrero / 2016 Firma

Firma

Version: Numero 1 Péaginas: 4

Objetivo: Establecer el procedimiento para la genotipificacion de VPH mediante la

método de INNO-LIPA

Materiales:

Toallas de papel desechables
Gabacha

Guantes desechables

Etanol al 70%

Muestras y controles

Micropipeta de 10 pl, 100 ply 1 ml
Puntas descartables estériles de 1 ml
Puntas descartables estériles 100 pl
. Pinzas

10.Probetas graduadas 50 y 100 ml
11.Tubos conicos estériles de 15 ml
12.Vortex

13. Microcentrifuga

14.Horno de Hibridacién

15. Termémetro calibrado

16. Agitador orbital

17.Agua Destilada

18.Lé&piz carbon

©CoNoO~wWNE

Materiales incluidos en el kit de genotipificacién:

1. Tiras de reaccion
2. Solucion de Desnaturacion
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Solucion de Hibridacion
Solucion de lavado astringente
Conjugado 100x

Diluyente de conjugado
Sustrato 100x (BCIP/NBT)
Diluyente de sustrato

Solucion de lavado 5x

©CoNOO kW

Procedimiento:
A. Preparacién del area de trabajo:
1. Limpie todas las superficies con etanol al 70%
2. Limpie de igual forma las superficies de las pipetas, vortex, gradillas,
etc. antes de utilizarlos.

B. Preparacion de soluciones de trabajo:

1. Conjugado: diluir 1:100 con diluyente de conjugado. La solucién
es estable por 8 horas a temperatura ambiente, protegido de la
luz.

2. Sustrato: diluir 1:100 con diluyente de sustrato. La solucién es
estable por 8 horas a temperatura ambiente, protegido de la luz.

3. Solucion de lavado: diluir 1:5 con agua destilada.

C. Desnaturacion e Hibridacion:
Nota. Utilizar guantes desechables y pinzas

1. Precaliente el horno de hibridacién a 49°C + 0.5°C. Verifique la
temperatura con un termometro calibrado y ajuste si es necesario.
Precalentar la soluciéon de hibridacién y la solucién de lavado
astringente a 37°C. Mezclar antes de utilizar

2. Utilizando pinzas, retire la cantidad necesaria de tiras (1 tira por
muestra) y colocar el nimero de identificacion por encima de la
linea de marcacion.

3. Tome el nimero necesario de canales de prueba (1 canal por
muestra) y coloquelos en la bandeja.

4. Pipetee 10 pl de solucion de desnaturalizacion en la esquina
superior de cada canal.

Nota. Cierre el envase inmediatamente después de su uso.

5. Adicione 10 ul de los productos de amplificacién a la solucion de
desnaturalizacion y cuidadosamente mezcle por pipeteo. Incube a
temperatura ambiente (20- 25°) durante 5 minutos.

6. Agite la solucion de hibridacion precalentada y agregue
suavemente 2 ml al producto amplificado desnaturalizado en cada
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canal. Tener cuidado de no contaminar el canal adyacente
durante el pipeteo.

7. Inmediatamente coloque la tira en el canal. Las tiras deben ser
completamente sumergidas en la solucion.

8. Coloque la bandeja en el horno de hibridacién con agitacion
(aproximadamente 80 rpm) e incube durante 60 minutos.

D. Lavado astringente

1. Después de la hibridacion retire la bandeja del horno

2. Mantenga los canales inclinados y aspire el liquido del canal con
una micropipeta. Afiadir 2 ml de solucion de lavado astringente
precalentada a cada canal y enjuague inclinando la bandeja de 10
a 20 segundos a temperatura ambiente. Aspire la solucion de
cada canal.

3. Repita este paso de lavado una vez. (2 lavados)

4. Por ultimo, aspire la soluciéon e incube cada tira en 2 ml de
solucion de lavado astringente precalentada en el horno de
hibridacion durante 30 minutos.

Nota. Prepare la solucion de lavado y conjugado durante esta incubacion.

