. INTRODUCCION

El virus del Papiloma Humano (VPH) es el virus que esta mas frecuentemente
relacionado con el cancer cervical; este virus que principalmente se transmite por via
sexual infecta principalmente a personas jovenes, durante el inicio de su vida sexual,
siendo el var6n considerado como portador y la mujer quien mas facilmente
desarrolla lesiones. Mas de 100 tipos VPH han sido caracterizados molecularmente,
donde aproximadamente 40 de ellos son capaces de infectar el tracto genital,
causando desde verrugas genitales conocidas como condilomas (VPH de bajo
riesgo); hasta el crecimiento de células anormales, que puede resultar en cancer
(VPH de alto riesgo).*

Este cancer esta caracterizado por la proliferacion anormal y el crecimiento
descontrolado de las células del exocervix y endocervix. El cancer de cuello uterino
(CaCu) es una de las enfermedades mas frecuentes y una de las que ocasiona mas
muertes de mujeres adultas en nuestro pais. Todas las mujeres estan en riesgo,
sobre todo aquellas que viven en condiciones de pobreza y exclusion, porque
ademas de carecer o tener restringido el acceso a los servicios de prevencion y
tratamiento, conviven con otros factores de riesgo por sus propias condiciones de

vida.

Los programas de prevencion de CaCu en general incluyen la prevencion
secundaria, basada en la técnica citolégica como el Papanicolaou, seguida por un
manejo efectivo de las lesiones pre-neoplasicas. Sin embargo, estos programas en
paises como Bolivia, no han logrado un impacto considerable sobre su incidencia ni
sobre las tasas de mortalidad de CaCu. La citologia (PAP) del cuello uterino es un
examen de deteccion temprana, no es eficaz dada su baja sensibilidad y su gran
margen de error; lo que explica la alta mortalidad femenina en nuestro pais. Este
método es muy utilizado ya que su costo es bajo, pero exige un buen control de
calidad durante el muestreo, la preparacion de las placas y la interpretacion de los

resultados lo que no siempre es eficiente en paises como Bolivia.




En otros paises la utilizacion de técnicas como la colposcopia y sobre todo las
técnicas moleculares juntamente con la citologia ha mejorado considerablemente la
deteccion precoz de CaCu. La aplicacion de técnicas moleculares para la deteccion
precoz de CaCu mediante la amplificacion del ADN de VPH exige la buena
conservacion de muestras cervicales dado que la extraccion del ADN viral se realiza
a partir de células infectadas.

El Easy Fix y otras soluciones similares son corrientemente utilizados con estos fines
en paises donde las técnicas moleculares han sido introducidas. Estas soluciones
conservan las células cervicales en buen estado por tiempos prolongados, sin
embargo, las dificultades que presentan estas soluciones son su costo y su dificultad
en el transporte. El objetivo de este trabajo es proponer o sugerir un método mas
simple de muestreo y de transporte de muestras cervicales que preserve en buenas
condiciones el ADN viral del VPH. El papel filtro FTA y laminas de PAP podria ser
una buena alternativa ya que seria facilmente aplicable en regiones alejadas, lo que
permitiria aplicar las técnicas moleculares para el diagnéstico precoz del CaCu en

nuestro pais.



1.2 Planteamiento del problemay justificacion

Uno de los principales problemas para el control de Cancer Cervical (CC) en Bolivia
es el diagnostico precoz de esta enfermedad. La aplicacion de técnicas moleculares
basadas en la deteccién de ADN del VPH junto con el Papanicolaou es una buena
alternativa que permitiria mejorar el diagnéstico de CC. Sin embargo, el empleo de
estas técnicas requiere métodos de recoleccidn y transporte eficaces y que
preserven bien el ADN viral. Normalmente estas células son tomadas y preservadas
en medios liquidos, sin embargo estos son caros y de dificil obtenciébn en paises
como Bolivia. Una alternativa sencilla y de bajo costo es la obtencion de células a
partir de frotis de lamina o la toma de muestra en papel filtro. Por lo tanto la
comparacion y validacion de estos métodos es importante para poder aplicarlos
rutinariamente, especialmente para muestreos de pacientes que viven en zonas

alejadas.
1.3 Hipo6tesis

La obtencion del ADN viral de VPH a partir de muestras depositadas, conservadas y
transportadas en papel filtro Whatman FTA (tarjetas FTA) y el Frotis en Laminas
presentan las mismas condiciones de calidad, reproducibilidad y sensibilidad para la

deteccién de VPH que el método Easy Fix.



OBJETIVOS

2.1.- Objetivo General

Comparar la eficiencia en la obtencion y preservacion de ADN del virus del
papiloma humano a partir de células cervicales recolectadas y transportadas
en papel Whatman FTA y Frotis en laminas, en mujeres que acuden al
Hospital Materno Infantil German Urquidi de Cochabamba.

2.2.- Objetivos Especificos

Estandarizar la técnica de obtencion de ADN humano y ADN viral a partir de
muestras de células cervicales recolectadas y transportadas en papel

Whatman FTA y Frotis en laminas.

Evaluar la capacidad de conservacion de ADN humano provenientes de
células cervicales obtenidas a partir de frotis en laminas y papel Whatman

FTA, mediante la amplificacion del gen de la 3 - globina.

Evaluar la capacidad de conservacion del ADN viral proveniente de células
cervicales obtenidas a partir de frotis en laminas y papel Whatman FTA
utilizando los primers PGMY 09/11.

Identificar el medio de recolecciéon y transporte de muestras de cepillado
cervical mas aconsejable para la deteccion del ADN de VPH.



.  MARCO TEORICO
3.1 Generalidades del Cancer de Cuello de Utero

El cancer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento desordenado y
explosivo de las células de los tejidos en el cuerpo humano, dando como resultado
un aumento de volumen del 6rgano afectado. Una de las teorias mas aceptadas es
gue la célula cancerosa es el resultado de acumulacién de una serie de alteraciones
de un grupo concreto de genes en el ADN, asi como la expresion de oncogenes y
genes supresores que codifican proteinas cruciales en las vias de sefializacion que
controlan los procesos de proliferacion celular. Como consecuencia de estas
anomalias se desarrolla una célula transformada, la cual tiene la capacidad de
proliferar, invadir y producir metastasis.°

Las células cancerosas contradicen las reglas basicas del comportamiento de las
células de los organismos pluricelulares. Tanto ellas, como su progenie, se
caracterizan por dos propiedades hereditarias. En primer lugar, se reproducen a
pesar de todas las restricciones normales. Por otro lado, invaden y colonizan
territorios reservados para otras células. La combinacion de estas dos caracteristicas
es lo que hace este tipo de cancer sea especialmente peligroso®.

De los diferentes tipos de cancer que afectan a las mujeres, el Cancer del Cuello
Uterino (CaCu) es una de las enfermedades mas frecuentes. Esta patologia aparece
en la union escamo celular entre el epitelio columnar del endocervix y el epitelio
escamoso de la exocervix, son en estas areas donde ocurren los cambios
metaplasicos™.

El factor de riesgo mas comun del CaCu es la exposicion a ciertas variedades del
Virus de Papiloma Humano (VPH), este virus se transmite generalmente por
transmision sexual y es asintomatico en la mayoria de los casos. Dada la
caracteristica de latencia del VPH, los cambios metaplasicos en el cérvix, pueden
ocurrir antes de que la infeccion se detecte.?

Esta enfermedad es muy frecuente sobre todo en paises como Bolivia (alrededor del

86% de los casos ocurren en los paises en desarrollo), representa el 13% de los




canceres femeninos. Solo los tipos de VPH 16 y 18 son responsables de

aproximadamente el 70% de todos los casos de cancer cervical en todo el mundo™®.

3.1.2 Factores de riesgo del Cancer del Cuello de Utero

Se denomina factor de riesgo a cualquier factor asociado con el posible desarrollo de
una enfermedad, aunque no sea suficiente para causarla por si solo. Para el caso
particular del CaCu, la infeccion por el virus del papiloma humano es el principal
factor de riesgo asociado con el desarrollo de estos tumores (99.7% de las mujeres
diagnosticadas con VPH) *, sin embargo esta enfermedad puede verse antecedida
por otros factores que estan relacionados béasicamente con la conducta de las
pacientes y sucesos ambientales y no por factores genéticos. A continuacién se
mencionan algunos de ellos:

¢ Inicio de relaciones sexuales a edad muy temprana

e Tener varias parejas sexuales (promiscuidad)

e Malos habitos higiénicos.

e Infecciones genitales frecuentes.

¢ Infeccion cervical por el Virus del Papiloma Humano

e Tabaquismo

¢ Deficiencias nutricionales (acido félico y vitamina A)

e Haber tenido muchos embarazos (multiparidad).

e Tener antecedentes de diversas enfermedades venéreas (sifilis, gonorrea,

tricomoniasis, etc.)

e Nunca haber acudido a un estudio citopatolégico (Papanicolaou).

Distintos investigadores consideran que la supervivencia de mujeres con cancer
cervical depende de las caracteristicas del tumor, la condicion de la paciente, el
esquema de tratamiento, la presencia y el tipo de VPH y el grado de desarrollo de la
lesion en el momento de la deteccion.

Son muchos los elementos involucrados en el establecimiento de la infeccién por

VPH y su posible progresién a lesiones intra-epiteliales de bajo y alto grado, asi




como el desarrollo de cancer. El conocimiento integrado de todos estos factores o
elementos que involucran al paciente como entidad social y biolégica, al virus y a los
posibles co-factores es fundamental para la implementacion de programas de
prevencion (educativos y profilacticos) y para el 6éptimo manejo de los recursos
disponibles en el tratamiento y seguimiento de los distintos niveles de esta patologia.
A pesar de que se considere al VPH como la causa necesaria de virtualmente todos
los casos de cancer de cérvix, no todas las mujeres infectadas por VPH de alto
riesgo desarrollan Lesion Intra-epitelial Escamosa de Alto Riesgo (HSIL o carcinoma
invasor). De hecho, es bien conocido clinica y epidemiol6gicamente que la gran
mayoria de mujeres infectadas resuelven espontaneamente su infeccion siendo sélo
una pequefia fraccion las que experimentan una persistencia frecuentemente sub-
clinica que las pondra en un riesgo elevado de progresiéon neoplasica. Por lo tanto, a
pesar de ser la causa necesaria del cancer de cérvix, la infeccion por VPH no es de
ninguna manera una causa suficiente para el desarrollo de este tumor.
Consecuentemente, si sblo algunas mujeres infectadas progresan a HSIL/cancer
probablemente existen otros factores o co-factores - que interaccionando con el VPH
modulan el riesgo de progresion ’.

