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1. Resumen

Introduccioén

El virus papiloma humano (VPH), es un virus pequefio que pertenece a la familia
“papillomaviridae”, el cual infecta especificamente piel y mucosas causando multiples lesiones
desde benignas hasta neoplasias malignas, como el cancer cervicouterino. Se clasifica en
genotipos de bajo y alto riesgo, siendo estos ultimos los responsables de la progresion a cancer.
En la actualidad se busca contar con biomarcadores para el diagndstico, como las proteinas
virales del VPH.

Objetivos

Evaluar la correlacion de los niveles de expresion del ARNm deE4 en saliva y en cérvix en
pacientes con infeccién por VPH genotipos de alto riesgo, mediante reaccion en cadena de
polimerasa (PCR).

Materiales y métodos

Se realiz6 un transversal multicéntrico, estudio piloto. Se reclutaron 88 pacientes femeninas
tomando muestras de cérvix y de saliva en cada una de ellas. Se eliminaron 53, quedando 35
muestras para expresion de la proteina E4 mediante PCR.

Resultados

De las 35 muestras que resultaron positivas a genotipos de interés para nuestro estudio, se
procedié a la expresion del ARN mensajero de la proteina E4. Se pudo observar que 18
amplificaron en cérvix, siendo positivas a la expresion de E4. Teniendo un grupo de 17 muestras
sin amplificacién. Se realizé el andlisis comparativo de ambos grupos, donde no hubo diferencias
significativas.

Sin embargo, observamos que el genotipo mas prevalente dentro de nuestra poblacién fue el
pool del genotipo 33 con un 20.5%, seguido del pool del genotipo 31 con un 9.1% Yy el genotipo
18 con un 9.1%.

Conclusiones

Se observaron muestras en cérvix que expresaron la proteina E4 en un 51.42%, contrario a las
muestras de saliva, las cuales en su totalidad resultaron negativas para su expresion. Por lo
tanto, no pudimos correlacionar la expresion de ambos sitios anatémicos de las pacientes que
resultaron positivas a infeccion por VPH.
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Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

CaCu: Cancer Cervicouterino

COCE: Carcinoma Oral de Células Escamosas
El, E2, E4, E6, E7: Proteinas de expresion temprana
EFGR: Factor de crecimiento epidérmico

L1, L2: proteinas de expresion tardia

ORFs: Open Reading Frames

PCR: Polymerase chain reaction

VPH: Virus Papiloma Humano

ASCUS: Anomalias en las células escamosas del cuello de significado incierto por sus

siglas en inglés. (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance)
NIC 1, 2y 3 : Clasificacion de neoplasia intraepitelial cervical

Oligos: Oligonucleétidos
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Definiciones

e Aminoacidos: compuestos organicos que forman proteinas. Compuestos por un

grupo amino y un grupo carboxilo
e Coilocitos: células con cambios nucleares que indican infeccién por VPH.
e Cluster: Racimo; grupo.

e Electroforesis: técnica que utiliza una corriente eléctrica para separar moléculas,
proteinas o el ADN y ARN.

e Etapa G2: Fase del ciclo celular, donde la célula crece, produce proteinas y

organelos para la mitosis.

e Exofitico: Se entiende como lesion exofitica una lesion sélida, excrecente y
circunscrita, que hace relieve franco sobre de la mucosa o dermis, detectable a la

exploracion.
e Hiperplasia: Aumento en el numero de células.

e Patogenicidad: La patogenicidad se define como la capacidad de un virus para

causar enfermedad en un hospedador infectado.
e Polimerasa alfa: enzima que se encarga del inicio de la duplicacion de ADN.

e Proteina E4: proteina de fusion E1'E4, sintetizada como resultado del

acoplamiento del ARN mensajero.
e VPH 16: Virus papiloma humano genotipo de alto grado.
e VPH 18: Virus Papiloma Humano genotipo de alto grado.
e VPH 33: Virus Papiloma Humano genotipo de alto grado.

¢ VPH 58: Virus Papiloma Humano genotipo de alto grado.
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Topoisomerasa: Enzimas encargadas de cortar las cadenas de ADN.

Tropismo: Especificidad de un virus para infectar a un determinado tipo de célula
o tejido.

Cqgs: Numero de ciclos en el que la fluorescencia empieza a ser detectada. A
menor Cq’s, mayor es la concentracion.

ASCUS: células escamosas atipicas de significado indeterminado.
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3. Antecedentes.
3.1Virus Papiloma Humano
El virus papiloma humano (VPH), es un virus pequefio que mide aproximadamente 50nm
de didmetro, no envuelto con doble hélice de ADN. Pertenece a la familia
“‘papillomaviridae”, el cual infecta especificamente piel y mucosas causando multiples

lesiones papilomatosas (1).

Se transmite principalmente por via sexual y/o autoinoculacion, en el caso de las lesiones
en piel y es el responsable de lesiones tanto benignas como malignas que desencadenan
carcinoma cervicouterino, en orofaringe y actualmente siendo estudiadocomo factor

etiolégico del carcinoma de cavidad oral (2).

El VPH se clasifica segun sus propiedades oncogénicas; en grupos de bajo riesgo
oncogénico (2, 3, 6, 7, 10, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62, 70, 72,
74, 78, 81, 83, 84, 86, 87, 89, 90, 91 y 94) responsables de lesiones benignas como
papilomas, verrugas plantares y condilomas. Y de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 34, 35, 39,
45,52, 58, 59, 67, 68, 70, 73 y 85) los causantes de neoplasias malignas (2).

3.1.1 Clasificacion del VPH
Alrededor de 200 tipos de VPH se han logrado secuenciar, sin embargo, se dice que
existen muchos tipos méas. Dentro de la clasificacion del VPH, de acuerdo con la

capacidad de infectar mucosa o piel, hay géneros, especies y tipos (3).

Se cree que el virus comenz6 a desarrollarse hace 90 millones de afios. Esta misma
evolucién del virus, le permitio la capacidad de aprovechar las proteinas humanas para
su replicaciéon y afectar el sistema celular e inmunoldgico del humano. Las especies
corresponden a la diversidad genotipica y aproximadamente del 80-90% la misma
especie comparte propiedades biolégicas, como: tropismo del tejido, manifestacion
clinica y patogenicidad (6,3).

Los géneros se clasifican en cinco categorias: Alfapapillomavirus, Betapapillomavirus,

Gammapapillomavirus, Mupapillomaviruses y Nupapillomavirus. De los cuales los tipos

13



alfa y beta son los mas importantes, debido a su tropismo, y especificamente el género

alfa es que este asociado a neoplasias malignas en diferentes sitios anatomicos (3).

Siendo el grupo alfa el responsable de las infecciones en mucosa y piel, por ejemplo, en
el tracto genital y lesiones cutaneas benignas. Los géneros que afectan mucosa se
dividen en tipos de bajo y alto riesgo. La progresion a malignidad esta estrechamente
relacionada a los tipos de alto riesgo, los cuales conllevan a una proliferacion celular

excesiva y acumulacion del dafio genético en las células infectadas (4).

El género beta, son tipos de VPH que tiene predileccion por la dermis y se asocian a

otros factores de riesgo para desarrollar cancer de piel (5).

Genus Alpha-papillomaviruses

Species B

Specles 11 3‘3
RhPV1

Species 9 ] High risk HPV types Species 6
L Low risk HPV types

Imagen 1. Especies del VPH. Imagen tomada de: Rautava J and
Syrj€anen S. Biologia del virus papiloma humano, Infecciones en
Cabeza y Cuello carcinogénesis. Head Neck Pathol. 2012
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3.1.2 Prevalencia
En México, se estima que aproximadamente el 43% de los hombres y el 17.5% de las

mujeres, han presentado una infeccion por VPH (6).

Segun el boletin nacional epidemioldgico, a nivel nacional en el afio 2019 se registraron
19,739 casos de VPH y San Luis Potosi, S.L.P alcanz6 1.7% de infeccion por VPH. En
el 2020, a nivel nacional 8,072 casos, donde el estado S.L.P alcanz6 un 3%. En el afi2021
a nivel nacional se reportaron un total de 11,896 casos, S.L.P registro un 2.5% de estos.
Y por dltimo el ai0 2022 se registraron 15,858 casos a nivel nacional y un 2%

correspondiente a S.L.P. (7).

Nivel Nacional Estado
(Nimero de casos) San Luis Potosi
(%)
2019 19,739 1.7%
2020 8,072 3%
2021 11,896 2.5%
2022 15,858 2%

Tabla 1. Prevalencia infeccién por Virus Papiloma Humano

El cancer cervicouterino ocupa el tercer lugar, dentro de las neoplasias malignas que
afectan a mujeres en todo el mundo. Con un estimado de 311,365 muertes en 2018, es

el segundo cdncer mas comun en mujeres entre los 15-44 afios (6).

En América Latina, cerca de 32,000 mujeres mueren a causa de CaCu y en México, se
diagnostican alrededor de 7,869 nuevos casos de cancer cervicouterino al aflo. Ocupa
el tercer lugar dentro del cancer que afecta a la poblacion femenina (2). Los tipos
oncogénicos del VPH, 16 y 18 se detectaron aproximadamente en el 70% de los casos

de cancer cervical (8).
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La prevalencia de estos tipos de alto riesgo es diversa dependiendo de la zona

geografica del pais, sin embargo, predominan el 16, 18, 59 y 31 (4,9).

3.1.3 Lesiones clinicas relacionadas al VPH
Clinicamente, se comienza como una infeccion la cual no es diagnosticada y se vuelve
persistente, posteriormente resulta en una progresion a cancer. La infeccién toma lugar
a nivel de la membrana basal del epitelio, mediante micro abrasiones. Una vez infectadas
las células epiteliales, las proteinas virales del VPH comienzan la transcripcion del
genoma y asi durante el ciclo celular, por medio de la diferenciaciéon de los demas

estratos epiteliales, el genoma viral se amplifica (9,10).

De acuerdo con el tropismo y a la filogenia del virus, se determina la asociacion al tipo
de lesion clinica. Ya que los diferentes genotipos de VPH, pueden causar desde lesiones
benignas hasta lesiones que se desarrollan a malignidad (1) .

Las lesiones benignas mas comunes son las verrugas vulgares, que muestran un patron
exofitico e hiperplasico, como por ejemplo las verrugas plantares y las verrugas en el

area genital, denominadas condilomas (11).

También se presentan lesiones con proyecciones de queratina o exofiticas en la mucosa
de la cavidad oral. Estas lesiones clinicas son llamadas papilomas de células escamosas
(11).