E. Desarrollo de color
Todas las incubaciones posteriores se llevan a cabo en rotacion a
temperatura ambiente.

1. Lave cada tira dos veces durante 1 minuto con 2 ml de solucién
de lavado diluida. Aspire.

2. Anfada 2 ml de conjugado a cada cubeta e incube durante 30
minutos con agitacion. Aspirar.

Nota. Prepare el sustrato 10 minutos antes del final de este periodo

de incubacion.

3. Lave cada tira dos veces durante 1 minuto con 2 ml de solucién
de lavado diluida y lave una vez mas con 2 ml de diluyente de
sustrato. Aspire.

4. Anada 2 ml de sustrato a cada canal e incube durante 30 minutos
con agitacion. Aspire.

5. Detenga la reaccion mediante el lavado de la tiras dos veces con
2 ml agua destilada mientras esta en rotacion durante al menos 3
minutos.

6. Utilizando pinzas, retire las tiras de los canales y coléquelos en
papel absorbente. Deje que las tiras se sequen completamente y
fijelos a la hoja de presentacion de los datos. La linea superior es
la linea de marcado. La linea de control de conjugado ayuda a la
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alineacion correcta de las tiras a la hoja de presentacion de los
datos.

F. Resultados
Una linea se considera positivo cuando aparece una banda purpura/marron
al final del procedimiento.

Anexo 23. POE Técnica de inmunohistoguimica deteccion de p16'NK4a

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
Técnica de inmunohistoquimica deteccion de p16™NKk4a

Elaborado por: Wendy Valladares Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera | Fecha: /| [
Fecha: _5 /Febrero / 2016 Firma

Firma

Version: Numero 1 Paginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para la deteccion del Anticuerpo
monoclonal p16'N%4a mediante la técnica de Inmunohistoquimica.

Materiales:

Bafio Maria

Congelador

Micrétomo

Incubadora

Cuchilla

Laminas electrocargadas
Soporte

Moldes de metal para cubos
. Procesador automatico de biopsias
10.Horno

11.Bateria de coloracion
12.Cronémetro

13.Porta ldminas de metal
14.Bateria de coloracion

CoNoO~wNhE
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15.0Olla de presion
16.Cubetas para tejido
17.Formalina buferada 10X
18. Xilol
19. Alcohol 95%
20.Acetona
21.Parafina
22.Cubre Objetos
23.Microscopio
24.Agua destilada
25.Hematoxilina
26.Permount

Materiales incluidos en el kit de inmunohistoquimica:

InmunoWasher 10X
InmunoRetriever 20X

Peroxidase Block

Solucion Biotina

Solucion HRP

Solucion DAB Cromogeno

Buffer DAB

Anticuerpo Anti p16 'Nk42 (prediluido)

ONOORWNE

Procedimiento:
A. Preparacién del area de trabajo:
1. Limpie todas las superficies con etanol al 70%
2. Limpie de igual forma las superficies de las pipetas antes de
utilizarlos.
3. Encienda el bafio Maria a 45 °C

B. Preparacion de soluciones de trabajo:

1. InmunoWasher 10X, mantener a temperatura ambiente
Preparar 100 mL haciendo una dilucion 1:10
10 mL de la solucién de lavado
90 mL de agua destilada.

2. InmunoRetriever 20X mantener a temperatura ambiente
Preparar 1000 mL haciendo una dilucion 1:20
50 mL solucion InmunoRetriever
950 mL de agua destilada

3. Solucion DAB Cromaogeno.
Relacion 1 mL Buffer/1 gota de reactivo DAB
Preparar en el momento de wuso, reactivos deben estar

151



C. Inclusion
1.
2. Realizar los cortes del tejido a analizar
3.
4. Colocar dentro de las cubetas una tira de papel filtro con el cédigo

N

10.Calentar la parafina 60°C - 65°C hasta que se encuentre en
11.Con precaucion rellenar el cubo donde se encuentra el tejido, con
12.Colocarlo en el congelador por 20 minutos a -20°C para enfriar la

13.Una vez fria, retirar los moldes y el porta laminas de metal, dejando

D. Corte del tejido
1. Revisar la temperatura del bafio maria

almacenados a 20°C

Seleccionar la parte del tejido a analizar
Colocar los cortes en las cubetas plasticas para tejido

de identificacion del tejido.