A pesar de su potencial oncogénico, la infeccion por VPH es un fendmeno transitorio
gue puede revertirse espontaneamente o permanecer en estado latente en el 80 %
de casos detectados, por lo que se le considera como una causa necesaria pero

insuficiente para el desarrollo de malignidad 3*.
3.2 Epidemiologia del Cancer de Cuello de Utero

El cancer invasor del cuello del utero (CaCu) es un problema de salud publica sobre
todo en paises sub-desarrollados. Es el segundo cancer mas comun entre las
mujeres en todo el mundo, se estima que ha habido para el 2008, 529.409 nuevos
casos y 274.883 muertes *°. Durante los dltimos afios, la incidencia y mortalidad por
cancer de cérvix en los Estados Unidos de América (EUA) y otros paises

desarrollados han disminuido notablemente 2°%°




Bolivia tiene la tasas de incidencia y de mortalidad por CaCu mas altas de América)
56,55 y 26,3 por cada 100 mil mujeres respectivamente (cuadro 1)®. Aunque en
nuestro pais se tiene una unidad establecida dentro del Ministerio de Salud y
Deportes para crear, administrar y supervisar programas nhacionales para la
prevencion y el tratamiento del céncer cervico-uterino, en coordinacion con las
autoridades sanitarias en cada uno de los departamentos del pais, estas, no estan
debidamente vinculados entre si. Los programas no cuentan con recursos humanos
suficientemente capacitados, ni con recursos econdmicos necesarios para llevar
adelante las estrategias destinadas a lograr que el tamizaje del cancer cervico
uterino alcance la cobertura ideal de 80%, que es la meta establecida
internacionalmente®. Una buena parte de la poblacién carece de informacién sobre
los servicios para la prevencion y el tratamiento de lesiones pre-cancerosas, 0 no
puede llegar a estos servicios con facilidad. Los proveedores de atencion sanitaria en
el sector publico calculan que de 50 a 80 por ciento de las mujeres sometidas al
tamizaje no regresan a su seguimiento por qué no hay ningun sistema que garantice
un seguimiento adecuado con fines de diagnéstico o tratamiento. Muchos
prestadores de atencién de salud desconocen que el frotis de Papanicolaou se usa
para detectar lesiones pre-cancerosas. Por afiadidura, los servicios de diagndstico y

tratamiento no siempre son suficientes o son poco accesibles .



Tabla 1: Incidencia y Mortalidad por CaCu en paises de América

. Tasas ajustadas
Pais o 2000 2002 (x 100,00(1) mujeres)
region Casos Nuevos | Difunciones |Casos Nuevos | Difunciones Incidencia Mortalidad

Haiti 2.428 1.326 2.774 1.484 90.6 50.8
II Bolivia 1.807 661 1.831 987 56.55 26.3
Nicaragua 997 392 809 354 54.15 24.2
Paraguay 768 281 1.131 513 7.15 20.95
Peru 4.101 1.575 5.400 2.663 44.05 20.2
Ecuador 2.231 892 1.978 1.064 41.45 19.85
El salvador 1.041 387 1.213 609 43.1 17
Guatemala 1.432 566 1.153 628 35.1 17
R. Dominic 1.290 495 1.032 562 34.6 16.55
Venezuela 3.904 1.454 3.845 0.705 37.15 16
Colombia 5.901 2.339 6.815 3.296 34.65 15.95
Mexico 16.448 6.650 12.516 5.777 35 15.6
Panama 389 158 375 166 29.7 13
Am. del sur 48.999 18.725 48.293 21.383 29.75 12.45
Brasil 24.445 8.815 19.603 8.286 27.35 10.9
Chile 2.321 860 2.163 931 27.5 10.8
Cuba 1.586 730 1.346 567 22 9.45
Argentina 2.953 1.585 4,924 1.679 18.7 7.7
Uruguay 307 163 392 162 16.3 7.3
Canada 1.608 650 1.502 581 7.95 2.65

Fuente: Plan Nacional de Prevencion Control y Seguimiento de Cancer de Cuello Uterino 2009-2015

La situacion actual, de incidencia y mortalidad por cancer de cuello uterino en Bolivia
es grave y alarmante, sobre todo si se toma en cuenta que esta patologia se puede
prevenir y detectar precozmente de manera eficaz y con medios relativamente
econdémicos, mas aun cuando el Estado garantiza en el Seguro Universal de Salud,

la atencién de estas patologia hasta el estadio de carcinoma in situ.

3.3 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Los VPHs son miembros la familia Papovaviridae, el genoma de estos virus esta
formado de una cadena doble de ADN circular de aproximadamente 7900 pb, este
ADN esta asociada con histonas y tiene un peso molecular cercano a 65 x 10° @, El
virion mide de 53 a 55 nm, tiene una capside icosaedrica simétrica compuesta de 72
capsomeros la cual esta constituida de dos proteinas estructurales: L1 y L2, este

virus no poseen envoltura *? (figura 1).




Su estructura gendmica esquematizada en la (figura 2) , esta compartida por los mas
de 100 tipos secuenciados hasta la fecha y consta de varios genes llamados
Regiones de lectura abierta “Open Reading Frames en inglés (ORF)” de dos tipos
diferentes: genes de expresion temprana o “early” (E1-E8), cuya expresion se
traduce en proteinas implicadas en la regulacion y replicacion viral, y 2 genes de
expresion tardia o “late” (L1, L2) cuya expresion genera las proteinas para el
ensamblaje de la cubierta viral y la capside. Una region de control, denominada
‘Long Control Region” (LCR), sera la encargada de controlar la expresion de los

genes tempranos E6 y E7".

Capside Proteinica Mayor
(L1)

Acido Nucleico Viral
(ADN)

Figura 1 Modelo tridimensional del Virus Papiloma Humano
Fuente: http://dimygen.webcindario.com/31_clip_image004.jpg
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Figura 2 Estructura esquematizada del VPH 16
Fuente: Autores: Schiffman M, Castle PE, Jerénimo J, Rodriguez AC, Wacholder S. Lancet. 2007 Sep 8; 370(9590):890-907;

adaptada de Human papillomavirus and cervical cancer.

Mientras que los genes de expresion temprana difieren notablemente en su
secuencia entre los diferentes tipos de VPHSs, los genes de expresién tardia
presentan notables similitudes entre ellos. Esta peculiaridad convertird a estos
genes, especialmente a L1, en la diana principal de la deteccion de DNAs virales por
métodos “consenso” al contrario de la deteccidn “tipo especifica” que utilizara genes
con alta variabilidad intertipo como E6 y E7’.

Los Papiloma Virus Humanos, al igual que otros virus, aprovechan la maquinaria
celular para replicarse; son epitelio troficos y una vez que alcanzan las células
basales pueden permanecer en forma episomal, en estado latente, o bien abandonar
esa latencia y aprovechar la diferenciacion celular propia del epitelio cervical. De este
modo, paralelamente a la maduracion del epitelio cervical, los VPHs expresan sus
genes de forma secuencial; en primer lugar los genes tempranos (E1- E8), en las
capas basales y posteriormente, en capas superficiales del epitelio mas diferenciado,
expresan sus proteinas tardias (L1 y L2) que forman la capside y permiten el
ensamblaje de nuevas particulas virales que repetirdn el ciclo. En determinadas
circunstancias fisiologicas de “permisividad inmunolégica® y tras un periodo de
persistencia de la infeccién, generalmente largo, las particulas de DNA viral que se

encuentran en forma episomal, sufren un proceso de integracion dentro del genoma
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celular y con ello una serie de acontecimientos que conducen a un proceso de
bloqueo de proteinas con funciones importantes en el ciclo celular (p53 y Rb) vy,
como consecuencia, alteraciones en el crecimiento normal y diferenciacion del
epitelio cervical seguidas de un acumulo de errores genéticos (clastogénesis) que
son la base de la transformacién tumoral (tabla 1).”

Tabla 2: Regiones de Lectura Abierta (ORF) del genoma del VPH

Proteina viral Funcién
El Accidn helicasa. Replicacién viral y control de la transcripcion.
E2 Factor de transcripcion viral.
E4 Interaccidn con el citoesqueleto para ensamblaje viral.
E5 Interaccidn con receptores de factores de crecimiento.
E6 Degradacién p53. Activacién telomerasa. Induce inestabilidad
genomica. Interraccion con dominios proteicos PDZ.
E7 Degradacién pRb. Inestabilidad gendmica.
L1 Proteina mayor capside viral.
12 Proteina menor cépside viral. Recluta genoma viral para

oraganizarlo en la capside

Fuente: Molecular aspects of human papillomavirus and cervical cancer, Carlos Fernando Grillo-Ardila, M.D.*, Mercy Yolima
Martinez-Velasquez, M.D. Buenaventura Morales-Lopez, M.D. Revista Colombiana de Obstetricia y Ginecologia Vol. 59 No. 4 -
2008 - (310-315)

3.3.1 Clasificacién del Virus del Papiloma Humano

Se han identificado de 200 tipos del Virus de Papiloma Humano y de ellos han
derivado varias clasificaciones de acuerdo a la especie, origen y al grado de
homologia de las secuencias de nucleétidos en regiones especificas del genoma.

Por definicién, las secuencias de los genes E6, E7, L1 y el marco de lectura de un
nuevo tipo de VPH no deben presentar una homologia por arriba del 90% a las
secuencias de los tipos de VPH conocidos, algunas variantes naturales tienen
diversas caracteristicas bioldgicas y bioquimicas importantes en riesgo de cancer *.
A su vez, se tiene considerados tres grupos clinico-patolégicos: cutdneo, mucoso y

de la epidermo displasia verruciforme.

Son alrededor de 30 virus que infectan determinantemente las mucosas genitales y
se clasifican en dos grandes grupos segun su potencial riesgo de progresion a

cancer.

12



3.3.1.1 VPH Alto Riesgo

Los Virus de Papiloma Humano de alto riesgo son los que se encuentran con mayor
frecuencia asociados en los casos de cancer de cuello uterino. Estos virus
oncogénicos causan crecimientos que normalmente parecen planos y son casi
invisibles, comparados con las verrugas causadas por los VPH-6 y VPH-11"%, Sin
embargo, se encuentran en todo el espectro de las lesiones intra-epiteliales e
invasoras, tanto el escamoso como el glandular. Este grupo esta constituido por lo
menos de 15 tipos, que incluyen VPH -16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68 y 70 2. Los VPH tipo 16 y 18 son considerados particularmente carcinégenos.
La asociacion entre la infeccion con estos virus y el desarrollo del CaCu ha sido

claramente demostrada?®.

