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Marco teorico: Virus papiloma humano HPV

Introduccion

Los virus papiloma estan ampliamente distribuidos en la naturaleza; infectan piel y mucosas en sus

huéspedes naturales produciendo lesiones epiteliales proliferativas (verrugas)

HUMAN PAPILLOMAVIRUS
HPV

Prevention. Genital HPV infection — Fact Sheet , 2018) P — CAPSIDPROTEN

— — —CAPSID
VIRUSDNA - -~

que por lo general regresan espontaneamente. (Centers for Disease Control and

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer ha  ZESESEEEERSS)
establecido que ciertos tipos de HPV son carcinogénicos en humanos. Esto
marco un hito, sefialando a la infeccion por HPV como condicién necesaria para
la génesis del tumor. Es decir, que la infeccidn del virus, no es suficiente para
el desarrollo neoplasico, pero si influye en el mismo; ademas se han descripto

otros factores que modulan el potencial oncogeénico viral. (Carballal, 2014)

Fig.1 Estructura del HPV.

Tropismo

Los mismos, infectan y replican en el nicleo de células epiteliales. No se propagan en sistemas de
cultivos celulares convencionales debido a que su ciclo replicativo requiere células con cierto grado de
diferenciacion, rasgo que pierden las células propagadas in vitro. Son altamente especificos de especie y tejido
(Carballal, 2014).

Estructura

Los HPVs son miembros la familia Papovaviridae. Los virus papiloma no poseen envoltura, son virus
desnudos y presentan una capside proteica de simetria icosaédrica, compuesta por capsomeros. Esto brinda al

virion una forma casi esférica al ser observado por microscopia electrnica (Carballal, 2014).
Gracias al estudio de analisis se revelo:

-La capside esta formada por dos proteinas estructurales, L1y L2. La capside encierra al genoma viral

y lo protege durante la transmision de la enfermedad.

-El genoma esté constituido por una molécula de ADN doble cadena circular, covalentemente cerrada,
conocido como episoma. Su ADN contiene alrededor de 8000 pares de bases. En contraste con los cromosomas
de mamiferos, toda la informacion genética de estos virus esta contenido en una sola de las dos cadenas de ADN
apareadas.
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Todos los ADN secuenciados de los distintos HPV evidencian una gran similitud en su organizacion
gendmica. EI genoma puede ser dividido en 3 regiones: region temprana E, region tardia L y region larga de
control LCR. (Carballal, 2014) y (Sendagorta-Cuddsa, 2019).

a) Laregién (E) temprana codifica genes que son necesarios para el ciclo viral y con un papel importante
en la transformacion celular (E1, E2, E4, E5, E6 y E7).

b) La region tardia (L) codifica las proteinas de la capside L1y L2.

c) La region de control larga (LTR) no codificante, que contiene el origen de la replicacién y los sitios
de unidn al factor de transcripcion, contribuye a regular la replicacion del ADN, controlando la transcripcion

del gen viral.

Laexpresion de E6 y E7, junto con E1, E2, E4y E5, son esenciales para la replicacion del genoma viral

y la sintesis y liberacién de viriones, pero también desempefian un papel clave en la transformacion celular.

‘URR: origen de replicacién,. / E1: replicacion y transcripcion del ADN

unién a factores de 7912/1 P 97 viral

transcripcion y control de la =

expresion génica / }\1\" 742 E2 : replicacién del ADN viral, apoptosis,
X , 7000 E6 \\ 1000 represor de la transcripcién de E6/E7

7 X —i \
\ ~ E4 : replicacion del ADN viral
f/—\ N\ Et

L1: proteina mayor de la Early E5 : proliferacion celular, alteracion de

capside = L1 rutas de sefalizacion (EGFR),

L2: proteina menor de la 2000 | reconocimiento inmune (MHC) y apoptosis

capside

E6 : degradacion de p53, alteracion de la
regulacién del ciclo celular, resistencia a la
apoptosis, inestabilidad cromosémica e
inmortalizacién celular (TERT)

E7 : degradacion de pRB, reentrada en fase
S del ciclo celular, sobreexpresion de p16
\ e inestabilidad cromosémica /

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2019;37:324-34

Fig. 2. Estructura del papilomavirus humano y funcién de sus proteinas virales. Sendagorta-Cudoésa, E.,
Burgos-Cibrianb, J., & Rodriguez-lglesiasc, M. (2019). Infecciones genitales por el virus del papiloma humano.
El Sevier FORMACION MEDICA CONTINUADA: INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL, Vol.
37(N°5), 324-334. https://doi.org/10.1016/j.eimc.2019.01.010
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Clasificacion de genotipos

En los humanos se han identificado mas de 100 tipos distintos de HPV. Aquellos que infectan el tracto
anogenital son alrededor de 40 tipos y han sido subdivididos en dos grupos sobre la base de su potencial

oncoldgico. (Centers for Disease Control and Prevention. Genital HPV infection — Fact Sheet , 2018).

- HPV de bajo riesgo (HPV 6, 11, 42, 43 y 44) comUnmente presentes en lesiones benignas como

condilomas o neoplasias intraepiteliales de bajo grado, con minimo riesgo de progresion maligna.

- HPV de alto riesgo (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, etc.) que bajo la forma de infeccién

persistente pueden conducir al cancer.

Ciclo de replicacion del HPV

El HPV se transmite por contacto sexual. La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es
considerada la infeccion de transmision sexual (ITS) mas frecuente (Centers for Disease Control and Prevention.
Genital HPV infection — Fact Sheet , 2018).