Depositar la cubeta en el recipiente del Procesador automético de
biopsias, el cual realiza 12 pasos.

I Una hora en formalina buferada 10x

. Una hora en alcohol al 95%

iii. Una hora en alcohol al 95%

iv. Una hora en alcohol al 95%
V. Una hora en alcohol al 95%
Vi. Una hora en alcohol al 95%
Vii. Una hora en alcohol al 95%
viii.  Una hora en Acetona

iX. Una hora en xilol

X. Una hora en xilol

Xi. Una hora en parafina liquida 60°C - 65°C

Xil. Una hora en parafina liquida 60°C - 65°C

Retirar la cubeta del recipiente con parafina.

Colocar el tejido sobre el porta lamina de metal

Tomar los moldes para cubos y colocarlos alrededor del tejido
formando un cubo.

Colocar el cédigo de identificacion del tejido en la esquina del
molde del cubo. El tamafio del cubo es proporcional al tamafio del
tejido.

estado liquido.
la parafina liquida.
parafina.

el cubo de parafina libre, con su codigo de identificacion adherido.
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2. Tomar el cubo del tejido en parafina y colocarlo en el micrétomo
para realizar los cortes.

3. Asegurarse que el cubo quede firme, para evitar que se realice un
corte inadecuado.

4. Proceder a cortar el tejido obteniendo un corte de 3 a 5 um de
diametro.

5. Colocar el corte sobre un portaobjetos electro cargado.

6. Escribir con lapiz grafito el cédigo de identificacion del tejido en el
portaobjeto.

7. Asegurarse de colocar el corte en la parte inferior del portaobjeto.

8. Adicionar una gota de la solucién previamente preparada (Agua
destilada + alcohol 95%) para ayudar a adherir el corte al porta
objeto.

9. Colocar el portaobjetos en el bafio maria previamente encendido.

10.El tejido se desprendera, tomarlo nuevamente con el portaobjetos
tratando de colocarlo en la posicion mas adecuada.