3.3.1.2 VPH Bajo Riesgo

Virus de Papiloma Humano de bajo riesgo o no oncogénico se les llama aquellos
virus cuyo riesgo de provocar cancer es bajo. Producen infecciones en piel, en las
mucosas del tracto ano genital, oral (boca, garganta) y respiratorio. En la piel las
lesiones mas frecuentes son las verrugas cutaneas también llamadas verrugas
vulgares y las verrugas plantares, que son lesiones en las plantas de los pies que a
menudo son dolorosas. Las lesiones ano genitales incluyen a las verrugas genitales
(condiloma acuminado, cresta de gallo) que son formaciones escamosas con
aspecto de coliflor que aparecen en las aparecen en las zonas humedas de los
genitales. En este grupo los tipos mas comunes de VPH son el 6, 11, 40, 42, 53, 54 y
572,

Los tipos de VPH de bajo riesgo pueden causar cambios en el cuello del utero de
una mujer. Estos cambios no conducen al cancer, no son perjudiciales y
desaparecen con el tiempo. Solo rara vez se asocian con una lesion escamosa

intraepitelial de alto grado o un carcinoma invasor.
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3.4 Métodos de Diagndstico y Control de Cancer Cervical

Las técnicas diagnostico para la deteccidon del virus pueden ser; morfolégicas
(citologia, colposcopia e histopatologia, incluso microscopia electrénica),
inmunohistoquimicas para la deteccion del antigeno (Ag) viral en la lesién, y técnicas
basadas en la deteccion del ADN viral mediante hibridacion o amplificacion.

Aunque no existe un método ideal para el diagndstico de la infeccién por VPH y su
validez depende de la forma de infeccion, este deberia ser rapido, econémico,
sensible y especifico, aplicable a muestras no invasivas y capaz de tipificar el VPH

implicado en la lesion *.

3.4.1 Papanicolaou

La citologia de Papanicolaou convencional consiste en la toma, observacion e
interpretacion de una muestra de células del cérvix. Esta prueba detecta cambios
inflamatorios, infecciosos o la presencia de células anormales y neoplasicas en la
muestra. Las células son tomadas utilizando un palillo de madera con un algodon en
la punta, cytobrush o espatula de madera (Ayre) (Figura 3), los cuales se frota sobre
la superficie del cérvix y arrastrando una muestra de células, las cuales son
colocadas sobre una laminilla y mandadas al laboratorio de Patologia para su tincion
y anélisis *°.

El PAP es una herramienta muy util, por su bajo costo, facil realizacion y amplia
difusién, no obstante tiene poca reproducibilidad, sensibilidad y una especificidad
variable dependiente de la experiencia del personal que la realiza (el PAP presenta
un significativo porcentaje de falsos negativos que alcanza, dependiendo del
laboratorio, hasta 20-30% de los frotis examinados). Como consecuencia, se estima
que aproximadamente el 50 % de las infecciones VPH positivas pasan
desapercibidas por PAP #. Ademas, debe considerarse que la deteccién indirecta de
VPH mediante estos examenes, no permite la tipificacion viral, importante
informacion en el momento de categorizar subgrupos de pacientes desde una

perspectiva clinica practica.
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-ﬂn A Cuello del tero

{a) Espatula de madera Y Cepitio
{b) Cepillo endocervical it I
(¢} Cepillo 0 escobilla de pléstico

Figura 3: a) Tipos de cepillos b) Toma de muestra c) Extension de cepillado
Fuente: a) Organizacion Mundial de la Salud Control integral del cancer cervico uterino HP8 p: 121
b) http://www.rho.org/aps/learn-screening.htm

a b c

El sistema de clasificacion mas utilizada para los cambios morfoldgicos por PAP es el
sistema Bethesda, que recoge la calidad de la muestra y establece categorias y sub-

categorias segun la presencia y el grado de las lesiones epiteliales.

3.4.2 Colposcopia

La colposcopia es un procedimiento médico en el cual se utiliza un estéreo-
microscopio (llamado colposcopio) para observar y examinar via vaginal
detenidamente el cuello uterino (la abertura del utero o matriz) figura 4. El

colposcopio magnifica o0 amplia la imagen de la parte exterior del cuello uterino.

La colposcopia detecta las lesiones sub-clinicas como epitelios blancos, de
morfologia y extension variables, que aparecen tras la aplicacion de acido acético al
5%. Ante cualquier evidencia clinica o sospecha citolégica de infeccién por VPH o
lesion intra-epitelial en la mujer, dada la frecuente multicentricidad y multifocalidad de

la infeccion, debe hacerse un examen colposcépico de todo el tracto genital inferior.

Colposcopia
~ Vagina Cérvix Utero

Colposcopio

Rayo

Espéculo N

Figura 4: Realizacién de una colposcopia

Fuente: http://gdtmujersomamfyc.wordpress.com/category/cervix-y-virus-del-papiloma-humano/
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Este método es util para la extraccion de muestras de tejido (biopsias) para efectuar
estudios adicionales en caso de observar anormalidades o signos de lesion. Los
hallazgos anormales durante una colposcopia pueden ser: patrones anormales en los
vasos sanguineos, parches blanquecinos (visibles por la aplicacion de acido acético
en la zona de la lesién IVAA, VILI) en el cuello uterino y éareas inflamadas,
erosionadas o atroficas (tejido desgastado). Cualquiera de estas anomalias puede
indicar cambios pre-cancerosos Yy cancerosos. Por su parte el examen de

colposcopia tiene una alta sensibilidad, pero baja especificidad. *.

3.4.2.1 Inspeccidn Visual Acido Acético (IVAA)

La IVAA consiste en pincelar el cérvix con una torunda de algodén embebida en
solucion de acido acético al 3 a 5% y realizar examen del cuello uterino con el ojo
desnudo con iluminacién de ldmpara comun por personal capacitado. El aspecto
blanquecino del tejido puede indicar un proceso benigno o neoplésico.

El &cido acético produce una desnaturalizaciéon de las proteinas nucleares y
deshidratacion del citoplasma celular de manera reversible, lo que hace que los
tejidos con relacion nucleo: citoplasma mas alta reflejen la luz blanca proyectada y
aparezcan blancos. Este efecto puede observarse a simple vista, luego de un minuto
posterior a su aplicacion cuando se lo utiliza al 5%, mientras que si la concentracion
es del 3%, el tiempo que debe esperarse es de 2 minutos. La aparicion de lesiones
cervicales acetoblancas bien delimitadas, pueden corresponder a neoplasia cervical
0 sus precursores. Las células pre-cancerosas tienen diferente estructura e indices
de absorcién que las células normales, y se ponen temporalmente de color blanco al

entrar en contacto con la solucion .

Este método es sencillo, de bajo costo y facil de aprender ademas requiere poca
infraestructura, puede ser realizado por prestadores de salud que no necesariamente
sean médicos, siempre que reciban suficiente capacitacién y supervision ?°. Su
desventaja es que con poco adiestramiento y control de calidad puede haber

resultados falsos positivos 2°, como por ejemplo la presencia de epitelio metaplasico
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inmaduro, que puede llevar a tratar a mujeres sin necesidad, este método puede ser

Menos preciso en mujeres post-menopausicas.

3.4.2.2 Inspeccion Visual Con Yodo Lugol (VILI)

Al igual que la técnica IVAA, la VILI es la observacion del cuello uterino con ojo
desnudo, luego de la aplicacién de solucién de yodo lugol al 25%. Dicha solucion,
con avidez por el glucégeno, tifie de color caoba oscura el epitelio escamoso normal,
lo que indica que la célula contiene glucégeno. La falta de tincion significa un estado

no glucogenado, presuntamente patolégico.

El epitelio cilindrico no cambia de color, ya que no contiene glucégeno, pero puede
cambiar débilmente; la metaplasia inmadura o incipiente y las lesiones inflamatorias
tienen un contenido parcial de glucégeno, y al tefiirse aparecen como areas de
captacion dispersa y mal definida. Las lesiones precursoras y el cancer invasor no
captan el iodo, ya que carecen de glucdgeno, y aparecen como areas bien definidas,

gruesas, de color amarillo mostaza o azafran *.

3.4.3 Anatomia Patol6gica (Biopsia)

Para efectuar una biopsia s6lo se necesita una pequefia cantidad de tejido y a veces
se necesita extraer una muestra de biopsia en forma de cono, mas grande
(conizacion). Toda lesion colposcopia sospechosa debe ser biopsiada (figura 5),
basicamente las verrugas genitales en muy pocas ocasiones precisan una
confirmacion histol6gica, dado su escaso porcentaje de asociacion con lesiones pre-
neoplasicas. La biopsia a partir de la lesibn sospechosa es una forma rutinaria y
establecida de confirmar el diagndéstico histopatoldgico y permite un diagndéstico de

gran precisién sobre el grado de lesién precursora o malignidad®.
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El colposcopio ilumina
el cuello uterino
\ en la biopsia

2504
[0 e J - L IR

Los forceps de biopsia se utilizan para
tomar una muestra del cuello uterino

Figura 5: Realizacion de una Biopsia
Fuente: http://www.tocogyn.com/técnicas-diagnosticas-del-VPH. asp.

3.4.4 Inmuno histoquimica

La utilidad de la deteccion de antigenos de VPH por inmunohistoquimica sigue
siendo algo controversial, ya que la mayoria de los patélogos piensa que la deteccion
de VPH por inmunohistoquimica es especifica pero relativamente de baja
sensibilidad y que la identificacion viral, asi como de sus subtipos, es muy importante
para determinar el riesgo potencial de progresion a cancer cervical. Algunos
especialistas peruanos han realizado investigaciones de deteccion de VPH por este
método ¥'.

En la actualidad, se puede utilizar el método clasico para la deteccién de anticuerpos
anticapside, empleando anticuerpos policlonales frente a antigeno comunes de
proteinas tardias. Este método no permite la diferenciacion del tipo ni la deteccion de

infecciones mixtas, frecuentes en CIN.