Se estima que 4 de cada 5 personas van a contraer uno o varios de los tipos de HPV en algiin momento
de sus vidas. La infeccion comienza con la llegada del HPV a la capa basal a través de micro traumas o
abrasiones, que comprometen la barrera epitelial. Estas son las tnicas células del epitelio capaces de dividirse,
por lo que constituyen el blanco obligado del virus que intenta inducir lesiones en las que pueda persistir. Una
vez ingresado y descapsidado, el genoma viral migra hacia el nucleo celular. Asi se establece la infeccion, que
puede ser latente o productiva. La mayoria de las infecciones son transitorias y se eliminaran en una media de
8 meses, sin embargo, se puede hacer persistente cuando la infeccién se prolonga durante mas de 2 afios.
(Carballal, 2014)

- Infeccion latente: luego de la inoculacién, se estima que existe un periodo variable (1
a 8 meses), llamado latencia. El virus esta presente en la célula, pero no manifiesta signo citopatico, el

genoma se replica solo cuando la célula basal infectada se divide y lo hace en forma auténoma.

- Infeccion productiva: el virus comienza a replicarse en forma independiente de la
division celular y produce un alto nimero de copias mediante la expresion de los genes temprano en la
capa basal del epitelio. A medida que el epitelio se va diferenciando, el virus inicia la expresion de los
genes tardios en capas intermedias y superficiales. EI ensamblado de los genomas y las cépsides da
lugar a las particulas virales completas o viriones, por lo que esta forma de infeccion resulta altamente

transmisible.
El HPV no mata la célula que infecta, sino que, por el contrario, convive con ella; mientras va
ocurriendo la maduracion natural del epitelio, el virus se va multiplicando. Finalmente, la descamacion de

. ________________________________________________________________________________________________|
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estas células conteniendo viriones sirve como vector de transmision. La infeccién productiva se manifiesta
morfolégicamente con signos citopaticos como coilocitosis, hiperplasia, acantosis, etc. y clinicamente con

el desarrollo de lesiones proliferativas. (Carballal, 2014)

Descamacion
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Fig. 3. Ciclo de la infeccion por HPV en el epitelio. Potencial oncogénico viral. La representacion esquematica
muestra el ingreso del virus en el estrato basal donde se inicia la expresion de los genes tempranos. EI genoma
viral replica muy lentamente como un plasmido, al ritmo del a division celular, siendo distribuido
homogéneamente en el nlcleo de las células hijas y manteniendo un bajo nimero de copias. A: lesion benigna,
a medida que se va diferenciando el epitelio, se completa la expresion del genoma viral mediante la sintesis
vegetativa del ADN en el estrato espinoso y la sintesis de las proteinas de la capside en el estrato granuloso que
finalmente son ensambladas con los genomas virales generando el viridn. Esto se manifiesta clinicamente con
la formacién de la verruga o condiloma. B: lesién preneoplésica y neoplasicas, en conjunto con los cofactores
propios del hospedador y del medio ambiente, ciertas infecciones producidas por los tipos de HPV de alto riesgo,
pueden conducir a una desregulacion del ciclo celular, induciendo proliferacién anarquica. Fuente: Carballal,

G. & Oubifia, J. (2014). Virologia Médica. 4ta Edicion. Corpus Libros Médicos y Cientificos. Buenos Aires.

El aumento de la capacidad oncogénica de los genotipos de alto riesgo, y particularmente del tipo HPV
16, reside en la actividad de las oncoproteinas E6 y E7. Aunque la actividad E6 y E7 esta presente en los tipos
de alto y bajo riesgo, su papel en los tipos de bajo riesgo se limita a aumentar la capacidad y la produccion viral

y es en gran medida insuficiente para desencadenar el desarrollo de lesiones preneoplésicas y cancer.

Los genotipos de HPV de alto riesgo han desarrollado varios mecanismos para evitar la respuesta
inmune del huésped, que es importante para la persistencia viral y la progresion a enfermedades neoplésicas

asociadas al HPV. Una de las primeras estrategias para evitar la deteccién es mantener un perfil muy bajo. El
-
MA. FLORENCIA INVALDI 5



<7 > e : ,
gi‘lg e Deteccion y genotipificacion del virus del papiloma humano HPV
X,

ciclo del HPV es exclusivamente intraepitelial y no litico, por lo que evita la sefial proinflamatoria asociada.
Como resultado, el reclutamiento de células presentadoras de antigenos, como las células de Langerhans, y la
liberacion de citoquinas que median la respuesta inmune estan ausentes o son muy bajas después de la infeccion
por HPV. Otros mecanismos de la evasion inmunoldgica del HPV incluyen la regulacion de la sefializacion del
interferon, la inhibicion de las células de Langerhans por la actividad de E6 y E7, la inhibicidn de las moléculas

de adherencia, como la CDHL1, y la modulacion de las vias de sefializacion intracelular. (Carballal, 2014).

Historia Natural de la infeccion
La historia natural de la infeccion por HPV explica la prevalencia de la infeccién por HPV en mujeres

en la poblacion general. Debido a que la infeccion es transmitida por via sexual y es usualmente transitoria, la
prevalencia de estas infecciones es mas frecuente y es mucho mas alta entre aquellas mujeres sexualmente
activas que se encuentran en su segunda década de la vida. En un estudio, dos tercios de adolescentes infectadas
con genotipos de HPV de bajo riesgo aclararon su infeccidn esponténeamente en un periodo de 12 meses, y mas
de la mitad de aquellas infectadas con genotipos de alto riesgo también presentaron aclaramiento de la infeccion.
A los 23 meses, més del 80% habian aclarado su infeccion. Con el incremento de la edad, las mujeres tienden a
tener menos nuevas parejas sexuales, y la prevalencia disminuye. Después de los 45 afios de edad, las
infecciones por HPV de alto riesgo tienden a estabilizarse, y menos del 5% de las mujeres en la poblacion
general son ADN-positivas para HPV de alto riesgo. La prevalencia de positividad cae a menos del 3% en

mujeres con un resultado de citologia cervical normal. (Gonzéalez Martinez, 2014) y (Schiffman M. &., 2003).

La prevalencia méxima de infecciones transitorias con tipos cancerigenos de HPV (linea azul de Fig.
4) ocurre entre las mujeres durante la adolescencia y 20 afios, después del inicio de la actividad sexual. La
prevalencia méxima de las condiciones precancerosas cervicales ocurre aproximadamente a los 10 afios mas
tarde (linea verde de Fig. 4) y la prevalencia maxima de canceres invasivos entre los 40 y 50 afios de edad (linea

roja de Fig. 4). (Los picos de las curvasen Fig. 4 no son dibujado a escala).