Desparafinar

1. Colocar la ldmina con el tejido previamente adherido en un porta
laminas de metal.

2. Colocar el porta laminas dentro del horno a a 120 °C por 5 minutos.

3. Una vez terminado retirar cuidadosamente del horno y colocar el
porta laminas en xilol por un minuto.

4. Cambiar el xilol y realizar un nuevo bafio por un minuto.

5. Nuevamente cambiar el xilol y realizar un nuevo bafio por un
minuto.

. Deshidratar

1. Traspasar el porta laminas en alcohol al 95% de la bateria de
coloracion, durante un minuto.

2. Traspasar el porta laminas nuevamente en alcohol al 95% durante
un minuto

3. Traspasar el porta laminas nuevamente en alcohol al 95% durante
un minuto

Rehidratar

1. Colocar el porta laminas en agua destilada durante un minuto.

2. Colocar el porta laminas en la solucion de lavado InmunboWasher
previamente diluida por diez minutos.

. Recuperarcion antigénica

Preparar la olla de presién, adicionando agua destilada asegurandose
gue se cubra la rejilla en su interior.
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Agregar el porta laminas en la solucién InmunoRetriever
Introducirlo dentro de la olla de presion.
Asegurar la olla, cerrandola y encenderla a 120 °C por 15 minutos.
Una vez finalizado, tener mucha precaucion y liberar la presion de la
olla antes de abrirla.
6. Al salir toda la presion, retirar cuidadosamente el porta laminas y dejar
reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
I. Aparear portas y lavado
1. Colocar los portaobjetos en el apareador de laminas, colocar en
parejas, si no se cuenta con una lamina equiparar con una nueva.
2. Dejar reposar los portaobjetos apareados en la solucién
InmunoWasher por un minuto.
3. Al finalizar el minuto quitar el exceso de solucién en una servilleta,
hasta que no se observe solucion de lavado.
4. Repetir este paso cuatro veces.
5. Verificar que no se formen burbujas entre las laminas
J. Bloqueo peroxidasa END.
1. Agregar 125 ul de la solucion peroxidasa block en los pocillos de la
bateria de coloracion.
2. Tomar el apareador de laminas y hacer que los portaobjetos
toquen la solucion.
Observar cOmo esta se sube por capilaridad entre los portaobjetos.
Incubar los portaobjetos a 37°C cinco minutos.
Retirar la peroxidasa con servilletas
Lavar tres veces por un minuto usando ImmunoWasher como en
los pasos anteriores.
K. Anticuerpo primario
1. Agregar 125 ul del anticuerpo primario prediluido en los pocillos de
la bateria de coloracion.
2. Tomar el apareador de laminas y hacer que los portaobjetos
toquen la solucién.
Observar cOmo esta se sube por capilaridad entre los portaobjetos.
Incubar los portaobjetos a 37°C por media hora minutos.
Retirar el anticuerpo primario con servilletas
Lavar cinco veces por un minuto usando ImmunoWasher como en
los pasos anteriores.
L. Anticuerpo secundario-Biotina
1. Agregar 125 ul del anticuerpo secundario biotina en los pocillos de
la bateria de coloracion.
2. Tomar el apareador de laminas y hacer que los portaobjetos

akrowbd
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toquen la solucion.
Observar como estéa se sube por capilaridad entre los portaobjetos.
Incubar los portaobjetos a 37°C por diez minutos.
Retirar el anticuerpo secundario con servilletas
Lavar cinco veces por un minuto usando ImmunoWasher como en
los pasos anteriores.
M. Anticuerpo terciario-HRP

1. Agregar 125 ul del anticuerpo terciario en los pocillos de la

bateria de coloracion.

2. Tomar el apareador de ldminas y hacer que los portaobjetos
toquen la solucion.
Observar como esté sube por capilaridad entre los portaobjetos.
Incubar los portaobjetos a 37°C por diez minutos.
Retirar el anticuerpo terciario con servilletas
Lavar cinco veces por un minuto usando ImmunoWasher como
en los pasos anteriores.

o gk w

ook w

N. DAB
1. Adicionar 125 ul de la solucion DAB previamente preparado
en los pocillos de la bateria de coloracién.
2. Tomar el apareador de ldminas y hacer que los portaobjetos
toquen la solucion.
3. Observar como estd sube por capilaridad entre los
portaobjetos.
4. Incubar los portaobjetos a 37°C por 10 minutos.
Retirar el DAB con servilletas.
6. Lavar cinco veces por diez segundos usando
InmunboWasher.
O. Coloracion con hematoxilina.
1. Sumergir los portaobjetos en Hematoxilina por un minuto.
2. Retirar la hematoxilina con servilletas.
3. Lavar cinco veces usando InmunboWasher.
P. Deshidratar
1. Sumergir en alcohol al 95% dos veces por un minuto.
2. Sumergir en acetona una vez por un minuto
Q. Solvente
1. Sumergir en xilol dos veces por un minuto.

o

R. Observar e interpretar
2. Tomar el portaobjetos y colocar en la parte donde se encuentra
el tejido una gota de Permount.
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3. Tomar un cubre objetos y colocarlo sobre la gota de permount.
4. Dejar secar
5. Observar al microscopio.

S. Resultados

Se considera un resultado positivo cuando se observa en el microscopio
una coloracion café, la ausencia de coloracion café se interpreta como un
resultado negativo.

Anexo 24. POE Visita de seguimiento a las participantes después de 18 meses del
reclutamiento.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR

Visita de seguimiento a las participantes después de 18 meses del
reclutamiento.