Los métodos inmunohistoquimicos también tiene como inconvenientes la baja
sensibilidad (positivos solo en el 30-50% en condilomas, siendo el grado de
positividad inverso al grado de CIN). Los anticuerpos policlonales solo tifien células
gue expresan proteinas tardias, y no detectan infecciones latentes y probablemente
tampoco la mayoria de infecciones sub-clinicas, por la escasa cantidad de antigeno
presente en las células infectadas. No son utilidad como pre-dictores prondsticos de
la enfermedad por su ausencia de correlacién con la evolucién clinica. La utilizacion
de anticuerpos anti-proteinas de regiones codificadoras especificas podria paliar

algunos de estos inconvenientes en el futuro préximo *°.
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3.5 Técnicas basadas en la deteccion del ADN viral

La utilizacion de la técnica de biologia molecular contribuye a detectar la presencia
del genoma viral, a partir de diferentes muestras obtenidas ya sea muestras
citolégicas, biopsias aun si la infeccion es oculta o el nUmero de particulas virales es

bajo.

3.5.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de polimerasa es un método de amplificacion molecular que
permite amplificar muy pequefias cantidades del ADN objetivo en la muestra
analizada. Tiene una elevada sensibilidad y es capaz de detectar hasta un minimo
de 10 copias de ADN viral entre 1 millén de células®. La PCR para la amplificacién
de ADN de VPH usa primers o cebadores de consenso. Los mas utilizados
actualmente para la deteccion de ADN de VPH son PGMY09/11, GP5+/GP6+ y
SPF10%*. Para realizar la técnica PCR es preciso disponer de laboratorio y personal
especializado, dada la posibilidad de contaminacion cruzada y de interpretacion
diagnéstica errénea si no se tiene el material y entrenamiento adecuados®. Los
primers PGMYQ09/11 fueron redisefiados a partir de los primers MYQ09/11 para
aumentar la sensibilidad de la amplificacién de todo el espectro de tipos de VPH,
mediante el uso de las regiones del mismo primer de union en el marco de lectura
abierto L1°°. La heterogeneidad de la secuencia fue acomodado mediante el disefio
de multiples secuencias de cebadores que se combinaron; 5 oligonucleétidos
(PGMY11) hacia delante y los complementarios (0 reverso) compuesto de 13
oligonucledtidos (PGMY09), evitando asi el uso de bases degeneradas que producen
la sintesis de cebadores irreproductibles. El sistema PGMY09/11 parece ser

significativamente mas sensible que el sistema MY09/11%°.
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3.5.2 Sistema del Hibrido de Captura (SHC)

En esta técnica, el ADN celular extraido y desnaturalizado se hibrida con ARN
complementario. Posteriormente, las moléculas hibridas, ADN-ARN, son captadas
por anticuerpos especificos situados en las paredes del tubo y marcados con
fosfatasa alcalina, la cual reacciona produciendo una luminosidad determinada que
expresa la presencia y carga de determinados tipos de VPH. Los resultados se
expresan en unidades relativas de luz (RLU). Un RLU equivale a 1 pg./ml. La primera
generacion de captura de hibridos (HC-I) detectaba un rango razonable de tipos de
VPH, de bajo y alto riesgo, pero no ofrecia buena sensibilidad y especificidad, y su
manejo resultaba complicado. La segunda generaciéon (HC-1l) puede detectar un
mayor espectro de tipos virales, presenta una sensibilidad analitica 10 veces mayor y

es capaz de utilizarse en grandes programas de deteccién precoz *®
3.5.3 Southern Blotting

Esta técnica se basa en tratar el ADN con enzimas de restriccion y separar los
fragmentos con electroforesis en un gel de agarosa. Para su realizacion se parte de
DNA aislado del tejido en las mejores condiciones posibles. ElI ADN, tras cortarlo con
enzimas de restriccion, se desnaturaliza para obtener fragmentos de cadena sencilla
que se transfieren del gel de agarosa a un filtro de nitrocelulosa sobre el cual quedan
inmovilizados. Esta transferencia es necesaria para que pueda realizarse la reaccion
de hibridacion. EI ADN queda atrapado en la nitrocelulosa y entonces cuando se
puede hibridar con la sonda radioactiva o colorimétrica. Cada secuencia
complementaria da lugar a una banda marcada que adquiere una posicidon
determinada por el tamafio del fragmento del ADN. La reaccion se pueden marcar

radioactivamente®2.
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3.5.4 Dot Blot

Otra variante de las técnicas de hibridacion es el Dot blotting. Tiene la ventaja de que
la transferencia del ADN al filtro o papel es muy eficiente por la accion del vacio
facilitan dicha transferencia y adhesion al filtro. Por otra parte, permite ensayar
rapidamente muchas secuencias clonadas por su homologia con una sonda
radioactiva. Los ADN clonados a probar se colocan uno al lado del otro sobre un filtro
gue se hibrida con una sonda de ARN marcada radioactivamente y que se
corresponde a la secuencia problema. Si la secuencia esta representada en un clon
particular, la mancha que indica ese clon se pone de manifiesto con la

autorrdiografia®.
3.5.5 Hibridacion In Situ (HIS)

La hibridacion in situ consiste en desnaturalizar el DNA cromosémico por calor 95 °C
y posteriormente afadir una solucion que contiene la sonda con el ADN o RNA
marcado, que hibridara con sus consecuencias complementarias. El marcado de las

sondas se puede hacer por radioactividad con P¥, S¥* o I'®

y posteriormente
detectarse por autorradiografia. EI marcado por biotina o digoxigenina se visualiza

mediante una reaccion colorimetrica®.
3.5.6 INNO-LIPA

Las pruebas Linear Array (Roche) e INNO-LIPA consisten en la hibridacién reversa
de productos de amplificacién obtenidos por PCR®. El material de ADN biotinilado
amplificado se desnaturaliza quimicamente, y las hebras separadas se hibridan con
sondas de oligonucledtidos especificos inmovilizadas en bandas paralelas sobre tiras
basadas en membranas. Esto va seguido de una fase de lavado astringente a fin de
eliminar cualquier material amplificado incorrectamente emparejado. Tras el lavado
astringente, se aflade estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina, que queda
ligada a cualquier hibrido biotinilado que se haya formado con anterioridad. La

incubacion con una solucién de sustrato que contiene un cromégeno produce un
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precipitado de color pUrpura/marrén. La reaccion se interrumpe mediante una fase de

lavado, tras la que se registra el patron de reactividad de las sondas®.

3.6 Métodos de Conservacion de ADN de VPH
3.6.1 Fase Liquida

En la actualidad, la deteccion del VPH se realiza en muestras cervicales recogidas
en medio liquido por un médico especialista, que a menudo es poco practico 0 no
esta disponible en las zonas remotas y en los paises en vias de desarrollo.

Las muestras de las células cervicales exfoliadas se recogen en tampon fosfato
salino (PBS), que es barato pero requiere refrigeracion constante, o en diversos
medios liquidos, tales como STM o PreservCyt, Easy Fix, que preservar el DNA del
VPH a temperatura ambiente, pero son caros. Ademas muchos de estos productos
como el, PreservCyt y Easy Fix son inflamables por lo que dificultan su importacion a

paises en vias en desarrollo.
3.6.2 Métodos Alternativos
3.6.2.1 Laminas de Citologia

Para la deteccion del VPH existen varios métodos en la fase seca, es decir muestras
desecadas. Por ejemplo: muestras de laminas de citologia cérvico-uterinas son una
fuente importante para el estudio de VPH en pacientes con céncer. Con todo esto,
los datos son controversiales al respecto unos afirman que hay mayor riesgo de
contaminacion y alteraciones que pueden afectar el ADN (Por ejemplo, el ADN en
laminas de citologia puede ser afectado por el uso de colorantes, resinas, etanol,
entre otros, que son reconocidos como contaminantes que inhiben la amplificacion

mediada por la PCR)***3

, siendo contraproducente para los resultados de los
estudios, sin embargo reportes de Seperhr N.et al 2010 han obtenido buenos

resultados?®.
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3.6.2.2 Tarjetas FTA Whatman

Las tarjetas FTA (consisten en papel Whatman impregnados con quimicos
patentadas que lisan las membranas celulares y desnaturaliza proteinas. De esta
forma los &cidos nucleicos son atrapados, fisicamente siendo inmovilizados y
estabilizados. Una vez inmdvil, el acidos nucleicos queda protegido de nucleasas,
oxidacion, dafio bacteriano y hongos pudiendo ser almacenados a temperatura
ambiente por afios), este es un medio corrientemente utilizado para transportar y
archivar todos los acidos nucleicos a la temperatura del ambiente ***’.

Otra alternativa Segun Feng Qinghua et al 2010 se puede obtener DNA a partir de
muestras secas tomadas en torundas almacenados a temperatura ambiente, aunque
con un aumento en el numero de muestras insuficientes y con sensibilidad

marginalmente menor para la deteccién de VPH*.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Bioldgico

o

Cepillados Cervicales

4.2 Material de laboratorio

o

o

o

o

Tarjetas FTA, Laminas de vidrio (porta objeto)

Micro punch, Bisturi
Tips estériles con filtro

Sobres estériles

4.3 Equipos

o

o

o

Termociclador (Bio-Rad)
Bafo en seco (Fisher Scientific)
Vortex (Fisher Scientific)

Trans iluminador de Luz ultravioleta

Equipo de Electroforesis (Enduro GEL XL).

Fridge a -20°C

Micro centrifuga

Pipetas (P10, P200, P1000)
Incubadora (56°C)

4.4 Reactivos

o

o

o

Agua destilada estéril

Agarosa

TAE 50 X; TAE 1 X (ver en anexo 3)
Bromuro de Etidio

Tampon PK-1 (ver en anexo 2)

B- globina (ver anexo 7)

PGMY 09/11 (ver anexo 8)
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4.5 METODOLOGIA

4.5.1 Lugar y Duracion de Estudio

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de VPH — VIH de la Facultad de
Medicina de la Universidad Mayor de San Simén de Cochabamba. Este estudio tuvo
una duracion de 5 meses (septiembre 2012 - Enero 2013), con el muestreo y

procedimiento de muestras.

4 5.2 Poblacion de Estudio

Se colectaron muestras de células endocervicales o exocervicales de mujeres entre
18 y 65 afios que acudieron a la consulta externa ginecolégica del Hospital Materno
Infantil German Urquidi, Hospital de referencia de tercer nivel de Cochabamba. La
toma de muestras fue realizada por el doctor Jaime Barriga (Ginecologo del

Hospital).

45.3 Criterios deinclusion

e Mujeres a partir de los 18 a 65 afios.

e Contar con un estudio citolégico siguiendo el sistema de clasificacion
Bethesda (ver anexo 10) y/o histopatoldgico.

e Todas las pacientes que aceptaron participar en el estudio firmaron un
consentimiento informado ver (anexo 1), aprobado por el Comité de ética
de la Facultad de Medicina de la UMSS.