El modelo convencional de prevencion del cancer de cuello uterino se basa en rondas repetidas de
examenes citologicos, incluidos frotis de Papanicolaou y colposcopia (pequefias flechas azules en Fig. 4). Las
estrategias alternativas incluyen la vacunacion contra el HPV de adolescentes (flecha grande beige en Fig. 4),
una o dos rondas de deteccidn del HPV en las edades maximas de condiciones precancerosas tratables y cancer
temprano (grande flechas de color marrén rojizo en Fig. 4), 0 ambos. (Schiffman M. &., The Promise of Global

Cervical-Cancer Prevention. , 2005)

MA. FLORENCIA INVALDI 6



<7 > e : ,
gi‘lg e Deteccion y genotipificacion del virus del papiloma humano HPV
X,

Fig. 4. Historia Natural de
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Se estima que mas de un 80% de las personas sexualmente activas contraeran la infeccion por HPV
alguna vez en la vida. La méaxima incidencia de dicha infeccion ocurre dentro de la primera década después del

inicio sexual, generalmente entre las edades de 15 a 25 afios (Carballal, 2014).

La infeccion es generalmente transitoria, consiguiéndose un aclaramiento habitualmente en menos de
un afio. Sin embargo, en pacientes con el sistema inmune deteriorado (pacientes con infeccion por el VIH o
trasplantados) se ha descrito una mayor dificultad para la eliminacion del virus, siendo asi la infeccion mas
persistente (mediana de infeccion de 2 afios). Los principales grupos de riesgo para la infeccion por VPH son
personas inmunodeprimidas y personas con un mayor nimero de contactos y parejas sexuales. (Sendagorta-
Cudosa, 2019).

La infeccion es escasamente inmundgena, por lo que la infeccion por un determinado genotipo no
protege de las causadas por otros genotipos o incluso de reinfecciones ante la reexposicion al virus. Esto
conlleva que, en casos de multiples contactos sexuales, puede existir un solapamiento entre aclaramientos y

reinfecciones, condicionando una cronificacién de la infeccion. (Sendagorta-Cuddsa, 2019).

La gran importancia de la infeccion por HPV reside en ser el agente etioldgico de gran cantidad de
neoplasias, siendo el responsable del 100% de cénceres cervicales, 87% de cancer anal, 20% de cancer
orofaringeo y entre un 10-30% de otros carcinomas escamosos (vagina, vulva y pene). (Sendagorta-Cudésa,
2019) y (Facts, 2018).

. ________________________________________________________________________________________________|
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Patogenia

-Lesiones cutaneas

Las lesiones inducidas por el HPV en piel se caracterizan por hiperplasia de las papilas dérmicas; las
verrugas son generalmente benignas y regresan espontaneamente por accion del sistema inmune del hospedador.
Su frecuencia aumenta en nifios mayores y adultos jovenes. Las formas més comunes de presentacion son

vulgar, planay plantar localizadas en rostro, manos y pies. (Carballal, 2014).

Fig. 5. Lesion en pie de HPV. Fuente: Fouéré, S., & Biver Dalle, C. (2016). Lesiones cutaneas y
mucosas asociadas al virus del papiloma humano. EMC Dermatologia El Sevier, Vol. 50(N°1 Pag. 1-12).
https://doi.org/10.1016/S1761-2896(16)76333-3

-Lesiones anogenitales
La mucosa del tracto anogenital (cervix vagina, vulva, pene, ano) puede ser infectada por numerosos
tipos de HPV, dando lugar a lesiones que difieren en su clinica, histologia y riesgo de progresion maligna. En
base a estas caracteristicas se dividen en 3 grupos:
- Verrugas o condilomas anogenitales que afectan genitales externos y estan asociadas
preferentemente con HPV 6 y 11. En estas lesiones benignas, el contenido de ADN celular es diploide,

muestran un alto grado de regresién y la infeccién es transmisible.

- Lesiones preneoplésicas de distinto grado de gravedad (SIL): lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSIL) y lesiones de alto grado (HSIL).

- Carcinoma invasor (escamoso o glandular), lesion maligna con capacidad metastasica, en la

gue se detectan los tipos virales de alto riesgo.

MA. FLORENCIA INVALDI 8
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En las lesiones precancerosas o cancerosas hay baja replicacion viral por lo cual, la deteccion del
antigeno de capside es menor. Estas lesiones se caracterizan por la desorganizacién de la arquitectura tisular

con una atipia nuclear que crece con el grado de gravedad de la lesion (Carballal, 2014).

La zona de transformacion del cuello uterino, donde se retnen los epitelios del ectocérvix y el
endocérvix, muestra una mayor susceptibilidad a este virus. Esto se debe, en parte, a la marcada influencia
hormonal y la activa division celular que la convierten en el blanco preferido del virus y el sitio donde se

establecen mas frecuentemente las lesiones preneoplasicas y neopléasicas del cuello uterino.

El HPV en la génesis del cancer

En una célula normal, la proliferacion es regulada estrictamente por genes promotores del crecimiento,
denominados protooncogenes, contrabalanceados por genes que restringen la proliferacion conocidos como
genes supresores de tumores. Cualquier alteracion en este equilibrio llevaria a iniciar una cascada de eventos

que culminaria en una transformacion maligna. (Alvarez Aldana, 2012)

Es en la ruptura de ese equilibrio en donde participa el HPV de alto riesgo. EI mismo, posee en su
genoma secuencias con capacidad transformante: los oncogenes E6 y E7. Son considerados los genes mas
importantes en la estimulacion de la proliferacion y transformacion celular. E6 'y E7 interfieren activamente en
el ciclo celular, apoptosis y mantenimiento de la estabilidad cromosomal al interactuar con las proteinas

supresoras de tumores p53 y pRB, respectivamente. (Alvarez Aldana, 2012) .