La transmision del virus puede ser de manera perinatal o “transmision vertical”, es decir,
de la madre al recién nacido. Causando infeccion en varios sitios mucosos de los recién
nacido, como cavidad oral, genitales y conjuntiva. Las verrugas cutaneas causadas por
Betapapillomavirus, son comunes también en nifios y puede pasar un tiempo de hasta 4

afos para su primera manifestacion clinica (12).

La entidad patolégica maligna mas importante ligada al VPH, es el cancer cervicouterino.
Desde 1995, la OMS lo estableci6 como un agente viral promotor de malignidad. El
genotipo 16 se le atribuye el 55% del Cancer cervicouterino (CaCu) y al 18, el 15% (13).
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También el virus se ha asociado a otros tipos de cancer, incluyendo orofaringe, eséfago,

anal, prostata y colon (13).

3.1.4 Fisiopatologia del VPH
Las infecciones tienen un periodo de vida de algunos meses, hasta que el sistema
inmune se encarga de eliminarla. Sin embargo, si en la célula huésped la infeccion se
convierte en persistente y el sistema inmune no la detecta existe una posibilidad de la
progresion a cancer. Existen cambios celulares, asociados en el ciclo viral (14). La
regularizacion de la carga viral para la infeccion también depende del sitio de infeccion.

El cual marca un gran cambio entre los viriones de la dermis y mucosa (1) .

En neoplasias malignas inducidas por VPH, es importante hacer énfasis en que debido
a ciertos factores como por ejemplo la localizacion anatomica en el caso del cérvix u
orofaringe, es dificil el diagndstico en etapas tempranas y el proceso maligno se detecta

en etapas mas avanzadas (2).

La infeccion por VPH se presenta por etapas. Desde la aguda, seguida por la cronica y
una etapa poco descrita, pero se sabe que el virus entra en un periodo de latencia el cual

responde a una infeccidén subsecuente o a una reactivacion (15).

La deteccién clinica es un poco ambigua. En una infeccion aguda después de una
exposicion al virus, especificamente cuando hubo una relacién sexual con una pareja
infectada por VPH, el material genético puede ser detectado en el transcurso de dias,
incluso sin una infeccidn tal cual establecida. A esto se le denomina deteccion transitoria.
Sin embargo, el material genético presente puede ayudar a estimar si existe una

infeccién aguda o latente (15).

El cancer cervicouterino es un claro ejemplo de la carcinogénesis de una infeccion
cronica por VPH, sin embargo, se concluye que las infecciones agudas inducen
modificaciones a nivel celular y en el genoma viral causando con el tiempo lesiones que

se consideran premalignas (15).
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Cabe mencionar que el VPH es transmitido por via sexual y por autoinoculacion. Y otro
dato importante es que el virus se ha detectado en otros sitios anatomicos,
especificamente sitios mucosos, como el anoy la cavidad oral. Y esto a su vez se vincula

con el desarrollo de cancer anal y orofaringeo respectivamente (16).

3.1.5 Ciclo celular del VPH
Mediante cambios estructurales de la misma cépside del virus, las proteinas L1y L2 que
facilitan la entrada a los queratinocitos ubicados en la membrana basal. La proteina L2
también se encarga de posicionar el genoma viral en el nucleo de las células epiteliales.
Este proceso requiere de la activacion de mitosis que a su vez esta mediada por ambas
proteinas. Una vez, establecido el dominio nuclear, se activa la infeccion y se permite la

transcripcion del genoma viral (11).

Una vez que la célula huésped esta infectada, se estimula la proliferacién y el comienzo
de una divisién celular. Esta division celular activa, es necesaria para que el genoma viral

cumpla su objetivo de llegar al nucleo (17).

Especificamente los tipos de VPH de alto riesgo se unen a laminina 332 y a
proteoglucanos heparan sulfato, y asi activan los receptores de crecimiento en la

superficie celular (9).

El genoma se posiciona dentro de la célula huésped, seguido por una amplificacion inicial
controlada por las proteinas E1 y E2. Esta amplificacion es seguida por la expresion de
E6 y E7, lo que conlleva a un incremento de la proliferacion celular. Especificamente E6
se encarga de inhibir p53 y de activar la actividad telomerasa. E7 contribuye a la
replicacion viral, incrementando la proliferacion en las células epiteliales, mediante la
desactivacion de Rb. Ambas proteinas conducen a la célula a para que vuelva a entrar

a la fase S del ciclo celular lo que conduce a la replicacion viral (17).

Las proteinas encargadas de la replicacion son E4 y E5. En etapas mas tardias de la

replicacion, el genoma es empaquetado y liberado al epitelio (1,17).
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En el mantenimiento del genoma, Se cree que la infeccion esta precedida por una fase
inicial de la amplificacion del genoma. Y por el mantenimiento del episoma viral con bajas
copias (4,17).

Las proteinas encargadas de la replicacion, E1 yE2, se cree que son esenciales para la
fase de amplificacidn, pero también indispensables para mantener la replicaciéon de las
copias presentes en las células basales (1,17).

En infecciones por tipos de alto riesgo, la proliferacion de las células basales inducida
por proteinas E6 y E7, facilitan la expansion de la lesion. La proteina E6 inactiva la

funcién de p53, lo que conlleva a una importante funcion del ciclo celular (14,17).

Por esto mismo, se puede concluir de alguna manera que las células “blanco” de esta
infeccion tienen la caracteristica de ser escamosas y/o columnares, siendo estas las que

se encuentran en el endocérvix (9,7).
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Imagen 2. Cambios en el epitelio por VPH. Imagen tomada de: Kim SM. Human
papilloma virus in oral cancer. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg.
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3.1.6 Evolucién a cancer
Las infecciones por VPH pueden ser transitorias y llegar a un punto en donde pueden
ser resueltas por el mismo sistema inmune del huésped, en un lapso de 6 a 24 meses.
Sin embargo, cuando no es asi las infecciones ganan cronicidad y se vuelven

persistentes y mas si se trata de serotipos oncogénicos, estas evolucionan a cancer (18).

La infeccion en el epitelio cervical tiene repercusion en el huésped, desencadenando
factores como tumores supresores y factores de crecimiento tumorales. Lo que ocasiona
un desequilibrio y conlleva a que las células epiteliales terminen con una progresion

neoplasica (19).

Los factores asociados a esta persistencia y la progresion a malignidad aun no estan del
todo establecidos. Pero se asocia a la inmunosupresion del huésped que contribuyen a
sucesos carcinogénicos y /o al tiempo de evolucion. Yuna accién sinergista entre estos

factores conllevan a tener altas posibilidad del desarrollo a malignidad (18).
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Imagen 3. Evolucion a cancer. Imagen tomada de Olusola P, Banerjee HN, Philley J V, Dasgupta
S. Human Papilloma Virus-Associated Cervical Cancer and Health Disparities. Cells. 2019
Jun;8(6)
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3.2 Cancer cervicouterino
Estudios epidemiolégicos demuestran la presencia de VPH en el 99% de los casos,
concluyendo que el virus es el principal factor etiolégico para este tipo de carcinoma,

particularmente los genotipos 16 y 18 (20).

Esta enfermedad presenta un largo proceso de desarrollo, el cual va desde los 10 hasta
los 30 afios para presentar sintomatologia y/o manifestacion clinica (21).

El VPH infecta las células epiteliales en la zona de transformaciéon cervical, donde se
observa una clara metaplasia de un epitelio columnar a epitelio estratificado. Este cambio
epitelial ocurre tipicamente en la pubertad cuando las células endocervicales se exponen
mas a un ambiente mas acido de la vagina. La susceptibilidad de transformacion a
malignidad esta ligada a la proliferacion de las células basales, en la zona de metaplasia
del epitelio. Se describe que esta metaplasia ocurre en el lapso de cambio entre la
pubertad y el inicio de la actividad sexual. La expresion viral se da especificamente en

estos sitios, dando lugar a la infeccion (3,21).

3.2.1 Factores deriesgo para Cancer
Para el desarrollo de cancer se necesita la sinergia de factores de riesgo o factores
carcinogénicos y el factor tiempo, lo cual corresponde a varios afios antes de que la

neoplasia se encuentre establecida (18,22).

Como factores de riesgo para neoplasias, se encuentran los ya establecidos, tabaco y
alcohol. Pero en la actualidad, se han agregado el comportamiento sexual que abarca
desde el niumero de parejas sexuales hasta practicas de riesgo como sexo oral 0 sexo
anal. Incluso el empezar una vida sexual activa a temprana edad y cambios en la
conducta sexual, como sexo sin proteccion, incrementan la posibilidad de una infeccion.
(23).

Este factor de riesgo se ha encontrado como factor comun entre adultos jovenes, los
cuales rompen con el estandar de los factores etiolégicos y presentan menor consumo
de alcohol y tabaco (18,24,25).
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Por supuesto, el VPH que también juega un papel importante dentro de estos factores
desencadenantes de neoplasias malignas. Se ha reportado, que las mujeres que cuentan
con el antecedente de una infeccidn cervical por VPH y especialmente aquellas que ya
tuvieron el diagnostico de una lesion intraepitelial, se consideran susceptibles para

infeccion por VPH en otros sitios anatémicos (16).

Existen algunos otros factores que tienen menor impacto, sin embargo, forman parte de

las causas. (24,25).

VPH
Tabaquismo
Alcholismo

Fac_tores Paciente inmunocomprometido
de riesgo  Ngmero de parejas sexuales
Anticonceptivos orales

Embarazos multiples
Estatus socieconomico bajo

Figura 1. Factores de riesgo para cancer cervicouterino

3.3Métodos de deteccion y diagndstico de VPH
Parte del éxito para el diagndstico para estas infecciones relacionadas con CaCu, es la

deteccion temprana de la infeccion y la identificacion de factores de riesgo(26).

A pesar de las herramientas diagnésticas, los programas de prevencién y las vacunas
existentes, el VPH continla afectando gran cantidad de personas a nivel mundial
causando mortalidad y morbilidad en la sociedad (22,26).

La efectividad radica en el procedimiento de la toma o inclusive en que la deteccién se
realiza en etapas tardias de la enfermedad. Especificamente hablando del sitio
anatomico del cérvix donde el proceso carcinogénico es detectado en etapas avanzadas
(29).
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3.3.1 Papanicolaou
Prueba de tamizaje utilizado para el diagnéstico de lesiones cervicouterinas/CaCu.
Citologia utilizada desde 1928, cuando fue introducida por George Papanicolaou,

ginecologo y citopatélogo griego (27).