4.5.4 Criterios de Exclusion

e Mujeres histerectomisada
e Aplicacion de tratamiento farmacoldgico via vaginal reciente
e Embarazo actual

¢ Mujeres menstruando.
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455 Recoleccion de muestras

Antes de la toma de muestra cada paciente tuvo su examen ginecolégico y su

revision colposcopia realizado por el especialista.

Para la toma de muestra de células cervicales, se utilizé un cepillo colector (Rovers
Cervex-Brush) que colecta células exocervicales y/o endocervicales, estas fueron
extendidas ya sea en una lamina limpia (porta objetos), o en las tarjetas FTA
Whatman para luego ser depositadas en un frasco estéril que contenia 10 ml del

buffer Easy Fix.
4.5.5.1 Frotis en Laminas

Inmediatamente extendidas las células sobre las laminas de vidrio, estas fueron
fijadas rapidamente con un fijador/espray (Aqua Net) a una distancia de
aproximadamente 15 centimetros del portaobjetos para evitar la dispersion del
material recogido, luego se dejaron secar durante 5 min (figura 6). Cada lamina fue
guardada en un sobre estéril correctamente identificado a temperatura ambiente

hasta su procesamiento.

Figura 6: Extendido de células cervicales en laminas de porta objeto.

4.5.5.2 Tarjetas de FTA (Whatman)

Las tarjetas FTA estan disefiadas con cuatro circulos, sin embargo las muestras
fueron extendidas con cuidado sobre las tarjetas FTA en solo 2 circulos por paciente
(cortadas previamente en forma vertical), como se puede observar en la (figura 7),
luego estas fueron secadas a temperatura ambiente durante 15 min. Cada tarjeta
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fue guardada en su respectivo sobre estéril, previamente etiqguetado a temperatura

ambiente hasta su procesamiento.

FTA ™
ELUTE
Micro Card

Whatman ™

———— T

H®Y o2
Acc it (eilsliva
doo -3

Figura 7: Extension de celulas cervicales en las tarjetas FTA

4.5.5.3 Buffer Easy Fix

La solucion de Easy Fix fue utilizada como un control patrén (Gold Standard), este
buffer de recoleccion y conservacion de células cervicales es utilizado de manera
rutinaria en el laboratorio HIV-VPH de la Facultad de Medicina UMSS. Los cepillos
colectores que fueron utilizados para la toma de muestra en frotis en laminas o
tarjetas FTA, fueron depositados en 10 ml de buffer Easy Fix como se observa en la
(figura 8). Los 10 ml de Easy Fix se agitaron en vortex 1 minuto con el fin de
desprender las células del cepillo., esta suspension celular fue transvasada a un tubo
Falcon de 15 ml y centrifugada a 3000 rpm por 10 min. Se descart6 el sobrenadante
y se re suspendio en 2 ml de Easy Fix, la cual fue almacenada a 4°C hasta su
procesamiento de extraccion de ADN (Esta suspension puede ser conservada por
mucho tiempo sin alterar el ADN que pudiera estar presente).

27



Figura 8: Muestra recolectada y conservada en el Buffer de Easy Fix

4 .6Extraccion de ADN

Las extracciones del ADN se realizaron entre los 15 y 30 dias después de la toma de
muestra. Una vez extraido el material genético inmediatamente se realizo la PCR

para amplificar el gen de la 3-globina y PGMY 09/11 con sus respectivos cebadores.

4.6.1 Extraccion a partir frotis en laminas

Primero, las laminas se remojaron por unos 5 segundos con el tampén PK (anexo 3),
segundo, con la ayuda de un bisturi se raspo cuidadosamente el material que
contenia la lamina. La suspension obtenida fue recolectada en tubos Eppendorf de
1,5 ml y llevada a incubacién a 56 °C toda la noche. Luego de esta incubacion, los
tubos fueron sometidos a 98°C por 10 min en un termo bloque para inactivar la
proteinasa K, después de una centrifugacion por 10 min a 14 000 rpm se recupero el

sobrenadante con el ADN y se conservé a -20 °C hasta la realizacién de la PCR.

4.6.2 Extraccion a partir de tarjetas FTA Whatman

Para el proceso de extraccion a partir de las tarjetas FTA, se recortaron circulos de
3 milimetros de diametro con una perforadora (figura 9). Estos circulos fueron
depositados en tubos eppendorf estériles de 1.5 ml a los que se les agregd 500 ul de
agua destilada estéril. Después de haber mezclado en vortex por 5 segundos, se

extrajo el circulo transfiriéndolo a un tubo eppendorf de 0,2 ml estéril, se afiadié 30 ul
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de agua estéril, seguidamente se coloco en el termo bloque calentador por 30
minutos a 98°C y finalmente descartando el circulo, se conservé esta solucién que
contiene el ADN a - 20 °C.

Figura 9: Preparacion de los 3 mm de g de las tarjetas FTA.

4.6.3 Extraccion a partir de EASY FIX

Para las muestras obtenidas en Easy Fix se utiliz6 el método de congelacion
descongelacion (protocolo laboratorio VPH Veronique Fontaine) con el siguiente
procedimiento: primero, para la extraccion se tomé 500 ul de la muestra y se coloco
a un tubo de eppendorf de 1.5 ml, se centrifugo a 3000 rpm por 10 min, se elimind
el sobrenadante y se lavo el pellet celular re suspendiéndolo en 1 ml de PBS, se
volvié a centrifugar por 10 min a 3000 rpm para finalmente eliminar el sobrenadante
dejando Unicamente el pellet, el cual se re suspendié con 200 ul de tamp6n (10mM
Tris pH 7.5), se alicuoté en dos tubos eppendorf de 0.5 ml y se llevé a congelaciéon a
-70°C por minimamente 2 horas, luego se llevé a denaturacion sometiéndolo un
choque térmico de 95°C durante 15 min en el termociclador, inmediatamente
después se centrifugo, se recuperé el sobrenadante y se conservé a - 20 °C hasta la

realizacion de la PCR.

4.7 Evaluacién de la calidad del proceso de extracciéon de ADN humano

La evaluacion de la calidad del proceso de extraccion de ADN se realiz6 mediante la
amplificacién del gen de la B-globina®. Como un control interno de la calidad del ADN
y ausencia de inhibidores de la PCR, con los que se obtiene un producto de 268
pb54
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Para verificar la calidad del ADN extraido, se amplifico un segmento de 268 pb del

gen constitutivo de la B-globina humana como se puede observar (anexo 7).

Las concentraciones de los diferentes componentes utilizados para la B-globina se

puede observar en la (tabla 3).

Tabla 3: Preparacion de la solucion Mix B-globina protocolo laboratorio VPH Veronique Fontaine.

Componentes Concentracion final| Vol =50 pl

H.O 19,75
MqCl2 3,5 mM 7
Fuffer 1x 10
d NTPS (10mM de mix) 0,2 mM 1
Primer GH 20 (10 mM) 0,2 uM 1
Primer GH 40 (10 mM) 0,2 uM 1

Got taq (5 U/ul 1,25U 0,25

El programa de amplificacion se muestra en la (tabla 4) siguiendo el protocolo del
laboratorio de VPH

Tabla 4: Programa de amplificacion para el gen de B - globina utilizando el termociclador Bio Rad

Cycle 1 (1) Step 1 95°C 15min
Step 1 95°C 30 sec
Cycle 2 (35) Step 2 e C 30 sec
Step 3 72°C 1 min
Cycle 3 (1x) Step 1 72°C 10 min
Cycle 4 (1x) Step 1 4°C 0
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4.8 Evaluacion de la capacidad de conservacion del ADN viral

Las muestras que resultaron positivas para la amplificaciéon del gen constitutivo de

B-globina humana, fueron sometidas a deteccion de ADN de la region L1 del genoma

viral, rastreando su presencia. Para la PCR se utilizaron los primes PGMY 09/11

como se puede observar en (anexo 8) de deteccion genérica viral. La amplificacion

con PGMY 09/11 se realiz6 en un volumen final de 25 pL con las siguientes

concentraciones (tabla 5).

Tabla 5: Los cuidados de esta solucidon Mix puede ser preparado por adelantado libre de ADN, puede ser alicuaté
y conservado a -20°C hasta su utilizacion.

Productos Concentracion final| Volumenes

H2.O 19,75
MgCl2 (50 mM) 4 8
Buffer (10x) sin MgCl2 1 X 10
d NTPS (1.25 mM) 0,2 mM (de mix) 1
Primers PGMY100 mM 0,2 uM 1

Taq 1,25 U 0,25
Volumen Total 50

Las condiciones de termociclador Bio Rad se muestra en la (tabla 6).

Tabla 6: Programa del termociclador para la amplificacion de la PGMY 09/11.

Programas de PCR optimalices pour I'appreil Cycler Biorad

PGMY | EnzymeiTaqBioRad  [Programme appareil| PGMY itag 2006 MqClo4mM
Cycle L (1) Step %% 3min
Stepl 9%°C 30 sec
Ramp to 94°C 2,2°C/Sec 30sec
Step?2 55°C L min
Cyce 240 Ramp to 55° C 2,7°C/Sec
Step3 12°C
Rampto 72°C 2,2°C/Sec
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4.9 Andlisis electroforético del ADN en geles de agarosa

Los resultados de ambas amplificaciones fueron visualizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2 %, buffer TAE 1X corridas a 100 voltios durante 30 min. Se
utiliz6 como agente intercalante el bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/ mi
y visualizados en el trans iluminador para determinar la presencia o ausencia del

ADN humano y viral.

4.10 Anadlisis de datos

La comparacion de los tres métodos se realiz6 mediante el Test de Kappa. Este test
evalla la concordancia entre dos 0 méas variables de tipo categorico, es decir el
grado de acuerdo entre variables. Se utiliz6 como criterio para el rechazo de la
hipo6tesis nula un valor de P < 0,05 (ver anexo 9). Este analisis se realizd en el
programa (SPS 200X). Para la comparacion de proporciones entre los tres métodos

se utilizé el test de Fisher.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se obtuvieron y analizaron muestras de un total de 84 mujeres en
aparente buen estado general de salud, las cuales referian al menos una pareja

sexual, y contaban con un diagnostico citolégico y/o anatomo-patoldgico.