Las proteinas tempranas E6 y E7 desempefian su papel principal en el proceso carcinogénico a traves
de la inhibicion de los supresores de tumores p53 y pRB. (Fig. 6y 7).

La desregulacion del ciclo celular, la activacion de la actividad de la telomerasa y la inestabilidad
gendmica crean un entorno favorable para la transformacion de las células epiteliales.

La integracion del HPV también puede impulsar el proceso carcinogénico a través de la inactivacion de
la expresion de E2, el principal inhibidor de E6 y E7, y la interrupcion de los genes del huésped debido a la

insercion de la secuencia viral en el cromosoma de la célula. (Alvarez Aldana, 2012).

MA. FLORENCIA INVALDI 9
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Fig. 6. Desregulacién del ciclo
celular por la accién de la proteina
viral oncogénica E6. E6 inhibe la

funcion de p53, mediante su

degradacion por la via de la
ubiquitina en asociacién con la
proteina celular asociada a E6.
Fuente: Alvarez Aldana, A.,
Sepulveda Arias, J. C., & Siller
Lopez, F. (2012).

CARCINOGENESIS INDUCIDA POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO. Investigaciones Andina
Scielo, Vol.14(N°24). http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S012481462012000100007

Seiales mitogénicas (ciclinas) I

CDKs inactivas D

Activacion de genes
requeridos para la
progresién G1/S 5

Fig. 7. Desregulacion del ciclo celular por la accion
de la proteina viral oncogénica E7. De union de E7
con pRB conduce a la liberacion de los factores de
transcripcibn E2F independientemente de la
presencia de factores de crecimiento externos, lo
qgue promueve el progreso de la fase S del ciclo

celular y por tanto la replicacién.

Fuente: Alvarez Aldana, A., Sepdlveda Arias, J. C.,
& Siller Lopez, F. (2012). CARCINOGENESIS
INDUCIDA POR EL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO. Investigaciones Andina Scielo,
Vol.14(N°24).

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0124-81462012000100007

El proceso carcinogénico, iniciado con la activacion de E6 y E7, debe complementarse con la

acumulacion de alteraciones adicionales en el gen huésped para conducir al fenotipo invasivo del cancer.

MA. FLORENCIA INVALDI

10


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S012481462012000100007
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-81462012000100007

<7 > e : ,
gi‘lg e Deteccion y genotipificacion del virus del papiloma humano HPV
X,

La variacion genética viral, mas alla del genotipo del VPH, podria explicar en parte las diferencias en
el aclaramiento, la persistencia y el riesgo de desarrollar cancer entre infecciones positivas para el mismo tipo.
Los aislamientos de VPH del mismo genotipo se clasifican en linajes y sublinajes que estan asociados con el
riesgo de cancer. (Sendagorta-Cudosa, 2019).

Alteraciones epigenéticas, que no implican mutacion en los genes, como la metilacion de genes
supresores de tumores, relacionadas directa o indirectamente con la actividad E6 y E7, son eventos comunes
durante los primeros pasos de la malignizacidn epitelial y se han descrito como biomarcadores potenciales para
el cancer cervical. (Sendagorta-Cuddsa, 2019).

Diagnostico
En el laboratorio son utilizadas diversas técnicas para la deteccion de HPV presente en hombres y

mujeres;

- Serologia. Se ha desarrollado una gran variedad de pruebas seroldgicas para detectar
anticuerpos contra HPV, como por ejemplo ELISA.

- Determinacion por biologia molecular como reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

La reaccidn en cadena de la polimerasa es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias
de ADN. El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores para seleccionar la parte del genoma
aamplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima de replicacion
del ADN a duplicar la secuencia del ADN que esté siendo copiada.

MA. FLORENCIA INVALDI 11



I
7

A

‘\E‘ e Deteccion y genotipificacion del virus del papiloma humano HPV
[ 2 N J
Fig. 8. Etapas de la PCR.
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Fuente: Encina S., G. (2013). Biologia Molecular en oncologia: Lo que un clinico debiera saber. REV. MED.
CLIN. CONDES, Vol. 24(N°4 (563-570)). https://www.researchgate.net/figure/Reaccion-en-cadena-de-la-
polimerasa-0-PCR_fig3 273093462

En el Laboratorio Central de Redes y Programas de la Pcia. de Corrientes se utiliza para detectar y
genotipificar el HPV la reaccion en cadena de la polimerasa anidada o nested PCR. Este tipo de PCR permite
aumentar la sensibilidad y la especificidad de la PCR.

La PCR anidada implica dos reacciones de amplificacion secuenciales, cada una de las cuales utiliza un
par diferente de cebadores. El producto de la primera reaccion de amplificacion se utiliza como molde para la
segunda PCR, que se ceba con oligonucledtidos que se colocan en el interior del primer par de cebadores. El
uso de dos pares de oligonucleotidos permite realizar un mayor nimero de ciclos, aumentando asi la sensibilidad
de la PCR. La especificidad mejorada de la reaccion se deriva de la union de dos conjuntos separados de
cebadores a la misma plantilla diana. (Sotlar, 2004)

Concluidas ambas rondas de PCR, se emplean técnicas de electroforesis, que permiten separar los
fragmentos de ADN generados de acuerdo a su carga, esto es, longitud, y, en menor medida y dependiendo
de la matriz empleada, a su tamafio: tipicamente se emplean la electroforesis en gel de agarosa,

MA. FLORENCIA INVALDI 12
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para fragmentos grandes y en acrilamida, para los méas pequefios. El tamafio de los productos de la PCR
viene determinado por un marcador de peso molecular de ADN, el cual contiene fragmentos de ADN de tamafio

conocido, y que se corre en el gel junto con los productos de PCR (Koltai, 2011).

La electroforesis consiste en aplicar un campo eléctrico a través del gel formado por una malla

tridimensional de un polimero, agarosa o poliacrilamida.