Esta herramienta diagndstica consiste en una citologia vaginal, en donde las células
epiteliales son desprendidas mecanicamente del cérvix y, posteriormente se observa
bajo el microscopio algun tipo de anormalidad, de ser asi se identifican coilocitos

referentes a células infectadas (13).

El papanicolaou sigue vigente hasta la fecha. Sin embargo, ha presentado algunas
limitaciones que muchas veces no favorecen al diagndstico. Estas limitaciones estan
relacionadas con los errores en la recoleccion de la muestra, asi como con la
interpretacion del mismo clinico encargado del diagnostico. También depende de cada
cuanto tiempo las mujeres se realicen la citologia. Por lo que el papanicolaou es util para
el diagndstico de lesiones malignas inducidas por el VPH, en etapas tardias o cuando ya
se trata de una neoplasia maligna establecida (28).

3.3.2 Colposcopia
La colposcopia consiste en la exploracion del cuello uterino, la vagina y la vulva por medio
de un microscopio, el cual permite observar los pliegues mucosos vaginales llegando

hasta el cuello del Gtero (26).

Las pacientes que después de una citologia presentan el diagnéstico de lesiéon
intraepitelial, son referidas inmediatamente a colposcopia. Sin embargo, se dice que no
todas las mujeres pasan directamente a colposcopia, esto depende del grado de la lesion

encontrada en la citologia (18).

Se ha reportado que la sensibilidad y especificidad de la colposcopia para la deteccion
de lesiones intraepiteliales por infecciones inducidas por VPH fue de 47 y 78%

respectivamente (29).
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3.3.3 Biopsia
Herramienta diagndstica que brinda un diagndstico histopatoldgico definitivo. La cual
consiste en la identificacion e interpretacion de alteraciones patologicas en un tejido,
fluido corporal o inclusive de un érgano que ha sido tomado del cuerpo humano para su
analisis. Para asi determinar el diagnéstico y posteriormente el plan de tratamiento
conveniente para la enfermedad o condicion especifica (30).

Cuando se trata de una biopsia por una infeccion por VPH, lo que se observa a nivel
celular son los efectos citopaticos. Asi como acantosis, disqueratosis y coilocitos. Estos
ultimos considerados la evidencia de la afeccion viral sobre la célula, la cual presenta un

citoplasma amplio y un nacleo morfolégicamente atipico (23).

3.34 PCR
Polymerase chain reaction o reaccién en cadena de polimerasa (PCR), por sus siglas en
inglés. Es una técnica de biologia molecular, que consiste en la amplificacion de

secuencias de ADN o ARN mediante la enzima polimerasa (26).

Es sumamente util para determinar el tipo de VPH que se encuentra involucrado en la

entidad clinica y asi poder establecer un prondstico (22).

Tipificar el VPH, permite predecir el riesgo de desarrollar cancer en los siguientes afos,
sin embargo, no puede diferenciar entre una infeccion activa de una infeccion persistente

gue evoluciona a lesiones pre cancerigenas y posteriormente a cancer (22).

Figura 2. Métodos diagndsticos utilizados por etapas
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3.40tros métodos diagnhosticos

3.4.1 Saliva
La cavidad oral es una estructura anatomica que esta en constante exposicion a factores
externos, por lo que su funcion fisiolégica es primordial. También es un sitio expuesto a
infecciones sistémicas y el colapso del sistema inmune provoca patologias con
manifestacion en cavidad oral (31). En el caso de la infeccion por VPH, se ha descrito
gue mujeres que tienen el antecedente de infeccion cervical o incluso lesién intraepitelial,
son consideradas mas susceptibles a presentar coinfeccion en otros sitios anatémicos.
(16).

La saliva es un fluido complejo que tiene un rol de biomarcador, por sus caracteristicas
de mayor especificidad y sensibilidad en cuestidon de diagnéstico, prondstico, incluso en

seguimiento y tratamiento de diferentes enfermedades (32).

Se ha observado la presencia de VPH tipo 16, en cavidad oral y que a su vez se
encuentra relacionado con infecciones cervicales persistentes. En un estudio en donde
se buscaba la deteccion de VPH en boca y en cérvix, pero mediante citologia en ambos

sitios, se encontrd que la sensibilidad para la citologia oral fue de 3.5% (33).

En un estudio realizado en pacientes con carcinoma orofaringeo, se recolectaron
muestras de saliva para detectar el VPH por PCR, en donde se arrojaron como resultados
un 72% de sensibilidad y 90% de especificidad. Por lo que este método de diagndstico
resulta mas practico y poco invasivo para el paciente y sobre todo que es una manera

de detectar la infeccion por VPH en etapas mas tempranas (34).
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3.5Biomarcadores del VPH

3.5.1 Proteinas virales del VPH
Las proteinas denominadas “L” pertenecen a la parte de la capside. L1, es la proteina
que se utiliza para la clasificacion filogenética del VPH y el rol mas importante de esta
proteina es la funcion viral que cumple. Promueve la unién del viriobn con los receptores
de heparan sulfato en la membrana basal. Y la proteina L2 es la encargada del
ensamblaje y empaquetamiento del ADN. Son las ultimas en expresarse por lo que se

detectan en las capas de epitelio diferenciadas (4).

Las proteinas codificadas en la “early region”, 6 proteinas con diferentes funciones que
incluyen la replicacion viral y la transformacion celular. E1, proteina encargada de formar
un complejo dihexamérico atrayendo topoisomerasa |, polimerasa alfa y proteina de
replicacion, todo para la replicacion viral. Asi mismo la proteina E1, promueve la ruptura
del ADN viral (4,14).

E2, tiene el papel de ser un regulador transcripcional de E6 y E7. Junto con E4, forman
un producto de proteinas denominado E1’E4, durante las Ultimas etapas del ciclo viral
(35).

E4, se une a los filamentos de citoqueratinas presentes en las células epiteliales,
ocasionando modificaciones en la estructura celular y juego un papel importante en la
transmision viral entre las células epiteliales. Esta proteina se expresa supra basal y en
el estrato espinoso del epitelio, siendo la proteina que se expresa en mayor cantidad,

contribuye con la liberacion del virion (4).

E5, proteina de menor tamafio transmembranal, la cual activa el receptor del factor de
crecimiento epidérmico EGFR (11). Y se encuentra relacionada con la progresion de
malignidad ya que esta relacionada con la actividad mitética. También detiene alcomplejo
mayor de histocompatibilidad | y se encarga de que la infeccién por VPH persista, por

medio de la evasion del sistema inmune (14).
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E6 y E7, estas oncoproteinas han sido las mas estudiadas debido a su rol en la
transformacion maligna de la infeccion. Debido a que son las responsables de la
interrupcion de p53 y pRb, encargados de responder cuando el ADN se encuentra
danado (4).

La proteina E7, es la primera en expresarse una vez que la infeccion esta presente en
las células basales del epitelio. A diferencia de la proteina E4, que es la que se expresa
durante la replicacion viral (36).

3.5.2 Proteina E4
La proteina E4 viral se encuentra expresada en las infecciones de VPH de diferentes
genotipos. Tiene un papel de biomarcador ya que se puede identificar en células que se
encuentran sufriendo una amplificacion del genoma viral. Debido a la cantidad expresada
en los estratos epiteliales mas superficiales, esta proteina es facil de detectaren material
biologico. Es por eso por lo que se le atribuye el rol de biomarcador en una infeccién
activa por VPH (37).

Durante la replicacion viral, E4 demostro tener una expresion entre las células de los
estratos espinoso y granuloso del epitelio. También se encontrd que la proteina aparece
en forma de granulos en el citoplasma de estas células infectadas. Lo que se conoce

como efecto citopético, definido por los patélogos (37,38).

En los genotipos de alto riesgo, la proteina E4 tiene un papel importante durante las

Ultimas etapas de replicacion (37).

Esta proteina presenta un “cluster” de leucina que se asocia con la queratina, es por eso
por lo que se dice que E4 puede modificar los filamentos de queratina presentes en la

estructura celular para liberar el genoma viral (20,39).

Una de las funciones establecidas de la proteina E4, es la capacidad que tiene en
provocar cambios morfologicos en la célula, especificamente en los queratinocitos. Por

lo que la E4 afecta la integridad celular interrumpiendo sus funciones normales (40).
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La habilidad de esta proteina de modificar la red de filamentos de queratina en el estrato
corneo, facilita la transmision viral. También una caracteristica importante de la E4, es
gue patrticipa en la inhibicién de la etapa G2 de la proliferacion y a su vez promueve la

amplificacion gendmica que termina en la sintesis del virus (40).

Existen estudios previos, que proporcionan evidencia acerca de la proteina E4. De los
cuales, es conveniente hacer énfasis en un estudio realizado en poblacion masculina
mexicana. Estudio en el cual buscaron la proteina E4 y E7, en diferentes sitios
anatomicos. Dentro de los resultados encontraron un 45% de infeccion por VPH en
multiples sitios anatomicos. Sin embargo, el estudio presenta deficiencias metodologicas
ya que se realiz6 solo en hombres y no se estandariz6 la toma de muestra. (Se anexa
tabla con estudios relacionados. (ANEXO)

El virus papiloma humano, debido a ser el factor carcinogénico en el cancer
cervicouterino, ha sido sumamente estudiado. Ya que este cancer ocupa de los primeros
lugares, tanto a nivel nacional como mundial, que afectan a las mujeres y que también

maneja altas tasas de mortalidad.

Estos estudios dieron pie a conocer el mecanismo de infecciobn y como se llegaba al
desarrollo de cancer. Incluso se incluyeron herramientas diagnosticas para conocer los

serotipos causantes de malignidad y lo que permite poder establecer un prondstico.

Desde hace afios, se ha utilizado la citolégica cervical como gold estandar para el
tamizaje de esta enfermedad, seguido por la colposcopia. Sin embargo, son técnicas
diagnoésticas que se basan en la exploracion clinica donde se busca la presencia de
lesiones clinicas evidentes en estos sitios. Lo que se traduce a que las lesiones son

producto de infecciones crénicas y persistentes por afios en el huésped.

La infeccion de VPH tiene dos etapas, la activa/aguda y la crénica, la cual es la que se

observa en las lesiones clinicas.