Elaborado por: Wendy Valladares Aprobado por:
Supervisado por: Dra. Annabelle Ferrera | Fecha: /| [
Fecha: _5 / Febrero / 2016 Firma

Firma

Version: Numero 1. Péaginas: 3

Objetivo: Establecer el procedimiento para la visita de seguimiento a las
participantes después de los 18 meses del reclutamiento.

Procedimiento:

A. Seleccidn de las participantes para el seguimiento:

1. Verificar la base de datos de las participantes durante la visita de
reclutamiento.

2. Toda participante con un resultado VPH positivo en la visita de
reclutamiento y sin lesiones cervicales sera seleccionada.

B. Procedimiento del Seguimiento:
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1. Pasado los 18 meses de la visita de reclutamiento se procedera a
llamar a cada una de las participantes para su visita control, utilizando
el formulario de datos personales previamente lleno durante la primera
visita.

2. Buscar el nimero telefénico previsto por la participante y proceder a
llamar.

3. En caso no obtener respuesta al realizar la llamada, se utilizara el
ndmero de teléfono de un contacto que previamente se proporcioné en
la visita de reclutamiento.

4. En caso de que no se obtenga respuesta al llamar al nimero de
contacto, se procedera a realizar una busqueda domiciliaria utilizando
la direccién de la vivienda que aparece en el Formulario de datos
personales.

C. Explicacién alas participantes

Una vez obtenida la respuesta por parte de la participante se le procedera
a explicar el motivo de la llamada.

Recordandole su vista previa y diciéndole que es un visita control

Es importante explicar a la participante que el motivo del seguimiento no
es motivo de preocupacion.

Dar la direccion del centro de salud (CESAMO) al que debe asistir y decir
el nombre del médico encargado de recibirla.

Acordar el dia y la hora tomando en cuenta la disposicion de la
participante y del médico a atenderle.

Se debe aclarar todas las dudas que la participante tenga acerca de la
visita de seguimiento.

D. Recepcion de las participantes en el centro de Salud

1. Las participantes acudiran al centro de salud mas cercano, donde se
realizo la visita de reclutamiento.

2. Una vez en el centro de salud el medico del estudio procedera a
aclarara y explicar nuevamente la importancia de la visita de
seguimiento.

E. Muestras atomar en la visita de seguimiento
El medico procedera a tomar la muestra cervical siguiendo las
indicaciones del POE de toma de muestra cervical.

=

F. Llenado de formularios
1. El personal encargado del estudio procedera a llenar nuevamente el
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Formulario de toma de muestra y Formulario de datos personales, con
el fin de actualizar esté informacion.

Dichos formularios deben estar previamente identificados con el
codigo de las participantes.

. Se transportara la muestra colectada siguiendo el POE de transporte
de muestras al laboratorio.
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Anexo 25. Formulario de Bioseguridad.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

FORMULARIO DE BIOSEGURIDAD PROMOCION 2015-2017

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor
contactar a la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ al correo electrénico

<lourdesenriquez10@gmail.com>

Datos Generales

Nombre de proyecto:

Rol de marcadores de proliferacion
celular y viral y la eliminacién o
persistencia del VPH como
estrategias de triaje y seguimiento a
las mujeres VPH positivas

Departamento o unidad ejecutora:

Maestria en Enfermedades Infecciosas y
Zoondticas, Escuela de Microbiologia

Alumno (s) responsable de la
investigacion:
Wendy Carolina Valladares Motifio

Asesor (s) responsable:
Dra. Annabelle Ferrera

Laboratorio (s) en que se llevara a
cabo la investigacion:
1. Laboratorio de Biologia
Molecular, Escuela de
Microbiologia

Instituciones participantes:

1.- Universidad Nacional Auténoma de Honduras
2.-CESAMOS Valle de Angeles, Cerro Grande,
Cantarranas y Santa Lucia Secretaria de Salud
Publica de Honduras.

3. Hospital General San Felipe, Secretaria de
Salud Publica de Honduras.

4.-Agencia Internacional para la Investigacién en
cancer, IARC, Francia.

Naturaleza de

la Investigacion

Nombre de los agentes infecciosos
que manipularéa:

Virus del Papilloma Humano

¢En qué nivel de riesgo estan
clasificados Los agentes infecciosos que
manipulara?