Luego de la electroforesis es posible visualizar los amplicones mediante una sencilla tincién con un
agente intercalante (GelRed1), se intercala entre las bases nitrogenadas y se usa como colorante fluorescente
para la visualizacion de &cidos nucleicos en geles de agarosa y poliacrilamida. EI gel se expone en un
transiluminador donde es irradiado con luz ultravioleta (UV), alli el colorante absorbe esta luz UV y emite una
fluorescencia roja-anaranjada mediante la cual se puede observar la posicion y cantidad relativa del ADN en el

gel tras la electroforesis (Fierro Fierro, 2000).

El ensayo utilizado para HPV fue disefiado para permitir la deteccién especifica de un amplio espectro

de genotipos del mismo, incluidos todos los tipos de alto riesgo (Fig. 9)

La PCR de primera ronda tiene como blanco de amplificacion las regiones E6-E7, facilita la
amplificacion inicial del ADN gendmico de todos los genotipos de HPV de las mucosas conocidos y
proporciona material suficiente para volver a amplificarse en numerosas PCR anidadas con cebadores

especificos de genotipo. (Sotlar, 2004)

'GelRed es un colorante fluorescente ultrasensible, extremadamente estable y ambientalmente seguro
para acidos nucleicos disefiado para reemplazar el bromuro de etidio (EtBr), altamente tdxico para la tincién de
dsDNA, ssDNA o RNA en geles de agarosa o geles de poliacrilamida.

. ________________________________________________________________________________________________|
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Fig. 9. Cebadores seleccionados para el estudio del HPV. Fuente: Sotlar, K., Diemer, D., Dethleffs, A &
Otros. (2004). Deteccion y tipificacion del virus del papiloma humano mediante E6 Nested Multiplex PCR.
Journal of Clinical Microbiology, Vol. 42(N° 7), 3176-3184. https://doi.org/10.1128/JCM.42.7.3176-
3184.2004
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Planteamiento y justificacion del estudio

El Virus del Papiloma Humano HPV es una importante causa de morbilidad y mortalidad en mujeres y

globalmente es una prioridad para la salud publica.

La infeccion por el HPV es muy comun. Se estima que el 90% de las personas seran infectadas por el

HPV durante su vida, poniéndoles en riesgo para una variedad de serios problemas de salud.

La mayoria de las infecciones por HPV seran resueltas espontdneamente por el sistema inmunoldgico,
sin embargo, en aproximadamente un 10% de los casos la infeccion se convierte en persistente. La persistencia

de la infeccion es un requisito para la progresion a cancer.

Las infecciones por el HPV de riesgo alto persistentes causan cancer: a veces el sistema inmunitario no
logra controlar las infecciones por el HPV. Cuando una infeccion por el HPV de riesgo alto continta durante
muchos afos, tal vez produzca cambios celulares. Si estos cambios no se tratan, empeoran con el tiempo y se

convierten en cancer.

En todo el mundo, la carga de los canceres relacionados con el HPV es mucho mayor. Los HPV de
riesgo alto causan cerca del 5 % de todos los canceres en el mundo. Entre estos, se calcula que 570 000 mujeres
y 60 000 hombres tienen un cancer relacionado con el HPV cada afio. EI cancer de cuello uterino es de los
canceres mas frecuentes y una de las causas principales de muerte relacionada con el cancer en los paises de
ingresos bajos y medianos, donde las pruebas de deteccion y el tratamiento de los cambios iniciales en las células

del cuello uterino no estan muy disponibles.

Estas consideraciones me han llevado a interesarme en la deteccion del HPV aplicando técnicas de
biologia molecular para su diagndstico y genotipificacién, y de esta manera poder determinar los genotipos que

circulan entre los pacientes analizados en el presente estudio.

MA. FLORENCIA INVALDI 15
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Materiales y métodos

Se analizaron muestras de pacientes que acudieron al Laboratorio Central de Redes y Programas con

pedido médico para deteccion y genotipificacion de HPV desde el 1 de febrero al 29 de abril del 2022. Se trabajo
con un total de 99 muestras.

Las muestras analizadas fueron: cepillado endocervical en mujeres, cepillado genital en hombres y
biopsias de verrugas.

La aplicacion de técnicas moleculares se inicié con el pretratamiento de la muestra y la extraccion del
ADN viral.

1. Pretratamiento de la muestra remitida (cepillo sumergido en Buffer fosfato PBS)
consistié en agitar enérgicamente el cepillo para que todas las células recolectadas se desprendan del mismo.

Luego, se centrifugd 10 minutos a 4000 rpm y se trabajo con el pellet obtenido.

En el caso de biopsias de verrugas estas fueron tratadas con un buffer de lisis de tejido e
incubado 1 hora a 37°C.

2. Extraccion del ADN de la muestra.

La extraccion incluyo el aislamiento y purificacién de moléculas de ADN y se basé en las caracteristicas
fisicoquimicas de la molécula. Se realizo la técnica de extraccion de ADN por columna de silice, utilizando
“High Pure PCR Template Preparation Kit” de Roche.

O O O

Lisar Unir Centrifugar Lavar Centrifugar Girar en Eluir

s5eco

Fig. 10. Etapas de la extraccion del ADN. Fuente: Shlesinger, R. (2021, 23 agosto). ¢C6mo

encontrar un método de extraccion de ARN que funcione para tu laboratorio? AllScience. https://www.e-

allscience.com/blogs/articulos/como-encontrar-un-metodo-de-extraccion-de-arn-que-funcione-para-tu-

laboratorio

1). Se agreg6 200 ul del pellet o de la biopsia degrada obtenido en el paso anterior a un tubo conteniendo
40 ul de proteinasa K y 200 ul de buffer de lisis. Se mezclo e incubo 10 minutos a 70°C.

MA. FLORENCIA INVALDI 16
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Durante este proceso de lisis, las interacciones entre las moléculas que conforman la pared, lamembrana
celular y nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los &cidos nucleicos se liberen. Los componentes
celulares no solubles como el material fibroso y proteinas que permanecen en solucién se separan del ADN por
centrifugacion. (Alejos Velazquez).