Por lo que, en la actualidad, los estudios se enfocan en tener biomarcadores que ayuden
a poder detectar la infeccién temprana del VPH sin necesidad de tener la lesién evidente.
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Agregando que la coinfeccion en diferentes sitios anatémicos puede estar presente, lo
gue puede comprometer aun mas el pronostico de la enfermedad, sobre todo si el

diagndstico se hace en etapas tardias.
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4. Pregunta de investigacion.
¢ Cuél es la correlacion entre los niveles de expresion del ARNm de la proteina E4 en
saliva y cérvix en pacientes con infeccion por genotipos de alto riesgo del VPH?
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5. Justificacién.
El virus papiloma humano representa un problema de salud publica por su persistencia
en la sociedad y que se trata de la infeccion sexual mas comun entre la poblacion.
Gracias a que se torna una infeccion persistente, juega un rol oncogénico que promueve
el desarrollo de cancer cervicouterino, el cual actualmente se encuentra dentro de los
primeros lugares en las afecciones neoplésicas dentro de las mujeres entre los 15 y 45

anos.

El VPH es una entidad que ha sido sumamente estudiada con el paso de los afios, en
donde se han establecidos caracteristicas importantes del mismo virus como su papel
oncogénico en diferentes carcinomas que afectan varios sitios del cuerpo humano, no
solo el cervicouterino. Dentro de estos estudios, muchos se han enfocado en el analisis
de ADN viral el cual permiti6 tipificar el virus y brindar un prondstico. Pero el hecho de
solamente tipificar no permite distinguir si se trata de una infeccion latente y tampoco
excluir una infeccion activa donde el ADN viral se encuentre de manera pasiva. Por lo
tanto, hay pocos estudios que se inclinan hacia los biomarcadores como las proteinas
virales del VPH.

Por lo que el presente estudio se centra en la proteina E4, la cual se expresa
abundantemente en el epitelio infectado por distintos genotipos del VPH y gracias a esta
expresion le concede el potencial de ser un biomarcador en infecciones activas. Se busca
la correlacion de la presencia de la proteina, en ambos sitios anatomicos (cérvix y
cavidad oral) ya que son los principales sitios de infeccion por VPH, tomando en cuenta

su tropismo, asi como a la alta posibilidad de una coinfeccion.

Utilizando a la saliva como vehiculo para la deteccion temprana de infeccion por VPH,
ya que ofrece las ventajas de un muestreo no invasivo y una recoleccibn sumamente
facil. Pensando en un futuro, utilizarla como una herramienta de tamizaje e inclusive de
seguimiento, que tenga la caracteristica de ser poco invasiva y que gracias a esto sea
atractiva para las pacientes por su comodidad y facilidad de la toma. Ya que consiste

solo en recolectar 2 mL de saliva en un frasco estéril en comparacion con la toma de un
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papanicolaou, la cual consiste en una revision ginecologica y un cepillado del cérvix. Lo
gue muchas veces resulta ser incomodo para las pacientes y como consecuencia

posponen las revisiones.

No se pretende sustituir a la herramienta diagndéstica ya establecida, el papanicolaou, lo
gue se sugiere es que se pueden utilizar nuevos métodos de detecciones y seguimiento

a una infeccion por VPH.
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6. Hipotesis.
Existe una correlacion positiva de los niveles de expresién del ARNm de E4 en el cérvix

y saliva en pacientes con infeccion por VPH genotipos de alto riesgo.
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7. Objetivos.
7.10bjetivo general

Evaluar la correlacion de los niveles de expresion del ARNm deE4 en saliva y en cérvix

en pacientes con infeccion por VPH genotipos de alto riesgo, mediante reaccion en

cadena de polimerasa (PCR).

7.2 Objetivos especificos
Determinar los niveles de expresién del ARNm de E4 en cérvix en pacientes con
VPH genotipos de alto riesgo (16,18,33 y 58) mediante PCR tiempo real.
Determinar los niveles de expresion del ARNm de E4 mediante PCR tiempo real
en saliva en pacientes genotipificadas.
Correlacionar los niveles de expresion del ARNm de E4 en saliva y cérvix en

pacientes con infeccion por VPH.
7.3 Objetivos secundarios

Determinar los factores de riesgo para coinfeccion en ambos sitios anatomicos.

Asociar el consumo de tabaco y alcohol con el diagndstico de VPH.
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8. Material y Métodos
8.1Disefio del estudio.

Transversal analitico en dos centros. Estudio piloto.

8.2Metodologia.

Lugar de realizacion:

e Division de Ginecologia del Hospital del nifio y la mujer “Dr. Alberto Lépez
Hermosa”.

e Consultorio privado del Dr. José de Jesus Zermefio Nava, ubicado en: De Las
Ciencias 110b, Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.

8.3Universo de estudio:

e Pacientes que acudieron al servicio de Ginecologia, en el Hospital del nifio y la

mujer “Dr. Alberto Lopez Hermosa”, por primera vez o a consulta subsecuente.
e Pacientes que acudieron por primera vez o consulta subsecuente al consultorio
privado del Dr. José de Jesus Zermefio Nava,
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8.4 Criterios de seleccion:
8.4.1 Inclusién
-Pacientes femeninos entre los 18 y 70 afios. (Hospital del nifio y la mujer)
-Pacientes que acudan a la clinica de displasias de la division de ginecologia del Hospital,
referidas de su centro salud por citologia cervical anormal.
-Pacientes femeninos entre los 18 y 70 afios. (Consultorio privado)
-Pacientes que acudan a consulta privada con el Dr. José de Jesus Zermefio Nava por
una revision o consulta de seguimiento.
-Pacientes que presenten infeccion por VPH en cérvix confirmado por citologia.

-Pacientes que firmen el consentimiento informado.

8.4.2 No inclusiéon

-Pacientes que presenten sangrado menstrual o patoldgico.

8.4.3 Eliminacién

- Pacientes que decidan revocar el consentimiento informado.

-Pacientes que tengan genotipo diferente a los genotipos de interés.

-Muestras insuficientes.
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9. Toma de muestra

©)

©)

Las muestras fueron tomadas de

a) Paciente que acudié a la clinica de displasias de la division de
Ginecologia del Hospital del Nifio y la Mujer “Dr. Alberto Lopez Hermosa”.

b) Paciente que acudio a consulta privada con el Dr. José Zermefio Nava,
ubicado en: De Las Ciencias 110b, Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.

Aquellas pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion se invitaron a

participar en el estudio, explicAndoles en qué consistia su participacion. Aquellas

gue aceptaron, bajo firma de consentimiento.

(@]

Se realiz6 el llenado de la hoja de recoleccion de datos (tesista, CGR).

Toma de muestra de saliva (realizada por la tesista, CGR):

A cada paciente se les proporciond un frasco estéril, previamente
etiquetado.

Se les pidio recolectar saliva hasta reunir 2mL.

La muestra de saliva se mantuvo a 4°, colocandola en una hielera, hasta
su traslado al laboratorio de microbiologia donde fue procesado y
analizado: extraccion del ADN, genotipificacién del VPH y la expresion de
ARNmM de E4.

e Muestra de cérvix:

o

o

En el Hospital del Nifio y la Mujer, la muestra fue tomada por la Dra. Olimpia
Porras (jefe de la clinica de displasias).

En la consulta privada, la muestra fue tomada por el Dr. José Zermefio.

e Protocolo toma de muestra:

o

Consistié en tomar una citologia del cuello del cérvix, con ayuda de un
cytobrush, tal cual se hace con la toma del papanicolaou.

Posteriormente se coloc6é el cytobrush en un frasco esterilizado, con
PreservCyt.

Una vez etiquetado, la muestra fue transportada en hieleras (4°), hasta el
laboratorio de microbiologia en la Facultad de Medicina, para su analisis
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gue consistié en la extraccion del ADN, genotipificacion del VPH y la
expresion de ARNm de E4.
e Ambas muestras fueron tomadas el mismo dia, en la consulta de la paciente.
e La muestra de cérvix fue tomada para el estudio. Posteriormente, las pacientes
recibieron su tratamiento programado en su cita médica.

9.1Cadena de custodia
Ambas muestras, cérvix y saliva, fueron recolectadas por la tesista (CGR), el mismo dia
de consulta tanto en el hospital como en el consultorio privado. Fueron colocadas en
hieleras con geles congelantes, manteniendo una temperatura de 4°C y posteriormente
transportadas por la tesista al laboratorio de microbiologia para su almacenado y
procesado. El traslado tomé 13 minutos del hospital al laboratorio y 5 minutos del

consultorio privado al laboratorio.

e Tomando en cuenta que el estudio se realizé en dos unidades de salud, se acudi6
al hospital del nifio y la mujer de lunes a viernes de 8:00 am a 12:00 pm.

e Para el consultorio privado, fue por dias variados durante la semana, por lo que
se tenia comunicacion con el Dr. Zermefio para conocer qué dias se iban a tomar

muestras.
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9.2Procesamiento de las muestras de salivay cérvix.
e Se tomo una alicuota de 200 pul en un tubo eppendorf de 1.5ml para la extraccion
de ADN.
e La muestra restante se dividié en dos alicuotas, en crioviales y se almacenan a -

80. Todo realizado en gabinete de bioseguridad tipo II.

9.2.1 Paralas muestras de cérvix:
e Se realizo el empastillado de pellet celular de la siguiente manera:
e Se agit6é vigorosamente la muestra en vortex y se le retird el cytobrush.

e Se tomaron 4 alicuotas de 1200 pL en tubos eppendorf y se centrifugaron a
16000g por 10 min.

e Se decanto el PreservCyty el pellet celular se almacené a -80°C para la extracciéon
de ADN y ARN.

9.3Procesamiento de ADN
9.3.1 Método de extraccion de ADN
¢ Alos 200 microlitros de saliva_y al pellet celular de las muestras de cérvix agregatr:
-500 microlitros de Buffer de lisis
-50 microlitros de SDS al 10%
-20 microlitros de proteinasa K
e Vortex 30 segundos.
e Incubar a 55°C /90’800 rpm.
¢ Afadir 199.2 ml de NaCl y mezclar por inversibn manual.
e Centrifugar a 13200 rpm por 15 minutos.
e Recolectar el sobrenadante en tubo eppendorf de 1.5 ml estéril y etiquetado.

e Afadir 760U microlitros de Isopropanol concentrado, frio (almacenado a -20 C).
Mezclar por inversion manual.

e Reposar a-20 C toda la noche.
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e Centrifugar a 1320 rpm/10 min. Desechar el sobrenadante por decantacion y secar
la pastilla (ADN), invertido el tubo sobre papel absorbente por 5 minutos.

e Lavado. Agregar 500ul de etanol al 70% en agua desionizada estéril. Mezclar por
inversion manual.

e Centrifugar a 10000 rpm/10 min. Desechar el sobrenadante por decantacion y
secar la pastilla (ADN), invertido el tubo sobre papel absorbente estéril hasta
sequedad total. (15 a 20 minutos).

e Re suspender el DNA en 50 microlitros de TE. Almacenar en refrigeracion (2 a 8

C) para realizar PCR.