El rango de edad de la poblacion en estudio fue de 18 a 65 afios, distribuidas de la
siguiente manera: 15,5 % comprendidas entre 18-25 afios de edad; el 32,1 % 26 a
33 afos; 21,4 % entre 34- 41 afios; 14,3 % de 42 - 49 afios; 13,1 % estaban entre 50

a 57 afios; y con una minoria de 3,6 % entre los 58 - 65 afios (Figura 10).
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Figura 10: Distribucion de la poblacién muestreada segun rangos de edad

Como se observa en la figura 10 mas del 50% de nuestra poblacién se encuentra
entre 18 y 49 afos y presenta una amplia dispersion en cuanto a su diagnostico

citolégico.

El resultado del diagnéstico de Papanicolaou de estas 84 mujeres se muestra en la
Figura 11. Como se puede observar, aproximadamente el 61,9 % (n = 52) tienen una
citologia normal y/o inflamatoria es decir no tienen lesiones intra-epiteliales o

malignidad, 19.5% (n=16) presentan lesiones de bajo grado LIE-B y 15 de las
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pacientes tienen lesiones intra-epiteliales escamosa de alto grado (LIE-A) y una sola

paciente reporta carcinoma.
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Figura 11: Porcentaje de diagnostico citologico segun la poblacion

5.1 Puesta a punto de las técnicas de recuperacion de ADN celular y Viral a

partir de Tarjetas de FTA Whatman y Frotis en Laminas.

En base a las recomendaciones del productor (GE Healthare Life Sciencies) FTA ™
Elute Cards y siguiendo las sugerencias del Dr. Sergio Crovella Department of
Genetics, Federal University of Pernambuco (Conversacion personal y comunicacion
via Email) hemos adaptado el método de recuperacion de ADN para las muestras
extendidas en las tarjetas FTA. Para la recuperacién de ADN a partir de frotis en
laminas hemos seguido el protocolo de laboratorio de VPH, el cual ha sido
recomendado por Veronique Fontaine del laboratorio de Microbiologia de La
Universidad Libre de Bruselas. Por lo tanto en este estudio, hemos puesto a punto
dos métodos sencillos de obtencion de ADN a partir de células cervicales, cuyos

procedimientos técnicos han sido descritos detalladamente en materiales y métodos.

El proceso de recuperacion de ADN a partir de Tarjetas FTA Whatman consiste en 2
pasos; el primero, es un lavado sencillo del papel filtro (que contiene la muestra
disecada) con agua destilada estéril, en este paso se eliminan las impurezas (la

mayor parte de la basuras (restos celulares). EI segundo paso consiste en la
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extraccién por elusiébn con agua destilada del ADN mismo y la inactivacion de
enzimas (nucleasas presentes normalmente en las células) a 95°C. Este proceso
dura menos de una hora y no requiere reactivos caros y equipos de conservacion. La
matriz de FTA que hemos utlizado, esta quimicamente tratada con reactivos
patentados que lisan las células, desnaturalizan proteinas y protegen los acidos

nucleicos de nucleasas (liberados por las células) >

El proceso de recuperacion de ADN a partir de frotis en laminas adecuado en este
trabajo consiste en tres etapas; la primera es la recuperacion de la muestra
extendida en la lamina mediante el remojado (embebido) por unos segundos con
tampén PK (tampon en base a proteinasa K), TRIS y dos detergentes (NP40 y
Tween 20). La proteinasa K es una endopeptidasa que ayuda digerir las proteinas,
lisa las células y remueve contaminaciones. Luego, la suspensién de células
recuperada en el tampoén PK, es sometida 56°C toda la noche, se sabe que la accién
de la PK se incrementa a esta temperatura. Por Ultimo esta suspension se somete a

98°C, con el objetivo de inactivar todas las enzimas.

La toma y el transporte de muestras cervicales con ambos métodos es sencillo,
ambos son realizados a temperatura ambiente y requieren poco espacio de
almacenamiento. En cuanto al tiempo de procedimiento para la extracciéon del ADN,
desde el inicio hasta la obtencion del material genético es de aproximadamente 24
horas a partir del frotis en laminas, mientras a partir de las tarjetas FTA es de menos

de una hora.

En cuanto a los costos de ambos métodos, las tarjetas FTA Whatman tienen un
costo mas elevado (aproximadamente 2.5 $us por paciente) aunque solo se utiliza
agua destilada como reactivo de recuperacion, mientras que el costo del frotis en
laminas, incluyendo los reactivos de elucién es de aproximadamente 0.5 $us, un

costo mucho menor.
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5.2 Evaluacién de la calidad del proceso de extraccion del ADN humano, a
partir de muestras conservadas en tarjetas FTA Whatman y frotis en lamina en

comparacion con Easy Fix mediante la amplificacién del gen de la B-globina.

Para la evaluacién de los dos métodos propuestos, hemos dividido a nuestra
poblacién de estudio en 2 grupos; un grupo de 40 pacientes a las cuales se les
realizo un cepillado cervical para extenderlo en las tarjetas FTA Whatman y para
colocarlo en la solucién de Easy Fix como control. A otro grupo de 65 mujeres se les
tomo las muestras de cepillado cervical para extenderlas en lamina por un lado y por
otro lado para colocarlas en la solucion de Easy Fix para su comparacion, 21 de

estas pacientes también fueron muestreadas para las tarjetas FTA.

El gen de la B-globina es utilizado corrientemente como control interno de la prueba
de deteccion y amplificacion de ADN celular, con esta prueba se evalla la calidad de
la muestra. La mayoria del material genético extraido a partir de las tarjetas FTA y
Frotis en laminas permitio la amplificacion de un fragmento 268 pb correspondiente

al gen de B-globina, una corrida electroforética tipo se muestra en la (Figura 12).

268 pb

Figura 12: Amplificacién del gen de la B-globina revelado con bromuro de etidio después de una electroforesis
en el gel de agarosa al 2%. Los carriles 1, 3-5, 12-16 y 20 al 21 con bandas con fuerte intensidad, muestran una
alta concentracién de DNA. El carril 18 con una banda de menor intensidad se consideré con una suficiente
concentracion de DNA. En los carriles 2, 6-8, 17 y 19 en los cuales no se observa ninguna banda se considera
como ausencia de amplificacion.
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De las 40 muestras que hemos analizado para comparar FTA vs Easy Fix (Figura
13), se pudo amplificar el gen de la B-globina en 39 (98 %) de las muestras
provenientes del eluido del papel FTA, en cambio solo 35 (87.5%) de las muestras
provenientes de Easy fix dieron positivo para pB-globina, esta diferencia de

proporciones no es significativa segun la prueba exacta de Fisher, (p = 0,2).

% Porcentaje

FTA Easy Fix

Figura 13: Comparacion de los porcentajes de muestras, B-Globina positivas obtenidos a partir de tarjetas FTA
vs Easy Fix.

En el caso de la comparacion laminas vs Easy fix mostrado en la Figura 14, del total
de 65 muestras analizadas por ambos métodos, 60 (92,3%) muestras provenientes
de lavado de frotis en laminas dieron positivo para p-globina, y 62 (95,4%) dieron
positivas a partir de Easy fix y el resto de las muestras fueron negativas. Ambos
métodos muestran similar capacidad de conservacion y recuperacion del material

genético proveniente de células cervicales (p = 0.72, test de Fisher).
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Figura 14: Comparacion de los porcentajes de muestras -Globina, positivas obtenidos a partir de Laminas vs

Easy Fix.

De las 21 muestras que hemos utilizado para comparar tarjetas FTA vs frotis en
laminas Figura 15, se pudo amplificar el gen de la B-globina en las 21 muestras (100
%) provenientes a partir del eluido del papel FTA, y en 20 muestras (95.2%)

provenientes a partir de frotis en laminas (p = 1 test de Fisher).

100
90
80
70
60
50

% Porcentaje

40
30
20

10

FTA laminas

Figura 15. Comparacion de los pporcentajes de muestras, B-Globina positivas obtenidos a partir Frotis en

Laminas vs Tarjetas FTA.
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Tomando en cuenta estos resultados podemos decir que la capacidad de
recuperacion de material genetico de celulas cervicales a partir de frotis en Lamina,

tarjetas FTA y Easy fix son similares Tabla 7.

Tabla 7. Resumen de la comparacion de los resultados de B - globina obtenidos por los tres metodos de
preservacion de DNA expresados en porcentaje.

Tarjetas FTA ~ Easy | Frotisen Laminas Easy Fix | Tarjetas FTA  Frotis en Laminas
n* 40 65 21
05 975 875 923 95,4 100 95,23
* numero de pacientes por grupo ** porcentaje de pacientes postivas de f-globina

Aungue los porcentajes de recuperacion a partir de las tarjetas FTA son mayores,
esta diferencia no es significativa, por ende la capacidad de conservar y recuperar

DNA celular es la misma para los tres metodos de conservacion.

A pesar de la facilidad de transporte de estos tres metodos, el frotis en lamina y las
tarjetas FTA son mas faciles de manipular ya que requieren menor cuidado para su
almacenamiento y conservacion (conservacion a temperatura ambiente), mientras
gue el metodo del buffer Easy Fix es un medio liquido, que requiere mayor espacio y

cuidado (para evitar derramamientos).

En cuanto a costos, las tarjetas FTA tienen un elevado costo, como tambien el buffer

de Easy Fix, mientras que el frotis en laminas es mucho mas barato.
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5.3 Evaluacion de la capacidad de conservacion del ADN viral mediante la

amplificacion del segmento L1 del genoma de VPH

Para esta PCR se utilizaron los primers PGMY 09/11, que son un conjunto de
cebadores que amplifican la fraccion L1 del ADN viral segun las concentraciones y
condiciones que se menciona en metodologia y siguiendo el mismo esquema de
comparacion entre los materiales genéticos extraidos del papel FTA, frotis o Easy
Fix.

Una vez llevado a cabo la PCR, el producto amplificado fue sometido a una
electroforesis en gel de agarosa al 2 % y revelado con bromuro de etidio. El producto
de la amplificacion correspondiente a la region L1 de VPH con primers PGMY puede
ser observado en la figura 2, esta banda corresponde a un amplificado de una
fraccion de 450 pb, como se muestra en la (Figura 16). Cabe recalcar que toda
muestra negativa para la amplificacion de PGMY en ausencia de la amplificacion del

gen del la B-globina no fue considerada.