2). Se agreg6 100 ul de isopropanol y se homogeneiz6. Esto produce la precipitacion del ADN viral. Se

pasé la mezca a una columna. Se centrifug6 1 minuto a 8000g.

3). Se descartd el eluido. Se agrego a la columna 500 ul de Inhibitor Removal Buffer. Este buffer permite

la union del ADN a la columna de silice. Se centrifugd 1 minuto a 8000g.

4). Se descarto el eluido. Se agreg6 a la columna 450 ul de Wash Buffer, para eliminar restos celulares,

proteinas, etc. Se centrifugd 1 minuto a 8000g. Se repitid el proceso dos veces.

5). Se descart6 el eluido. Se colocd la columna en un nuevo tubo colector y se dejo secar centrifugando

1 minuto a 12000g para eliminar restos de buffers y alcohol.

6). Se pasé a la columna a un tubo eppendorf rotulado. Se agreg6 60 ul de buffer de elusion Se dejo6
reposar 5 minutos para permitir la hidratacion de la columnay se centrifug6 1 minuto a 8000g. El eluido contiene
el ADN viral.

Al pasarlo a la columna, el ADN cargado negativamente se adsorbié o unié a la matriz selectiva de
manera reversible y se mantiene unido a esta durante la remocion de lipidos, proteinas y metabolitos
secundarios; para finalmente ser liberado gracias al buffer de elusién y asi se obtiene el ADN libre. (Alejos

Velazquez).

> x .
e Shgpt -
; o R e

g 3 & Lo g, ~ AR L .
Fig. 11, 12 y 13. Elementos utilizados para la extraccion del ADN. Fuente: elaboracion propia.
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Una vez obtenido el material genético, se determind el rendimiento mediante espectrofotometria. Una
caracteristica del ADN es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm. Mientras que, hidratos de carbono

absorben a 230nm y proteinas a 280 nm.

Para estimar la pureza del ADN se considerd la proporcién de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Una
proporcion de 1.8 es aceptada como ADN puro, proporciones menores a este valor indican la presencia de
proteinas. Una segunda valoracion de la pureza de &cidos nucleicos es la proporcién 260/230, los valores
aceptados se encuentran en el rango de 2.0 a 2.2, si la relacidén es menor indican la presencia de contaminantes
como carbohidratos o fenol. Dichas mediciones se realizaron con el equipo Nanodrop?. (Alejos Velazquez).

3. Amplificacién anidada (nested-PCR)

Se realiz6 una amplificacion de 1° ronda de la region E6/E7 del genoma de HPV. Luego el producto de
esta primera PCR se expuso a una 2° ronda de amplificacion con cebadores especificos de genotipo para lograr

la tipificacion exacta de las infecciones por HPV.

Se realizaron 4 PCR multiplex de 2da ronda. Para cada una de estas PCR se utilizaron mezclas de
primers especificos para cada genotipo (tabla N°2).
- PCR 1° grupo: mezcla de primers especificos para genotipos 16, 18, 31 59y 45
- PCR 2° grupo: mezcla de primers especificos para genotipo 33, 6/11, 58, 52 y 56.
- PCR 3° grupo: mezcla de primers especificos para genotipo 35, 42, 43 y 44,

- PCR 4° grupo: mezcla de primers especificos para genotipo 68, 39, 51y 66.

2 Espectrofotometros de micro volumen con tecnologia patentada de retencion de muestras que miden volimenes tan

geﬁueﬁos como 0.5 HL, Rermite Riﬁetear una muestra directamente sobre una suﬁerﬁcie de medicion éﬁtica.

MA. FLORENCIA INVALDI 18
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Tabla N°1. Genotipos de HPV incluidos en cada grupo de PCR de 2° ronda.

Primer cocktail HPV genotype Amplicon (bp) Sequence (5'-3") Position (bp)

I 16 457 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGO 141-161

CAT ATA TTC ATG CAA TGT AGG TGT A 597-573

18 322 CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA 170-190
aTT GTG AAA TCG TCG TTT TTC A 491-470

31 263 GAA ATT GCA TGA ACT A&G CTC G 137-158
CAC ATA TAC CTT TGT TTG TCA A 399-378

39 215 CAA AGG GGA ACT GCA AGA AAG 159-179
TAT AAC AGC GTA TCA GCA GC 373-354

45 151 GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG 82-101
ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT 232-213

Il 33 308 ACT ATA CAC AAC ATT GRA CTA 172-192
GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA 569-549

6/11 334 TEC MAG AAT GCA CTG ACC AC 201-220
TGC ATG TTG TCC AGC AGT GT 534-515

38 274 GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC 297-317
GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT 370-350

32 229 TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG 178-197
CTA ATA GTT ATT TCA CTT AAT GGT 406-383

56 181 GTG TGC AGA GTA TGT TTA TTG 204-314
TTT CTG TCA CAA TGC AAT TGC 475-455

I 35 338 CAA CGA GGT AGA AGA AAG CAT C 157-178
CCG ACC TGT CCA CCG TCC ACC G 514-493

42 277 CCC AAA GTA GTG GTC CCA GTT A 83-106
GAT CTT TCG TAG TGT CGC AGT G 361-340

43 219 GCA TAA TGT CTG CAC GTA GCT G 102-123
CAT GAA ACT GTA GAC AGG CCA AG 320-298

44 163 TAA ACA GTT ATA TGT AGT GTA CCG 248-271
TAT CAG CAC GTC CAG RAT TGA C 410-389
IV 68 333 GCA GAA GGC AAC TAC ALC GG 4049-4068
GTT TAC TGG TCC AGC AGT GG 4381-4362

39 280 GAC GAC CAC TAC AGC ARA CC 213-232
TTA TGA AAT CTT CGT TTG CT 402-473

51 223 GAG TAT AGA CGT TAT AGC AGG 310-339
TTT CGT TAC GTT GTC GTG TAC G 541-320

66 172 TTC AGT GTA TGG GGC AAC AT 353-372
AAA CAT GAC CCG GTC CAT GC 520-301

Sotlar, K., Diemer, D., Dethleffs, A & Otros. (2004). Deteccion y tipificacion del virus del papiloma humano
mediante E6 Nested Multiplex PCR. Journal of Clinical Microbiology, Vol. 42(N° 7), 3176-3184.
https://doi.org/10.1128/JCM.42.7.3176-3184.2004
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PCR 1° Ronda