9.4Concentracion y calidad del ADN para ambas muestras

e La calidad y concentracién del ADN obtenido, se determindé empleando el equipo
Nanodrop One de ThermoFisher Scientific, Espectrofotometro.

e La concentracion minima requerida para llevar a cabo la reaccion de amplificacion
es de 20 ng/pL.

e La pureza se evalud con la relacion de absorbancias A260/280 y 260/230, que
indica que una muestra esta libre de agentes contaminantes (solventes o
proteinas). Se considera que un ADN de pureza 6ptima tiene un valor de

absorbancia entre 1.8-2.0.

9.5Deteccidn y genotipificacion de VPH
Se realiz6 mediante PCR tiempo real utilizando el kit Omega Plex VPH de Genes2Life,

el cual realiza deteccién y genotipificacion a la par. La técnica se describe en el inserto

del Kit. (ANEXO)
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9.6 Disefo de oligonucledétidos
Posteriormente se continué trabajando en el disefio de oligonucledtidos para la

cuantificacion del ARNm. La cual se presenta a continuacion.

HPV16 E4
o GACGACTATCCAGCGACCAA Length Start
HPV16 E4 NC_001526.4 HPV16 E4
ATGCAGTGAGGATTGGAGCA 107 2592
Rv
HPV18 E4
Fw ATGTGCAGTACCAGTGACGA Length Start
HPV18 E4 NC_001526.4
HPV18 E4
R GAATACGGTGAGGGGGTGTG 77 3426
v
HPV33 E4
Fw GCTGACATACAGACAGACAA Length Start
HPV 33 E4 KU298894.1
HPV33
R CTACACACAGTCCGCTGCTT 182 3343
\Y
HPV 58 E4
Fw AAACTGCTGACCCAAAGACC Length Start
HPV 58 E4 KY225935.1
HPV 58 E4
R CTGTGTAGTCCTCCTTCCTCGT 163 3375
v

Tabla 2. Disefio de oligonucleétidos VPH 16, 18, 33y 58

Se realizo la extraccion de RNA de las muestras de saliva, la cual se realizo con el Kit
Quick ADN/ARN Pathogen Miniprep, Zymo research. Obteniendo buena calidad y
cantidad de ARN. Posteriormente se realiz6 el protocolo de ADNasa, se hizo la retro
transcripcion y posteriormente se obtuvo la cuantificacion de cADN. De igual manera, la

extraccion de ARN de las muestras de cérvix, las cuales se realizaron con el kit de
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Qiagen. Para posteriormente seguir trabajando con el protocolo de ADNasa, seguido de

la retro trascripcion.

9.7Expresion del ARN mensajero de E4
La expresion del ARNm de E4 en las muestras de cérvix y saliva se realizé mediane PCR
tiempo real con SYBR Green en el termociclador CFX96 de Biorad. Para la extraccion
de ARN de las muestras de saliva se utilizo el kit Quick-DNA/RNA Pathogen minipred de
Zymo (ANEXO) y para la extraccién de ARN de las muestras de cérvix se utilizo el kit
QIAMp Viral ARN de Qiagen (ANEXO). La calidad y concentracion de cada ARN fue
evaluado mediante espectrofotometria en el Nanodrop One de ThermoFisher Scientific.
Posteriormente los ARN’s fueron incubados con DNase | de Thermo Scientific
(#ENO0521). Al ARN libre de ADN se le realizo retrotranscripcion con el kit RevertAid H
Minus First Strand cADN de Thermo Scientific. La calidad y concentracion del cADN se

evaluo en el nanodrop,en base a una relacion de absorbancia de 1.8/2.0

Se realizé la expresion de ARNm de E4 de los genotipos 16, 18, 33 y 58 con los

siguientes oligonucledtidos:

- HPV16 E4 Fw: 5 GACGACTATCCAGCGACCAA 3’

- HPV16 E4 Rv: 5 ATGCAGTGAGGATTGGAGCA 3’

- HPV18 E4 Fw: 5 ATGTGCAGTACCAGTGACGA 3’

- HPV18 E4 Rv: 5 GAATACGGTGAGGGGGTGTG 3.
- HPV33 E4 Fw 5 -GCTGACATACAGACAGACAA-3’
- HPV33 E4 Rv 5-CTACACACAGTCCGCTGCTT-3

- HPV58 E4 Fw 5-AAACTGCTGACCCAAAGACC-3’

- HPV58 E4 Rv5-CTGTGTAGTCCTCCTTCCTCGT-3’
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La qPCR se realizé usando Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2X) de Thermo
Scientific. Se realiz6 a un volumen final de reaccion de 12.5 uLl con los siguientes
componentes: 1X de SYBR Green Mix, 0.3 uM de cada oligonucleotido (forward y
reverse) y 800 ng de cADN.. Con el siguiente programa de amplificacion:
desnaturalizacién inicial a 95°C por 10 min, 40 ciclos de (desnaturalizacién a 95°C por

15 s, alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C por 30 s).

La adquisicion de datos se realizd durante el paso de extension.
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10.Calidad de las mediciones

En cada paso del proceso se realizaron acciones para validar los resultados obtenidos.

Para el proceso de extraccion de ADN junto con las muestras clinicas se realiz6
la extraccion de controles. Como control negativo, se utilizé una muestra
previamente detectada como VPH negativa y como control positivo, se utilizo
Células Hela. Se evalu6 la calidad y concentracion del ADN mediante
espectrofotometria y se realiz6 PCR punto final de un gen constitutivo a todas las
muestras. En todas obtuvimos la concentracion y calidad ideal del ADN y
amplificacion del gen constitutivo.

En cuanto a la deteccién y genotipificacion del VPH por qPCR, ademas de los
controles positivos y negativos incluidos en kit, se procesaron los controles de
extraccion.

En relacidn con la expresion del ARN mensajero de E4, posterior a la extraccion
de ARN, se llevd a cabo un proceso con ADNasa. Se realiz6 la RT y la
concentracion y pureza del cADN obtenido fue evaluada por espectrofotometria.
Parala gPCR, la medicioén se validara por medio de controles positivos y negativos

en cada corrida.
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11.Analisis estadistico
11.1  Andlisis descriptivo
Se realizé analisis descriptivos de las variables, analizando la distribucion por prueba de
Shapiro-Wilk o la prueba grafica de cuartil-cuartil. Las de distribucion normal se presento
como media y desviacion estandar o como mediana y rangos intercuartilicos cuando fue
no normal. Las variables dicotomicas y/o categoricas se describieron como frecuencias

y porcentajes.

11.2 Estadistica inferencial
Para el contraste de las variables continuas entre las pacientes positivas y negativas a
VPH, usamos t de student si siguieron una distribucién normal y de lo contrario wilcoxon

simple. Las variables categoéricas se contrastaron a través de una chi cuadrada.

Se planteo realizar un analisis de correlacién de Pearson si las dos variables analizadas

hubieran tenido una distribucion normal o correlacién de Spearman en caso contrario.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa R, version 4.0.2
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11.3 Variables en el estudio

Variable Definicién operacional Tipo de variable Unidades Valores
T Cq nimer
Prot E4 C del mensaiero de Foteina Continua ciclos en que la
E4J dep fluorescencia >38
en cervix empieza a ser
detectada)
((j:uzlantlfl_cacimndpor RT-PQR Cq (namero de
Prot E4_S de IOS niveles g exprtes,lon Continua ciclos en que la
€ merllzs4ajero I? proteina fluorescencia >38
en sallva empieza a ser
detectada)
Categorica Si 1) Si
Tabaco Consumo de tabaco AR
dicotomica No 2) No
a) Menor de 10
, . 1
Consumo de NUmero de cigarros P b) De 10 a 20 g) 5
tabaco consumidos al dia ategorica ordina )
. c)De 21 a 40 c) 3
d 4
d)Mas de 41
Consymo de bebidas Categérica Si 1) Si
Alcohol alcohdlicas de manera Dicotomica 2) No
social. No
. 1) 1a3
parejas sexual hasta la fecha. de la Categorica ordinal ) 48 . 1-
sexuales . ’ RElE]ES
paciente.
De 8 a 10 parejas
Tiempo que ha transcurrido
Edad desde el nacimiento de la Continua Afios 18-70
paciente hasta la fecha.

Tabla 3. Variables
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11.4 Método de aleatorizacion

No aplica

11.5 Tamafo de la muestra
Dado que se desconocen los niveles de expresion de la proteina E4 en saliva, se realizé
una prueba piloto; que de acuerdo con la recomendacion de Browne RH, la cantidad
minima para comenzar a observar como se comporta la poblacién , es de 30 individuos
(41).
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12. Aspectos éticos
12.1  Investigacion con riesgo minimo.
Su elaboracion se baso en las normal nacionales e internacionales que establecen los
principios éticos para la investigacion en seres humanos como el Reglamento de la Ley
General de Salud, la norma oficial mexicana NOM-012-SSA3-2012, la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para las investigaciones

meédicas en seres humano y el protocolo de Estambul.

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la salud en su titulo Il, capitulo I, articulo 17, este estudio se considerd
de riesgo minimo, debido a que se realiz6 un procedimiento comdn de caracter poco

invasivo y no se interferira en el tratamiento de los pacientes.

La carta de consentimiento informado fue elaborada de acuerdo con los lineamientos
previamente mencionados. El proceso de obtencién del consentimiento informado se
hizo conforme a las Guias de Buenas Practicas clinicas, se informé a la paciente sobre
el objetivo, justificacion, beneficios y riesgos de participacion del estudio, se aseguré que
la suscrita en ejercicio de su libre voluntad, previa comprension del estudio y sin la
influencia de terceras personas y con la debida capacidad legal, otorgara su

consentimiento.

El manejo de los datos que se obtuvieron fue realizado exclusivamente por los
investigadores a cargo, manteniendo la confidencialidad de la informacién en todo

momento.
En cuanto al manejo del material biolégico, fue de acuerdo con la NOM-087-ECOL-

SSA1-2002, sobre el manejo de RPBI.

Se anexa la carta de aceptacion del comité académico de la Maestria en Ciencias en
Investigacion clinica, asi como la carta de aceptacion por parte de la Comision de bioética
de San Luis Potosi, Secretaria de Servicios de Salud (SSA) (ANEXO).
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o bk 0N

13.Plan de trabajo

Realizacion de la estrategia de busqueda del tema.