450 pb

Figura 16: Deteccion viral mediante PCR con iniciadores PGMY 9/11. 10) Control negativo H,O, 8)Control
Positivo Interno (Siha) 9)Marcador de Peso Molecular 450 pb (1 ng). En el carril 1 - 7 se observa la banda de 450

pb, que indica la presencia en la muestra del virus del VPH.
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5.3.1 FTA vs Easy fix

Se muestra los resultados comparativos de la amplificacion del ADN de VPH
obtenidos a partir de las tarjetas FTA y Easy fix. EI ADN viral fue detectado en 15
(37.5 %) de las 40 muestras tomadas en FTA, en cambio el ADN de VPH fue
detectado Unicamente en 13 (32.5 %) a partir de Easy fix. Con ambos métodos
podemos detectar la presencia de VPH, sin embargo dos muestras eluidas a partir de
FTA gue eran positivas para VPH, dieron resultado negativo cuando se analizo el
extraido a partir de Easy fix. En ambas muestras se pudo amplificar la B-globina,
aungue la banda amplificada a partir de la muestra conservada en Easy Fix era de
menos intensidad, esto nos hace suponer que existe una cantidad razonable de ADN
celular, aunque en menor concentracion, lo que podria explicar esta diferencia. Sin
embargo pese a estas diferencias, se puede observar que existe una coincidencia
del 95% en los resultados (en 38 de 40 muestras se obtienen los mismos resultados),
con un indice de Kappa de 0.88 a favor de FTA, y de acuerdo a la valoracién del

indice de Kappa esta concordancia es Muy buena (tabla 8).

Tabla 8: Tabla de Contingencia 2x2 de los resultados de deteccion del VPH mediante la amplificacion con
primers PGMY 09/11 en material genético extraido a partir de tarjetas FTA vs Easy Fix.

TaFrJ_I(_e;as Buffer Easy fix
Positivo Negativo Total
Positivo 13 2 15
Negativo 0 25 25
Total 13 27 40

5.3.2 Frotis en Laminas vs Easy Fix

En la tabla 9 se muestra los resultados de la comparacidén de la amplificacién del
ADN viral a partir de material genético obtenido en frotis en laminas y Easy fix. El
ADN viral fue detectado en 11 (16.9 %) de las 65 muestras provenientes del frotis en
laminas, en cambio, 14 de las 65 muestras (21.5 %) fueron positivas a partir de las

muestras extraidas de Easy fix. Dos muestras provenientes del material extraido de
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Easy fix en las que se pudo amplificar ADN viral no pudo ser amplificado a partir del
material obtenido de laminas. La coincidencia de resultados tanto positivos y
negativos entre ambas técnicas es 89 % (58 de 65 muestras) con un indice de Kappa
de 0.65 a favor de Easy fix, calificada como buena concordancia.

Tabla 9. Tabla de Contingencia 2x2 de los resultados de deteccién del VPH a partir de Frotis en
Laminas vs Easy Fix

Laminas Buffer Easy fix
Positivo Negativo Total
Positivo 9 2 11
Negativo 5 49 54
Total 14 51 65

5.3.3 FTA vs Frotis en Laminas

La comparacién de la extraccion de DNA a partir de muestras obtenidas en frotis en
lamina con el papel FTA muestra que el DNA viral fue detectado en 9 (42.85 %) de
las 21 muestras tomadas en FTA, mientras que en los extraidos a partir del frotis en
laminas solamente se detect6 DNA de VPH en 6 muestras (28.5 %). Con la técnica
de las tarjetas FTA se pudieron detectar 3 muestras positivas mas que con el método
de frotis en laminas. La tabla de contingencia (tabla 10) muestra que 85% (18 de 21)
de las muestras obtenidas con ambos métodos coinciden en detectar positivos y
negativos, esta concordancia es buena (Kappa de 0,69 y su P= 0,015) y es inferior

en comparacion a los otros métodos.

Tabla 10. Tabla de Contingencia 2x2 de los resultados de deteccion del VPH a partir de frotis en
laminas vs tarjetas FTA.

Laminas Tarjetas en FTA
Positivo Negativo Total
Positivo 6 0 6
Negativo 3 12 15
Total 9 12 21
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Las diferencias entre los distintos ensayos para identificar VPH, muestran el grado de
concordancia aplicando el test indice de kappa para la comparacion entre tarjetas
FTA vs Easy fix el valor de 0,88 fue de muy buena, mientras que el frotis en
Laminas de citologia cervical vs Easy Fix el valor de 0.65 fue buena y FTA vs
Laminas fue de 0,69 fue buena. En ambas comparaciones el valor del indice kappa
se interpreta como la concordancia entre ensayos para reconocer muestras positivas

0 negativas.

Los resultados que hemos obtenido muestran que la preservacion y extraccion de
ADN del VPH a partir de papel FTA es muy buena, dado que hay una mayor
proporcion de muestras con resultados positivos para VPH en comparacion con el
frotis en lamina e inclusive con el Easy Fix. Esto nos indica que con este método se
ha preservado/extraido mejor el ADN viral a pesar de que para la extraccion de la
misma solo se utilizé un disco de aproximadamente de 3 mm de diametro. El orden
de muestreo no parece afectar estos resultados ya que siempre la muestra tomada
fue primero depositada en la lamina o tarjetas FTA y luego en buffer Easy Fix.
Nuestros resultados coinciden, con otros reportes sobre estudios de comparacion y
transporte de celulas cervicales los cuales muestran resultados optimos de
recuperacion Inger Gustavsson et. al. 2011; Roosmarie P. de Bie et. al. 2011 similar

a los resultados que nosotros hemos obtenido®®.

Segun William Burgos et.al. 2007 el diametro de los discos es un factor determinante
para el éxito de extraccion™, Inger Gustavsson et. al. 2011 aconseja la utilizacién de
mas de 1 disco de 3 mm para obtener un buen rendimiento, nosotros con un disco

de 3mm de didmetro hemos obtenido muy buenos resultados®.

Philip E. Castle et. al 2007 los cuales evidenciaron que el método de las tarjetas FTA
es muy util como un medio de transporte y preservacion de ADN viral (VPH) en
muestras de enjuague bucal’. Ademéas que puede ser utilizado para la toma de
muestras de diferentes fluidos, como: sangre, saliva, celulas epiteliales (Prieto et.al.

2006)* con un alto grado de bioseguridad. (Francisco Perozo et.al. 2006)™.
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En cuanto al uso de frotis en lamina, nuestros resultados muestran, para la
amplificacion del gen de la B-globina es comparable al Easy Fix, mientras que para la
amplificacion del gen L1 del VPH es menos eficiente que el Easy Fix y FTA. Shibata
et.al. 1988 25 y Greer CE et.al 1991%, indican que la eficiencia de recuperacién de
ADN depende del método de extraccion, y también del tamafio de fraccidon

amplificada.

Varios estudios Jackson DP. et.al. 1989, Poljak M et.al. 1996%, muestran que la
calidad de ADN obtenido a partir de muestras cervicales en laminas es buena
inclusive después de los 10 afios de conservacion: de Roda et.al.1995" obtuvieron
98% de recuperacion, de ADN celular en muestras que fueron conservadas 9 afios
en las cuales pudieron detectar ADN de VPH. El mismo autor junto a Seperhr N.et.al
2010° indican que el rendimiento y el tamafio de los fragmentos de ADN decrecen
con el tiempo, por lo tanto la amplificacion del ADN de una fraccién no superior a 200
pb es aconsejable en muestras con mucho tiempo de conservacién, 0 muestras que
sufren otros procesos durante su preparacion. En nuestro caso el porcentaje de
recuperacion de ADN celular fue similar a los resultados obtenidos a partir de FTA o
Easy Fix, pero los resultados de la amplificacion del ADN de VPH fueron inferiores
cuando se compara a los dos otros métodos analizados. El orden de muestreo no
parece ser la causa de estos resultados ya que la extension de la muestra fue
primero en las laminas de vidrio (frotis en laminas) y luego fue depositada en el Easy
Fix o FTA., Dr.Coralia et.al. 2010%**
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VI. CONCLUSIONES

o

En este estudio hemos puesto a punto dos métodos: la obtencién de ADN viral
a partir de muestras cervicales conservadas y transportadas en tarjetas FTA 'y
Frotis en Laminas. Ambos métodos son sencillos y de facil aplicacion para la

obtencion del ADN tanto celular como viral.

Mediante la amplificaciéon del gen de la B-Globina se pudo probar que la
conservacion del ADN celular humano a partir de muestras cervicales por los
dos métodos de transporte (Tarjetas FTA, Frotis en LAminas) son similares, ya
gue en la comparacion realizada con muestras conservadas en Easy Fix no se
obtuvo diferencias significativas, por lo tanto ambos métodos tienen similar
capacidad de preservar el ADN celular.

La capacidad de conservacion del ADN viral mediante la amplificacion de la
region L1 con primers de PGMY 09/11, medida por el test de concordancia de
indice Kappa muestran que las tarjetas FTA es el mejor método para
preservar el ADN viral dada la mayor proporcion de muestras con resultados
positivos inclusive que el Easy Fix. El método de Frotis en Lamina resulto ser
menos eficiente que el Easy Fix en nuestro estudio.

De los dos métodos propuestos (Tarjetas FTA y Frotis en Laminas) el método
mas aconsejable para el transporte y conservacion resulta ser el de papel filtro
FTA.
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VIl. RECOMENDACIONES

o

o

Se recomienda: Realizar futuras investigaciones aumentando el niumero de
muestras y comparar la recuperacion de ADN de VPH a diferentes intervalos
de tiempo ej. Después de 1, 2, 3 meses, inclusive por tiempos prolongados
como 1 afio o mas, también se podria incrementar en la poblacién de estudio
casos con diagnésticos presuntivos como LIE-A, con el fin de obtener mas

casos VPH positivos

Comparar el método de papel filtro FTA Whatman con el papel filtro comin
Whatman, y asi establecer si este Ultimo es conveniente para fines de

recoleccion de muestras cual, esto dado los precios del papel FTA.

En caso del método de conservacion de muestras en frotis en lamina, valdria
la pena probar la deteccion del ADN de VPH con otros cebadores, que
amplifiguen fracciones mas pequefias del genoma de VPH por ej. la
amplificacion con cebadores GP5+/GP6+ o0 SPF10, ambos cebadores
amplifican una fraccién de DNA cuya longitud es de 150* pb o 65* pb

respectivamente de la region L1 del genoma de VPH.
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ANEXO 1

FORMULARIO DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

INVESTIGACION CIENTIFICA DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

INSTITUTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA
(IBISMED)

Y O me he informado y he comprendido el
proposito y objetivos de este proyecto de Investigacion. He podido realizar preguntas
sobre el mismo (deteccién, diagndstico y seguimiento de las lesiones precursoras del
cancer cérvico uterino y del virus del papiloma humano), también he recibido una
explicacion sobre los beneficios de esta investigacion, por lo que mi participacion es
voluntaria.