Se ensay0 una primera PCR para cada muestra a analizar, con un control positivo y agua como control

de no templado (NTC)._El protocolo utilizado fue:

VOLUMEN 1X

Agua Free 11,56 ul
Buffer 10X 2 ul
MgCI2 25Mm 2,4 ul
dNTPs 10 Um 0,4 ul
Coctel de primers GPEG/E7 0,5ul

Taq polimerasa 0,14 ul
Vol final MIX 17 ul
ADN 3ul

‘ Volumen final de 20 ul ‘ PCR

ler protocolo de ciclado

- Desnaturalizacion: 94 °C durante 1 min
- Anillado: 40 °C durante 1 miny,
- Elongacion: 72 °C durante 2 min.

Para un total de 40 ciclos de amplificacion. EI primer ciclo fue precedido por un paso de
desnaturalizacion de 4 min a 94°C. El altimo ciclo fue seguido por un paso adicional de elongacion de 10 min
a72°C.

. ________________________________________________________________________________________________|
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| Fig. 14. Elementos necesarios para PCR round 1. Se
evidencia el armado del master mix principal, trabajando

con 2 muestras y ambos controles.

Elaboracién propia.

PCR 2da ronda: El 2do protocolo utilizado fue:

VOLUMEN 1X
Agua Free 10,96 ul
Buffer 10X 2 ul
MgCI2 25Mm 2 ul
dNTPs 10 Um 0,4 ul
Coctel de primers I, I, I Y 1V 1,5 ul
Taq polimerasa 0,14 ul
Vol final MIX 17 ul
ler amplificado 3ul

Este protocolo se realiza para cada grupo de genotipo, es decir, cada muestra o control que se amplificd

en primera ronda, se utiliz6 como molde para cada una de las PCR de segunda ronda. Ver esquema a

continuacion.

MA. FLORENCIA INVALDI 21
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17 ul Master mix Grupo 1 + 3 ul Ter amplificado

o’

ler amplicado
obtenido, se colocd
(en cada uno de las
4 master mix
correspondientes a
cada grupo): 3 ul -

17 ul Master mix Grupo 2 + 3 ul 1er amplificado

17 ul Master mix Grupo 3 + 3 ul Ter amplificado

—

17 ul Master mix Grupo 4 + 3 ul Ter amplificado

) ) o I

2do Protocolo de ciclado

35 ciclos de:

- 94 °C durante 30 segundos,
- 56 °C durante 30 segundos Y,
- 72 °C durante 45 segundos.

El primer ciclo estuvo precedido por un paso de desnaturalizacion de 4 min y el tltimo ciclo fue seguido por un
paso de elongacion de 4 min.

Fig. 15. Armado de los tubos para la 2da round de PCR. Se
evidencia 4 eppendorf a la izquierda para el armado de los
4 master mix; y a la derecha los tubos listos para amplificar
por 2da vez. En este caso se trabajo con 2 muestras y los

controles. Elaboracion propia.

MA. FLORENCIA INVALDI 22
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4, Corrida electroforética de los productos amplificados.
Se realiz6 una corrida electroforética del producto de amplificacion de las PCR de 2° ronda.

- Se preparo geles de agarosa al 2,5% (1gramo de agarosa en 40 ml de buffer TBE (TRIS-
BASE, acido boérico, EDTA),

- Se coloco el gel para solidificar y se agregd un peine para formar los pocillos.

Fig. 16. Preparado del gel, en cuba con peines. Elaboracion propia.

Pozos

Gel

=T—T—Y=—
Fuente de
potencia

Fig. 17 y 18. Cuba con gel y muestras sembradas. Elaboracion propia.

Se sembraron los productos amplificados con Gel Red (por pocillo de 8 a 10 ul del amplificado). Se
configurd la cuba para un periodo de 35 minutos a 100 voltios. Finalmente, se revelaron las bandas en
transiluminador UV.

Para el andlisis de los datos se utilizd una planilla de célculo de Microsoft Excel de Microsoft Office.
En la misma se plasmaron los datos obtenidos de los pacientes que acudieron en esos meses establecidos, se

realiz6 andlisis estadistico y finalmente se confeccionaron distintos graficos.

. ________________________________________________________________________________________________|
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Resultados y discusion

Al observar las corridas bajo luz UV se evidencian fragmentos (correspondientes a aquellos productos
amplificados), los cuales se comparan con un marcador de peso molecular (teniendo en cuenta a que grupo

pertenece); haciendo uso de la tabla N°2 se determina a que genotipo corresponde cada uno de dichos
fragmentos.

1 23 4 567 8mw9%2101112 131415 16

Fig. 18. Corrida electroforética en gel
de agarosa revelada con GelRed bajo
transiluminador UV. Se ve la corrida
de 2 muestras y ambos controles (para

los 4 grupos de genotipos

mencionados). La muestra 1 se corrio
enlacalle 1, 5,9y 13. La muestra 2 se corri6 en la calle 2, 6, 10 y 14.

Se puede observar que en la calle 1 hay una banda, que, comparando con el marcador de peso
molecular, seria de 215 pb. Asi mismo, en la calle 2 se ve la misma banda. Ambas bandas
corresponderian al genotipo 59 (grupo 1). En la calle 5 se evidencia una banda de 274pb, que
corresponde al genotipo 58. Mientras que en la calle 6 se evidencia una banda de 215pb, es decir
genotipo 52. Ambos constituyen genotipos del grupo 2.

En la calle 9 y 10 no se ven bandas, siendo negativo para genotipos del grupo 3. Al igual que
para la calle 13 y 14. Los controles negativos (calle 3, 7, 11 y 15) y los positivos (4, 8, 12 y 16)
funcionaron correctamente.