Elaboracion del protocolo de investigacion.

Presentacion del protocolo ante tutor y asesores.

Presentacion del protocolo en seminarios.

Presentacion del protocolo de investigacion ante el Comité académico de la
Maestria en Ciencias en Investigacion Clinica. Se anexa carta de aprobacion.
(ANEXO)

Presentacion del protocolo de Investigacion ante la Comision de bioética de San
Luis Potosi, Secretaria de Servicios de Salud. (SSA) Se anexa carta de
aprobacion. (ANEXO)

Una vez aprobado por todos los comités de ética, se continud con la captacién de
pacientes.

Se establecio el protocolo para la toma de muestra, en el Hospital del Nifio y la
Mujer por la Dra. Olimpia Porras y en el caso de la consulta privada por el Dr. José
de Jesus Zermefio Nava. Las tomas de muestras de saliva fueron tomadas por la
tesista.

Capacitacion de la tesista, por parte de la Dra. Sofia Bernal, Dra. Ursula Medina
Moreno y M. en C. Sandra Mota para el procesamiento de las muestras y

realizacion de PCR.

10.Para la obtencion del consentimiento informado se realizé lo siguiente (Ver figura

6):

e Paciente que acudié a la clinica de displasias del Hospital del Nifio y la Mujer
“Dr. Alberto Lopez Hermosa”.

e Paciente que acudio a consulta privada con el Dr. José de Jesus Zermefio
Nava.

e Se les invit6 a participar en el estudio a aguellas pacientes que fueran
candidatas.

e Se explicé y posteriormente se firmo el consentimiento informado.
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e Enla misma cita:
a) Se obtuvieron los datos de la paciente a través del llenado de la hoja de
recoleccion de datos (ANEXO)
b) Se tomo la muestra de cérvix

c) Se tomo la muestra de saliva

11. Andlisis de las muestras de cérvix y saliva mediante PCR. (ANEXO)
12. Analisis estadistico de los datos obtenidos.
13.Redaccion de tesis.

14.Presentacion de la defensa de grado.

4 )

1.Pacientes con citologia cervical anormal que acudan al Hospital o a
consultorio privado.

2.Invitacion a participar en el estudio

3.Consentimiento informado J_L

4. Toma de muestra de saliva
5.Toma de muestra de cérvix

6. Deteccién de VPH
7.Genotipificacion del VPH
8.Expresién del mensajero de la proteina E4

Figura 3. Plan de trabajo esquematizado
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14.Recursos

14.1 Recursos humanos y actividades
Recursos humanos: Investigadores y tesista
Acciones de los investigadores involucrados:
Directora de tesis: Dra. Ursula Medina Moreno
Responsable del Laboratorio de Investigacion Traslacional en Farmacologia.
Codirectora de tesis: Dra. Sofia Bernal Silva
Asesores clinicos: Dr. Antonio Brisefio Sainz y Dr. José de Jesus Zermefio Nava-
Asesores Metodolégicos: Dr. Mauricio Pierdant Pérez, M. en C. Sandra Cadena
Mota
Colaborador: Dra. Olimpia Porras (Encargada de la toma de las muestras de
cérvix en el hospital)
Tesista: Celina Garcia Ramos
Encargada de la toma de las muestras de saliva.

51



14.2  Recursos materiales:
Reactivos para PCR
Kit OmegaPlex de Genes2Life
Kit Quick-DNA/RNA Pathogen miniprep. Zymo research.
Kit QIAmp Viral RNA. Qiagen
AmplitaqGold de Applied Byosistems

Frascos para la recoleccion de muestras
Cytobrushs desechables

Preservcyt

Hielera térmica

Guantes de latex / nitrilo

Equipo de proteccién personal
Computadora

Impresora

Termociclador Labnet International TC9610 MultiGene OptiMax Thermal Cycler,
115V

Fotodocumentador Axygen Gel Documentation System
Termociclador tiempo real modelo CFX96 marca Bio rad

Nanodrop One de Thermofisher Scientific, Espectrofotometro
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15. Capacitacion de personal
Capacitacion de personal: Se contd con personal capacitado.
La capacitacion del maestrante para el procesamiento de las muestras fue por parte de
la M. en C. Sandra Cadena Mota, en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la UASLP. La cual se llevo a cabo del mes de mayo 2021 a septiembre del

mismo afio, en un horario de 9:00 am — 1:00 pm de lunes a viernes.

16. Financiamiento:
Fue cubierto por recursos propios del Laboratorio de Investigacion Traslacional En
Farmacologia y del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
UASLP, asi como de la Beca CONACYT(671957) de la alumna de la Maestria en

Ciencias en Investigacion clinica, Celina Garcia Ramos.
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17. Resultados
Durante el periodo de febrero-abril 2022 se obtuvo un total de 88 participantes cada una
con sus dos muestras (cérvix y saliva). Debido a la necesidad de tener al menos 30
pacientes con positividad a VPH, se decidi6é reclutar al menos el doble de pacientes
sospechosas provenientes de los respectivos centros, para poder alcanzar el tamafo de
muestra piloto. De las cuales 62 fueron del Hospital del nifio y la mujer y 26 muestras del

consultorio del Dr. Zermefio. (Figura 4.)

———

Total de
participantes

88

45 positivas a VPH 43 negativas a VPH

——

35 positivas a
genotipos

] 161833y58

10 positivas a
genotipo distinto

Expresion de E4

en

U cérvixy saliva

[ |
( ] Al
r \
18 expresaron 0 expresaron
E4 en cérvix E4 en saliva

17 negativas a E4
en cérvix

—

Figura 4. Flujograma de participantes en el estudio
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VPH NEGATIVAS

VPH POSITIVAS

TOTAL

(N=43) (N=45) (N=88) Valor de P
Edad ° | 38.0(10.3) 38.3(10.9) 38.2 (10.6) P=0.226 *
Tabagquismo
Si consume 11 (25.6%) 13 (28.9%) 24 (27.3%) P=0.727-
No consume 32 (74.4%) 32 (71.1%) 64 (72.7%) e
Consumo de tabaco
(';/:Znos de 10cigarros al | 1690 gop) 12 (92.3%) 22 (91.6%)
10 a 20 cigarros al dia 0 1(7.7%) 1(4.2%) P=0.712-
21 a 40 cigarros al dia 1(9.1%) 0 1 (4.2%)
Alcohol
Si consume 20 (46.5%) 23 (51.1%) 43 (48.9%) -
No consume 23 (53.5%) 22 (48.9%) 45 (51.1%) e

*t de student - Chi cuadrada ~ Wilkoxon
* media +/- desviacion estandar

Tabla 4. Datos descriptivos de la poblacion total del estudio

La media de edad de la poblacion total fue de 38.2 afios. Aquellas que resultaron
positivas a VPH, su media de edad fue de 38.3. Se obtuvieron datos sobre los habitos
perniciosos que presentaban las participantes, el 72.7% negd el consumo de tabaco
mientras que el 27.3% fue positivo a tabaquismo. EI consumo reportado mas frecuente
fue de menos de 10 cigarros al dia. Para el consumo de alcohol, el 51.1% neg6 su
consumo.

Mientras que para el grupo de pacientes negativas a VPH, el 74.4% neg6 el consumo de

tabaco al igual que el 53.5% para el habito de alcohol.
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VPH NEGATIVAS VPH POSITIVAS TOTAL

(N=43) (N=45) (N=88) Valor de P
Ultimo papanicolaou
Menos de 6 meses \ 34 (79.1%) 31(68.9%) 65 (73.9%)
Mas de 6 meses a 1 afio \ 1 (2.3%) 5(11.1%) 6(6.8%) P=0.237 -
Mas de 1 afio \ 8 (18.6%) 7 (15.6%) 15 (17%)
No reportado | 0(0%) 2 (4.4%) 2 (2.3%)
Inicio de vida sexual
Mediana \ 18.0 (12.0,33.0) 18.0(13.0,26.0) 18.0 (12.0,33.0) P=0.634 ~
NuUmero de parejas sexuales
De 1 a 3 parejas 31 (72.1%) 36 (80.0%) 67 (76.1%)
De 4 a 7 parejas 12 (27.9%) 7 (15.6%) 19 (21.6%) P=0.161-
De 8 a 10 parejas 0 (0%) 2 (4.4%) 2 (2.3%)
Diagnéstico previo
ASCUS 1 (2.3%) 0 (0%) 1(1.1%)
Cervicitis 0 (0%) 1(2.2%) 1(1.1%)
NIC 1 26 (60.5%) 30(66.7%) 56 (63.6%)
NIC 2 0 (0%) 1 (2.2%) 1(1.1%)
NIC 3 0 (0%) 1(2.2%) 1(1.1%)
Lesidn sospechosa por PO -
VPH 3 (7.0%) 6(13.3%) 9(10.2%)
No reportado 13 (30.2%) 6(13.3%) 19(21.6%)

*t de student - Chi cuadrada ~ Wilkoxon
ASCUS- células escamosas atipicas de significado indeterminado
Tabla 5. Variables descriptivas sobre factores de riesgo para infeccion por VPH

Se estudiaron las variables que son factores de riesgo para la infeccion, la cuales se
compararon para identificar si existen diferencias entre aquellas que fueron VPH

positivas vs VPH negativas.

Se obtuvieron los datos sobre los principales factores de riesgo para infeccion por VPH.
El 73.9% del total de la poblacién, informé que su ultimo papanicolau fue hace menos de
6 meses al momento del interrogatorio y el 17% tenian mas de un afio sin realizarlo. Al
momento del interrogatorio el 76.1% de las pacientes mencioné tener de 1 a 3 parejas

sexuales y unicamente el 2.3% entre 8 y 10 parejas sexuales durante su vida.
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Se recab0d el dato de diagndstico previo, del expediente clinico de las pacientes.
Observamos que el 63.6% del total de las pacientes presentaron neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) 1 y para NIC 2 y NIC 3, el 1.1%. Dentro del grupo de las pacientes que
resultaron positivas a VPH, de igual manera la mayoria , con un 66.7%, presento el
diagndstico previo de NIC 1.

El andlisis de las muestras se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia de la facultad
de medicina, el cual comenzo con la extraccion de ADN del total de las muestras
obtenidas (88) tanto de cérvix como de saliva. Posterior a esto, se realizé la cuantificacion
de ADN en el nanodrop con la finalidad de evaluar la concentracion y calidad de ADN.

Todas las muestras tuvieron buena concentracion y calidad.