Se me ha dado a conocer que los datos y resultados seran manejados con discrecion
y respeto a mi intimidad, por lo que acepto participar en este estudio.

Declaro conocer el contenido del presente documento; por lo tanto acepto y asumo el

compromiso, y como constancia firmo el presente voluntariamente.

Firma o huella digital de la paciente

Edad de la paciente: .....................

Cochabamba,...... [ .. /20....
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ANEXO 2

TAMPON Proteinasa K-1

% 10 mM Tris pH 8.3

s 50 nM KClI

% 0.45 % NP - 40

s 0,45 % entre 20

% 100 ug/ml Proteinasa K (10 mg/ml)

K/

L)

ANEXO 3
TAE 50 X

Esta solucion puede ser guardada a temperatura ambiente: El pH de esta solucion no

se ajusta y debe estar a 8.5.

s Tris 48,4 qgr.
«» Acido acético 11,4 ml.
% EDTAO0,5MpHS8 20 ml.

% Ajustar el volumen a 200 ml con agua destilada

«+ Autoclavar.

TAE 1 X

Afadir 10 ml de solucién stock de TAE 50X en 490 ml de agua destilada estéril para

tener el volumen final de 500 ml.
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ANEXO 4

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS DE LAMINAS DE PAP
Materiales y Equipos:

e Cepillos cervicales

e Laminas de vidrio (porta objetos)
e Pipetas

e Tips

e Centrifuga

e Tampdén PK -1

Toma de muestras de células cervicales con cepillo cervical

Extraccio6

Realizar un cepillado, ya sea con cepillo local provisto por el programa de
salud o cepillos cervicales

Aplicar sobre la lamina de porta objeto

Dejar secar a temperatura ambiente

Llevar al laboratorio de HPV de IIBISMED

n del ADN de muestras obtenidas de PAP

Utilizar por muestras un tubo de eppendorf de 1,5 ml con 250 ul de
tampon PK

Afadir unas cuantas gotas de tampon PK-1 sobre lugar donde se va a
raspar

Raspar con una hoja de bisturi estéril en la region humeda

Agrupar el material sobre una esquina de la lamina y dejar resbalar el
liquido en el eppendorf

Mezclar el tubo varias veces

Incubar a 56°C toda la noche

Inactivar la proteinasa K mediante incubacion de 10 min a 100 °C bloque
de calefaccién (calentando)

Centrifugar 10 minutos a 14.000 rpm
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ANEXO 5

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS OBTENIDAS EN TARJETAS
FTA

Materiales y Equipos:

e Pipetas

e Tips

o \Vortex

e Agua Esteril

e Placa de Calentamiento
e Corta Punzante

e Tubos de Eppendorf 1,5 ml
Toma de muestras de células cervicales con cepillo cervical

- Realizar un cepillado, ya sea con cepillo local provisto por el programa
- Aplicar presionando sobre el papel

- Dejar secar a temperatura ambiente por 2 horas

- Llevar al laboratorio de VPH —VIH de IIBISMED

Extraccion del ADN de muestras obtenidas de PAP

e Cortar 3 mm y depositar a los tubos de Epepdorf de 1,5 ml

e Lavado con 500 ul de agua esteril

e Vortexear 3 veces por 5 segundos

e Transferir el disco a otro tubo de eppendorf

e Colocar 60 ul de agua esteril

e Inactivar la proteinasa K mediante incubacion de 30 min a 98°C bloque de
calefaccién (calentando)

e Vortexear 30 veces aproximadamente por un segundo

e Descartar el disco y conservar 1° ADN a -20 °C.
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ANEXO 6
PROTOCOLO DE CEPILLADO CERVICAL EN MUESTRAS OBTENIDAS EN
PAPEL FTA

Materiales y Equipos:

e Pipetas

e Tips

e \Vortex

e Agua Esteril

e Placa de Calentamiento
e Corta Punzante

e Tubos de Eppendorf 1,5 ml
Toma de muestras de células cervicales con cepillo cervical

- Realizar un cepillado, ya sea con cepillo local provisto por el programa
- Aplicar presionando sobre el papel

- Dejar secar a temperatura ambiente por 2 horas

- Llevar al laboratorio de HPV —VIH de IIBISMED

Extraccion del ADN de muestras obtenidas de PAP

e Corta 3 mm y depositar a los tubos de Epepdorf de 1,5 ml
e Lavado con 500 ul de agua esteril

e Vortexear 3 veces por 5 segundos

e Transferir el disco a otro tubo de eppendorf

e Colocar 60 ul de agua esteril

e Inactivar la proteinasa K mediante incubacion de 30 min a 98°C bloque de

calefaccion (calentando)
e Vortexear 30 veces aproximadamente por un segundo
e Descartar el disco
e Conservar 1" ADN a -20 °C.
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ANEXO 7

PRIMERS PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN DE la B - globina

Tipo de primer| Primer Secuencia (5- 3) Tamafo (pb)|  Referencia
GH2 | Prl |3 GAAGAG-CCA-AGG-ACA-GGT-ACH 8 |Salietd 105
PCO4 | Pr2 | 3 CAACTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CCY
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ANEXO 8

PRIMERS PGMY 09/11 UTILIZADOS PARA LA AMPLIFICACION
FRAGMENTO CORRESPONDIENTE AL GEN L1 DEL VPH.

Primers para PGMY 09/11

PGMY 11 A G494

FW

5"-gCACAgggACATAACAATgg3

PGMY 11 B_G495

FW

5"-9CgCAgggCCACAATAATqg3’

PGMY 11 C G496

FW

5-gCACAQggACATAATAATQg3

PGMY 11 D_G497

FW

5-gCCCAgggCCACAACAATQg3’

PGMY 11 E_G498

FW

5-gCTCAgggTTTAAACAATQg3

PGMY 11 F_G499

Rev

5'-CgTCCCAAAGGAAACTGATS

PGMY 11 G_G500

Rev

5-CgACCTAAAGUAAACTGATS'

PGMY 11 H_G501

Rev

5'-CgTCCAAMAGGAAACTQATCY

OO NIl PR~ lwWwID|-—

PGMY 11 |_G502

Rev

5"-gCCAAggggAAACTQATC3

[EEN
o

PGMY 11J_G503

Rev

5" CgTCCCAAAGGATACTGATC3

—
—

PGMY 11 K_G504

Rev

5 CgTCCAAggggATACTGATCS

[EEN
N

PGMY 11 L_G505

Rev

5 CJACCTAAAGGAATTQATCS

[EEN
wW

PGMY 11 M G506

Rev

5'CgACCTAQQTTQATC3’

—
I~

PGMY 11 N_G507

Rev

5'CgACCAAQQQgATATTQATCS

[EEN
o1

PGMY 11 P_G508

Rev

5 gCCCAACYAAACTQATCS

[EEN
D

PGMY 11 Q G509

Rev

5'CgCCCAAgggAAATCTggTC3’

—
—~

PGMY 11R_G510

Rev

5'CgTCCTAAAGGAAACTGGTCY

—
oo

HMBO01_G511

Rev

5-gCgACCCAATQCAAATTggT3

DE UN
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ANEXO 9

Medidas de concordancia indice de Kappa

Valor de k
< 0.20
0.21 - 0.40
0.41 - 0.60
0.61 - 0.80
0.81 - 1.00

Fuerza de la
concordancia

Pobre
Débil
Moderada
Buena
Muy buena
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ANEXO 10

RESULTADO DE CITOLOGIA CERVICO VAGINAL (HOSPITAL
MATERNO INFANTIL GERMAN URQUIDI)

HOSPITAL MATERNO INFANTIL "GERMAN URQUIDI" LABORATORIO DE

:é CITOLOGIA
S0 NOMDIES Y APEIIITOS: . ...ceiveveieiece et b bbb s et b e e b e b e b et st e s e e b ebene s esete e e

W Reg. Lab. N Fecha de Solicitud: ..........c.ccovrvevienee. Fecha de Reporte: ..........c.covvvenne.
Meédico Solicitante:.............cco..... Red: ... Municipio: Cercado Establecimiento: ................
N° de SEgUIO:.....ccvereieiieireeereenene NOHCL: o Edad:.......cccovnne.
Localidad: .........cooveeverniieiceece e SUDSECLON ... s

RESULTADO DE CITOLOGIA CERVICO VAGINAL

CALIDAD DE LA MUESTRA
Con adecuado componente endocervical/zona de transformacion Satisfactoria O
Sin componente endocervical/zona de transformacion 0]
SatISTACIONIA, PEIO.....vvieitie ittt ettt s re et e e s be e s be s eab e e s be e s ebe e eabeeebee e
Muestra procesada y examinada, N0 reChazada ............cevviieeieeieiiese e
Insatisfactoria. REChAZAOA POF .........eeiviiiiee et

TROPISMO CELULAR Y EVALUACION HORMONAL

Predominio de células basales y para basales @)
Predominio de células intermedias @)
Predominio de células superficiales

Valoracion hormonal perjudiCada POr:...........ccueeiiiirieie s

Negativo para Lesion Intraepitelial o Malignidad. Sin anormalidades en células epiteliales
Negativo para Lesion Intraepitelial o Malignidad. Cambios Celulares Reactivos
Asociados con Inflamacion. )

Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado (ASC-US)

Células Escamosas Atipicas: No se puede excluir Lesion Intraepitelial Escamosa
de Alto Grado (ASC-H) )

Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado LIE-BG

Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado LEE-AG

Carcinoma de células escamosas

Adenocarcinoma Endocervical

Adenocarcinoma Endometrial .

Células glandulares Endocervicales atipicas .

Celulas glandulares Endocervicales atipicas probablemente neoplésicas
Adenocarcinoma Endocervical "EN SITU"

OTROS HALLAZGOS NO NEOPLASICOS: ......ooiiiiiire e

MICRORGANISMOS

Cocos - Bacilos cortos

Trichomona Vaginales o ) o
Hongos, organismos morfologicamente compatibles con Candida SSP.
Cambio en la flora, sugerente de VVaginosis Gardnerella VVaginalis
Actinomyces

Virus Herpes Simple

Clamidia SSP

Cambios celulares por HPV

COMENTARIOS Y SUGERENCIAS: ...t

O0000000O OO 00O

0000000

Firma de Responsable
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