1 3 4

159




Toda muestra bioldgica se
considera potencialmente
infecciosa por lo que deberan
tratarse como si lo estuvieran

¢,Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) impresas de los agentes que
manipulara?

Si X No

¢,Cual es el nivel de bioseguridad con
que trabaja el laboratorio en el que
desarrollard la investigacion?

1 3 | X

¢ Utilizara reactivos quimicos?

Si | No

Enumere las sustancias quimicas que
utilizara con mayor frecuencia

Reactivos quimicos proporcionados en
los kits de reactivos, reactivos
comerciales

¢,Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) de los reactivos quimicos que
utilizara?

Sl’XNo

Revisar las MSDS de cada reactivo y
comentar su riesgo potencial y las
medidas béasicas de seguridad si es
necesario

¢ En qué estado manipulara el o los agentes infecciosos?

Cultivos puros en placa |:|

ADN

X
Otros |:|

No Aplica

Cultivos en tubo

Cultivo de tejidos | ]

Tipo de muestras que manipulara

Tejidos

Sangre

Orina

Animaleq

Heces

Otros liquidos biologicos | x

Muestras ambientales*

Cultivos puros

Otras
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*Tipo de muestras ambientales

Describa las técnicas que utilizara

Prueba de Captura de Hibridos: amplificacion de sefial con quimiolominiscencia

Oncoproteina E6: técnica inmunocromatografica

LiPA: Amplificacion de ADN y Genaotipificacion

Extraccion de Acidos Nucleicos QIAGEN

Método de tincién por inmunohistoquimica p16 'NKk4a

CONTROLES PRIMARIOS

Controles de Ingenieria

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con cabina de
seguridad biologica?

Si | x No

Si su respuesta es negativa ¢Coémo
suplira esta carencia?

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con autoclave
dentro del laboratorio?

Si| x No

Si su respuesta es negativa ¢Como
suplira esta carencia?

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con campana de
seguridad quimica?

Si No

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con espacio
adecuado para realizar la investigacion?

Si No
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Si su respuesta es negativa ¢Cémo
supliri esta carencia?

Si su

respuesta es negativa ¢Como
suplir4 esta carencia?

Equipo de Proteccion Personal (EPP)

¢, Qué tipo Equipo y materiales de proteccion personal usara en su investigacion?

Gabacha | x Guantes | x Cabina de bioseguridad X
Mascarilla quirargica Mascarilla N95 Lentes
Procedimientos Operativos Estandar (POE)
¢, Cuenta con los POE's siguientes? Si No No aplica
1.- Toma de muestras X
2.- Manejo de desechos bioinfecciosos X
3.- Transporte de muestras X
4.- Uso de la CSB X
5.- Almacenamiento de muestras X
6.- Puesta y quitado de EPP X
7.- Limpieza de derrames X
8.-Otro:
Controles Administrativos

Si No No aplica
1.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el
uso de la CSB? X
2.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el X
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uso del autoclave?

3.- ¢, Ha recibido entrenamiento para
puesta y quitado de EPP?

4.- ¢Ha recibido entrenamiento para
limpieza de derrames?

5.- ¢ Ha sido vacunado contra la
Hepatitis B?

6.- ¢, Ha recibido entrenamiento para el
uso de la campana de seguridad
quimica?

7.- ¢ Conoce las caracteristicas
quimicas de los reactivos que utilizara
en la investigacion

8.- Otros

Este formulario sera remitido la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ, quien tendra a
su cargo asegurarse de que el proyecto sea implementado con las normas de
seguridad biologica apropiadas para el nivel de riesgo. La presentacion de este
formulario es requisito obligatorio antes de la aprobacion del protocolo de

investigacion (Seminario de Tesis II).

Para uso exclusivo de la MEIZ. UNAH

Fecha de presentacion

(dd/mm/aaaa)

Nombre y firma de quien reviso

Observaciones

i Revisién 2015.MC/LE
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