Se continud con una PCR punto final de un gen constitutivo para evaluar calidad del ADN
y que no existieran inhibidores de la PCR. Como resultado de esto obtuvimos que todas

las muestras amplificaron. (Figura 5.)

100rP8 CP CN 001 002 003 004 O005S 006 007 ©008 009 010 011 012 013 014 015 016 100PB

100p8 CP 017 018 020 019 021 022 023

Figura 5. Imagen representativa de la amplificacion de la PCR punto final con gen
constitutivo.
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Posteriormente, se realiz6 la deteccion y genaotipificacion con el kit omega plex, el cual
se basa en la deteccion de genotipos de alto riesgo. Del total de las pacientes (88), 43
resultaron negativas y 45 positivas a VPH. En la tabla 4 y 5, se presentan las
caracteristicas descriptivas de ambos grupos, donde no se encontraron diferencias

significativas entre estos. (Figura 6.)

A)

Amplification

Cycles

B)

Amplification

Cycles

Figura 6. Imagenes representativas de la deteccion y genotipificacion de VPH de alto riesgo con el kit Q-Plex VPH de
Gene2Life

Como podemos observar en A) primera reaccion, se realizé la deteccion de los genotipos
16, 56 y 31, 35, 45, 51, 73, 82. En color rojo se muestra la amplificacion del control
positivo y en color verde la de las muestras. En B) segunda reaccién, en la cual se hizo
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la deteccion de los genotipos 54, 18 y 33, 39, 52, 58, 59, 68. En color rojo se muestra la

amplificacion del control positivo y en color azul la de las muestras.

De las 45 muestras positivas con VPH, se incluyeron Unicamente las muestras que
habian dado positivo para el pool que incluian los genotipos de interés del estudio (16,
18, y pool 33,58), obteniendo un total de 35 muestras. Descartando entonces aquellas

gue resultaron negativas a VPH y a genotipos distintos.

Genotipos Total 45
VPH 16 5(5.7%)

VPH 16+VPH 31 (pool)+VPH 33(pool) | 1(1.1%)

VPH 16+VPH 31 (pool) 1(1.1%)

VPH 18 8(9.1%)

VPH 31 (pool) 8(9.1%)

VPH 33 (pool) 18 (20.5%)

VPH 33 (pool)+VHP 31(pool) 1(1.1%)

VPH 56 2(2.3%)

VPH 56+ VPH 33(pool) 1(1.1%)

Tabla 6. Genotipos de alto riesgo en paciente que fueron positivas a VPH

En la tabla 6 se reporta el total de las muestras positivas a los diferentes genotipos de
alto riesgo. Donde se puede observar que el genotipo méas prevalente dentro de nuestra
poblacién fue el pool del genotipo 33 con un 20.5%, seguido del pool del genotipo 31 con

un 9.1% al igual que el genotipo 18 con un 9.1%.

Se continué trabajando con las 35 muestras para realizar la expresion de la proteina E4.
Comenzando nuevamente con la extraccion de ARN para cérvix se utilizé el kit de Qiagen

y en saliva utilizando el kit de Zymao.
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Posteriormente se hizo la cuantificacion de ARN obteniendo buena concentracion y
calidad de ARN. Después de esto se realizé ADNasa para eliminar en su totalidad ADN
y asegurarnos que solo estuviera el ARN presente. Una vez hecho esto, se procedio a

realizar la retro transcripcion para cuantificar finalmente el cADN.
A)

015 016 018 019 020 021 022 024 100PB

e e @ e G W—— . - ..

025 026 027 035 036 039 100PB

-

T e e . QI w——

B)

008 011 014 015 016 018 019 020

Figura 7. Imagenes representativas de amplificacion de la PCR cADN cérvix (A) y cADN saliva (B)
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Finalmente se realizo la expresion del ARN mensajero de E4 para VPH 16, 18, 33y 58
mediante PCR tiempo real. Se observé que 18 amplificaron en cérvix, siendo positivas a
la expresion de E4, asi mismo un grupo de 17 muestras no amplificaron. Como podemos
observar en la figura 9, se presenta un ejemplo del analisis de expresion del ARN
mensajero de E4. En rojo se muestra la amplificacion del control positivo al ciclo 31y en

verde la amplificacion de las muestras las cuales fueron positivas desde el ciclo 18.

A)

Amplification
T

RFU

24— — : —
0 10 20 30 40
Cycles

B ) Amplification

RFU

Cycles

Figura 8. Imagen representativa de la amplificacion del ARNm de E4 para VPH16

A) muestras de cérvix y B) muestras de saliva. En rojo se muestra la amplificacion del control
positivo a partir del ciclo 31 y en verde la amplificacion de las muestras a partir del ciclo 18.
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Figura 9. Imagenes de la amplificacion del ARNm de E4 para VPH 18.

A) muestras de cérvix y B) muestras de saliva. En rojo se muestra la amplificacion del
control positivo y en verde la amplificacion de las muestras.
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Figura 10. Imagen de la amplificacion del ARNm de E4 en cérvix para A) VPH 33, B) VPH 58.

En rojo se muestra la amplificacion del control positivo y en verde la amplificacion de
las muestras.
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Figura 11. Amplificacién del ARNm de E4 en saliva para VPH 33 y VPH 58.

En rojo se muestra la amplificacion de control positivo de VPH 33 y en rosa la amplificacion del
control positivo de VPH 58.
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Edad

Ultimo papanicolaou
Menos de 6 meses
Mas de 6 meses
menos de 1 afio

Mas de 1 afio

No reportado

Inicio de vida sexual

Mediana

Expresion
positiva de E4
en cérvix (18)

37.2 (10.5)

13 (72.2%)
1 (5.6%)

4 (22.2%)
0 (0%)

18.5 (15.0,26.0)

NuUmero de parejas sexuales

De 1 a 3 parejas

De 4 a 7 parejas

De 7 a 10 parejas
Tabaquismo

Si consume

No consume
Consumo de tabaco
Menos de 10 cigarros
al dia

10 a 20 cigarros al dia
21 a 40 cigarros al dia
Alcohol

Si consume

No consume
Diagnéstico previo
ASCUS

Cervicitis

NIC 1

NIC 2

NIC 3

Lesién sospechosa
por VPH

No reportado

*t de student

- Chi cuadrada

16 (88.9%)
2 (11.1%)
0 (0%)

5 (27.8%)
13 (72.2%)

0
0

11 (61.1%)
7 (38.9%)

0
0 (0%)
14 (77.8%)
1 (5.6%)
0 (0%)

1 (5.6%)
2 (11.1%)

" media +- desviacion estandar
Tabla 7. Amplificacion de la expresion de ARN mensajero de la proteina E4, en aquellas pacientes positivas a los
genotipos de interés (16,18,33 y 58)

~ Wilkoxon

Expresion
negativa de E4
en cérvix (17)

41.8 (11.7)

10 (58.8%)
4 (23.5%)

1 (5.9%)
2 (11.8%)

18.0 (13.0,26.0)

15 (88.2%)
1 (5.9%)
1 (5.9%)

4 (23.5%)
13 (76.5%)

10 (58.8%)

0
1 (5.9%)
11 (64.7%)
0 (0%)

1 (5.9%)

1 (5.9%)
3 (17.6%)

Total: 35

39.4 (11.2)

23 (65.7%)
5 (14.3%)

5 (14.3%)
2 (5.7%)

18.0
(13.0,26.0)

31 (88.6%)
3 (8.6%)
1 (2.9%)

9 (25.7%)
26 (74.3%)

0
0

18 (51.4%)
17 (48.6%)

0
1 (2.9%)
25 (71.4%)
1 (2.9%)
1 (2.9%)

2(5.7%)
5 (14.3%)

Valor de P

P=0.69 *

P=0.230

l

P=0.2619

P=0.512

P=0.74

P=0.61 -
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De las 18 muestras que amplificaron se puede observar que la media de edad fue de 37.
2 afios. De las cuales el 72.2% reportd que su Ultimo papanicolaou fue hace menos de 6

meses.

Para los factores de riesgo dentro de este grupo, el 88.9% indic6 que tenian de 1 a 3
parejas sexuales hasta el momento del interrogatorio. Dentro de los habitos perniciosos,
el 72.2% nego el consumo de tabaco, donde el consumo predilecto fue de 10 cigarros al

dia y de manera contraria el consumo de alcohol fue positivo en el 61.1%.

Para el diagnéstico previo que tenian las pacientes, la mayoria presentaba NIC 1. Dentro
del grupo de positivas para la amplificacion de la proteina E4, el 77.8% presentaba este

diagndstico. La minoria con un diagnostico de VPH y NIC 2.

Se realiz6 el analisis comparativo de ambos grupos, donde observamos que no hay

diferencias significativas.
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18. Discusion
El objetivo de este estudio era correlacionar la expresion del ARN mensajero de la
proteina E4 en cérvix y en saliva. Siendo estos dos sitios anatdmicos los que se ven
principalmente afectados por la infeccion de VPH y esto debido a su tropismo. Ademas
de tomar en cuenta que la infeccidén por este virus es una enfermedad de transmision
sexual por lo que las préacticas sexuales de riesgo son factores causales para poder

contraer VPH y presentarlos en ambos sitios.

Contrario a nuestra hipétesis, donde se apostaba encontrar la expresion en ambos sitios,
de 35 muestras Unicamente 18 amplificaron para la proteina E4 en cérvix. Lo que nos
hace cuestionar ¢,por qué en saliva ninguna muestra amplific6? Siendo que este sitio
anatémico cuenta con las caracteristicas ideales para poder presentar una infeccién por
VPH y ademas que se ha descrito la presencia del virus en cavidad oral teniendo un
papel etioldgico en el desarrollo de cancer oral. Nuestro estudio planteaba la posibilidad
de encontrar la proteina en E4 en cavidad oral como consecuencia de factores de riesgo
gue se describen en la literatura, los cuales estan enfocadas en las practicas sexuales
de riesgo, asi como el nimero de parejas sexuales y su prevalencia entre la poblacién

de adultos jévenes.

La interrogante del porque no amplific6 se inclina hacia el método de recoleccion
utilizado. El muestreo de saliva fue recolectando saliva en un frasco estéril, pidiéndolesa
las pacientes recolectar saliva en él, esto debido a la facilidad de muestreo que ofrecia
este método. Stankiewicz y cols,2012 menciona que los diversos métodos de muestreo
de cavidad oral incluyen el enjuague bucal con solucion salina, recolecta de saliva no
estimulada, hisopados y cepillados orofaringeos. Sin embargo, son meétodos de

recoleccion que no se encuentran estandarizados (41).