Fig. 2. Corrida en gel de agarosa revelada con GelRed bajo
1 2 3 4 5 MP 6 7 8 910

transiluminador UV. Se ve la corrida de 3 muestras y ambos

controles (para los 4 grupos de genotipos mencionados). La
muestra 1 se corrid en la calle 1, 6, 11 y 16. La muestra 2 se
corrié en la calle 2, 7, 12 y 17. La muestra 3 se corri6 en la
calle 3,9, 13y 18.

La muestra 1 posee una banda en la calle 6 (grupo 2)
11 1213 14 15 MP16 17 18 19 20 correspondiente a una banda de 229pb, que corresponde al
genotipo 52. A su vez posee una banda en calle 16(grupo 4), de
280 pb, correspondiente a genotipo 39 y una banda en calle
11(grupo 3), de 219pb, correspondiente a genotipo 43.

La muestra 2 posee una banda de 219 pb en calle 12
(grupo 3) correspondiente a genotipo 43. La muestra 3 es no
detectable para los 4 grupos de genotipos. Los controles
funcionan correctamente.
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Sexo Sexo Del total de muestras analizadas (N=99), se
Femenino | Masculino | evidenci6 un 43,43% (n=43) de pacientes
Numero total 62 37 (hombres y mujeres) con resultado detectable de
% total 62.6 374 HPV. Estos resultados son similares a los
- reportados  por  Sijvarger, Gonzalez vy
Detectable (en numeros) _
colaboradores en Ushuaia en 2006, donde su
Detectable en % 46,8 37,8 . . »
prevalencia de infeccion fue del 41%.
No detectable (en nimeros) 33 23
No detectable en % 53,2 62,2

Se pudo observar que es mayor el porcentaje de mujeres (63%) que concurren para la determinacion

realizada (sobre el porcentaje de los hombres 37%). Ver gréfico siguiente;

Pacientes que

acudieron
Sexo
Femenino
Masculino

Se evidencié que dentro de la poblacién femenina que acudio, un mayor porcentaje es no detectable
(siendo de 53,2%) sobre los detectables (de 46,8%). Asi mismo, en la poblacion masculina analizada, se
evidencié que un mayor porcentaje es no detectable (siendo de 62,2%) sobre los detectables (de 37,8%). A

continuacion, se puede observar los graficos de dicho analisis;

POBLACION POBLACION
FEMENINA MASCULINA
53,2 oy
46,8 37,8

DETECTABLE EN % NO DETECTABLE EN % DETECTABLE EN % NO DETECTABLE EN %

Del total de pacientes con resultado detectables, he llevado a cabo su genotipificacion. A partir del

mismo, se evidencid un 41,8% de genotipos de alto riesgo y un 58% de genotipos de bajo riesgo.

. ________________________________________________________________________________________________|
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Este resultado se diferencia de los obtenidos en otras investigaciones como las reportadas por Garcia,

Schmitt y colaboradores en 2010 en Bogota, donde genotipos de alto riesgo, como el HPV 16, es el mas

frecuente.

% Genotipos de alto y bajo

Genotipo de alto riesgo detectados
riesgo (16, 18, 31, 33,
35,39, 45, 51, 52, 56, 58,

41,8

59)
Genotipo de bajo
riesgo (6, 11, 42,43y 58
44)

Ademaés, es importante destacar que de los 99 pacientes que acudieron, el 16% (n=16) de ellos
concurrieron debido a la presencia de lesiones, verrugas o condilomas; 57% (n=57) de ellos acudieron por
control por evidencia de actividad viral en el estudio de Papanicolau o resultados previos positivos y el 26%

(n=26) restante por otras razones, como ser: adenomas, tumores, candidiasis, etc.

Motivo del analisis de HPV

Lesiones, verrugas o
condilomas
Control

m Ofros

De los 16 pacientes que concurrieron con lesiones o verrugas, 7 de ellos dieron un resultado detectable.

De los 57 que acudieron por control, 25 dieron resultado detectable.

Con respecto a la deteccion de infecciones simples y mixtas; se obtuvo un 58,13% (n=25) de frecuencia
de infeccion simple y un 41,8% (n=18) de infecciones mixtas, mientras que Garcia, Schmitt y
colaboradores obtuvieron frecuencias de 19,4% para infecciones simples y de 80,6% para infecciones maltiples.
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Esta diferencia puede deberse a la distinta sensibilidad de las técnicas empleadas y a que la técnica
utilizada en este estudio evalla 19 tipos virales, en comparacion con 48 tipos virales detectados por los estudios

citados.

Por ultimo, entre los pacientes que acudieron, es importante destacar las edades:

Rango de edades NUmero de Numero de
(afios) pacientes Detectables
19a29 32 14
30a39 35 15
40a49 17 8
50a59 9 2
6la74 6 4

Se puede observar un mayor numero de pacientes entre las edades de 20 a 49 por ser el rango etario de
generalmente mayor actividad sexual. En el rango de 19 a 29 afios no estaria justificado el pedido de analisis
molecular para HPV porque, como se menciono anteriormente, la infeccion es generalmente transitoria y existe
una alta tasa de reinfecciones que no justifican la blsqueda del virus en edades tempranas porque generan un
gasto innecesario en salud publica siendo recomendable la bisqueda del virus recién a partir de los 30 afios.
(Schiffman, The Promise of Global Cervical-Cancer Prevention. , 2005) y (Schiffman M. &., 2003)

A su vez, se evidencia un 86,04% (n=37) de resultados detectables en ese mismo rango etario. Este
resultado es semejante a los vistos por Sonaja en Venezuela en el 2013.

. ________________________________________________________________________________________________|
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Conclusion

Se logré detectar y genotipificar el HPV en las muestras analizadas, realizando satisfactoriamente todas

las etapas desde la extraccion y purificacion del ADN viral hasta la aplicaciéon de la Nested PCR

Por medio de este estudio adquiri habilidad en la busqueda bibliogréafica y destreza en el area de biologia

molecular, interiorizandome en la técnica y metodologia para diagnéstico de HPV usado en nuestra region.
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