Seguido por el hecho de que verdaderamente no exista una infeccion en los dos sitios
anatémicos simultdneamente. Descartando asi, la posibilidad de tener un tamizaje
menos invasivo y con mayor facilidad de muestreo. Aun cuando la literatura ha

establecido el comportamiento sexual que incluyen multiples parejas sexuales y/o
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parejas sexuales con antecedente de infeccion por VPH y préacticas sexuales de riesgo

gue incluyen el sexo oral.

Guglielmo y cols. 2012, realizaron un estudio donde su objetivo era detectar la presencia
de VPH en boca y en cérvix. La toma de muestra en cavidad oral fue por medio de
hisopado con ayuda de cytobrush al igual que en cérvix. Como resultaron obtuvieron que
el 48.33% de su poblacion (60 pacientes) presentaba VPH en boca y el 73.3%
presentaba la infeccion en cérvix. Tipificaron las muestras y encontraron que el genotipo
mas prevalente fue el 6, el cual es de bajo riesgo seguido por el genotipo 11, y los
genotipos de alto riesgo 16,18 y 33, al igual que en nuestro estudio. Ellos sugieren que
la frecuencia de VPH es mas alta en cérvix debido a caracteristicas de la mucosa cervical
gue no comparte con la mucosa oral y a la vez discuten que la infeccion genital no sea

un factor predisponente para la infeccion oral (32).

En 2017, Cab-Sanchez y cols., publicaron un estudio con poblacion de Mérida, Yucatan,
México. Donde incluyeron 102 participantes entre 18 y 26 afos, sin patologia oral, con el
objetivo de conocer la epidemiologia del VPH oral. Se recolectaron muestras de
diferentes sitios en cavidad oral a manera de hisopado. El genotipo mas prevalente fue
el 13, dentro de su poblaciéon. Uno de los datos relevantes es que aquellos sujetos
positivos a VPH, en un periodo de 6 meses eliminaron la infeccion. Tomando este dato
gue es relevante para nuestro estudio, ya que una infeccidén puede resolver en un periodo
corto lo que nos hace inferir que el tiempo transcurrido entre diagnéstico y toma de
muestra es importante para observar o no la expresion de la proteina (42).

Ya que es una proteina que se encarga de alterar la red de citoqueratinas de las células
epiteliales, lo que conlleva a que se vuelvan un blanco facil para la liberacion del genoma
viral. Tomando en cuenta su expresion en etapas iniciales de la infeccion por VPH. Nos
lleva a pensar que las muestras de saliva no amplificaron para la expresion de E4

probablemente porque no se encontraban en un estado inicial o activo (43).

En cérvix, aquellas muestras que amplificaron, 14 de ellas presentaban el diagndstico de
NIC 1, previo a la toma de muestra para el estudio. Por lo que podemos inferir que se
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encontraban en un proceso activo de la infecciébn. En contraste con las que no
amplificaron en ceérvix, nos orienta a pensar que puede ser por una cantidad baja de
particulas virales, esto debido a que la infeccién podria estar entrando en una etapa de

latencia.

Entendiendo que una infeccion activa se da cuando el VPH infecta las células epiteliales
y asi el genoma viral se encuentra amplificando y a su vez formando nuevas particulas

virales que se alojan en los diferentes estratos del epitelio infectado (44).

Infiriendo que, a menor cantidad de particulas virales, el VPH probablemente se

encuentre entrando en un periodo de latenciay por lo tanto no se encuentre amplificando.

Hasta la fecha, pocos estudios se han realizado con el fin de emplear la proteina E4
como biomarcador de un proceso activo de VPH. Aunado a esto, no hay estudios que
plantearan la correlacion en ambos sitios anatémicos, buscando la expresion de la
proteina. La mayoria de los estudios relacionados muestran interés por E6 y E7, sin
embargo, creemos oportuno ampliar el panorama de las demas proteinas de este virus,

las cuales cada una toman papeles importantes en el ciclo viral.

En el afio 2007, se realiz6 un estudio cuyo objetivo era encontrar anticuerpos para E4 y
E7 del VPH, en soldados mexicanos. El tamafio de muestra fue de 288 pacientes
masculinos, a los cuales se les tomaron muestras de sangre y muestras del pene y uretra
distal con ayuda de un cytobrush. De sus resultados, los que son relevantes para
comparar con nuestro estudio, es el dato de que el 13 % (36/288) fueron positivos para
los anticuerpos E4. En nuestro estudio obtuvimos que el 51.42% fue positivo a la
expresion de E4 (45).

En el 2020, Leemnas y cols. Publicaron un estudio que busco la expresion de p15y de
E4 en biopsias cervicales. Su poblacion fueron 538 mujeres que acudieron a una clinica
de colposcopia en Barcelona, Espafa. De las cuales recabaron muestras cervicales a
manera de citologia. Ellos reportan haber encontrado la positividad de E4 en el 40% de

las muestras con un diagnoéstico de NIC1, disminuyendo hasta un 22% en NIC 2 y 3% en
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NIC3 y ausente en aquellas con cancer. Este estudio describe a NIC 1 y NIC 2 como
grupo de lesiones heterogéneas y complejas que se encuentran expresando E4 debido
a una infeccion activa por VPH. Comparando nuestros resultados con los resultados de
Leeman y cols 2020, podemos concordar en que la proteina E4 se esta expresando en
aquellas muestras con un diagnostico de NIC 1, tal cual fue nuestro caso (46).

Otro resultado que toma relevancia y que se encuentra relacionado con esta expresion
de la proteina, es el diagnostico previo con el que contaban las pacientes en su
expediente clinico antes de ingresar a nuestro estudio. La mayoria de nuestra poblacion
presentaba NIC 1. Sin embargo, llama la atencion que el 60.5% del total de nuestra
poblacion, aun con diagndéstico de NIC1, fueron negativas para la infeccion por VPH.

Xiangwei y cols., en el 2021 publicaron un estudio correlacionando las infecciones por
VPH de genotipos de alto riesgo, lesiones premalignas y cancer cervical. Dentro de sus
resultados, resulta interesante el dato de que aquellos con diagnéstico de NIC 1, el
59.73% resultd positivo. Aunque es la mayoria, podemos resaltar que el 40.27% negativo
para VPH aun sigue siendo un porcentaje alto, aun cuando contaban con un diagndstico
de NIC. Un dato que resulta igual a los resultados observados en nuestro estudio, en
cuanto al diagndstico previo con el que contaban las pacientes y la positividad a VPH
47).

Esto, nos hace inferir que el intervalo de tiempo entre el resultado anormal de la citologia
cervical y la toma de muestra para nuestro estudio probablemente fue el necesario para
gue el sistema inmune eliminara la infeccién. Se dice que aproximadamente el 90% de
las mujeres presenta una eliminacion de las infecciones por VPH, esto en un periodo de

tiempo entre 6 y 18 meses (48).

Un hallazgo importante del estudio fue la prevalencia de los genotipos de alto riesgo en
nuestra poblacién. (16,18,33 y 58). El 16 y 18 se encuentran ya establecidos como los
genotipos oncogeénicos mas prevalentes en diferentes poblaciones del mundo, incluida

la poblacion mexicana. Sin embargo, nuestra poblacion tuvo un alto porcentaje de la
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presencia del pool con el genotipo 33. Esto toma relevancia por que indica el cambio de

los genotipos de alto riesgo en nuestro estado, San Luis Potosi.

Revilla y cols., en el 2008 publicaron la prevalencia de los genotipos de alto riesgo
circulantes en San Luis Potosi y Guanajuato. Los cuales fueron el 16, 31,35,52, 18,33y
58. En una muestra de 442 mujeres con neoplasia intraepitelial cervical y carcinoma

invasor (49).

De la Rosa y cols. en el 2016, publicaron resultados en cuanto a la prevalencia de
genotipos de alto riesgo, en San Luis Potosi. Donde su tamafio muestral fue de 700
mujeres con diagnostico de ASCUS, lesiones de bajo grado, lesiones de alto grado o
cancer cervical invasivo. De las cuales el 67% resulto con deteccion de VPH, el 63% con
genotipos de alto riesgo de los cuales los mas prevalentes fue el 33 (33%), 16 (16.6%) ,
18 y 51 (6.7% cada uno) (50).

Acosta-Escalante y cols. en 2021, realizaron un estudio de prevalencia de genotipos en
la poblacion de Culiacan, Sinaloa (México), reportaron 56 pacientes con condilomas
acuminados en area genital, a las cuales se les tomo citologia cervical. Utilizando al igual
gue en nuestro estudio, pools para genotipos de alto riesgo. Como resultado ellos
obtuvieron que aquellos mas prevalentes fueron 31,33,35,52,58 con un 57.7 %, seguido
por el VPH 16 con un 42.3% (51).

Esto a su vez hace énfasis en las vacunas ya existentes en nuestro pais. La vacuna
bivalente y cuadrivalente (Gardasil), intervencion que fue efectiva para el control de la
infeccion por VPH. Ambas previenen la infeccién por genotipos 16 y 18. Sin embargo,
debido al cambio de genotipos prevalentes en la poblacién por zona geografica del pais,
las vacunes antes mencionadas no son suficientes para el resto de los genotipos de alto
riesgo. En la actualidad, la vacuna 9va Valente, que incluye los genotipos 31/33/45/52/58,

ya se encuentra en México (52).
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Cabe resaltar la importancia de vigilar las variaciones de genotipos no vacunales que se
presentan en las distintas regiones geograficas de nuestro pais y establecer medidas
preventivas con el fin de reducir la incidencia de cancer cervicouterino. Ademas, seria
interesante estudiar los cambios epidemiol6gicos del VPH y el impacto de la vacunacion

en diferentes poblaciones del pais.

Aunque nuestro estudio no estaba disefiado para determinar los factores de riesgo como
tabaco y alcohol, ya que no contdbamos con el tamafio muestral ideal. Pudimos observar
gue en nuestra poblacién no tomé relevancia ya que la mayoria negoé el consumo. Sin
embargo, la literatura enlista estos habitos perniciosos como factores de riesgo para la

progresién a cancer.

Ademas, es importante mencionar que no se puede descartar que exista un sesgo de
memoria el cual es comun cuando se recolecta la informacién mediante un cuestionario,
como fue nuestro caso. En cuanto a la variable de nimero de parejas sexuales también

se pudo ver sesgada de igual manera.
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18.1 Limitaciones del estudio
Es importante tomar en cuenta las limitaciones del estudio, comenzando con que el
estudio se inicio en plena era COVID-19, lo cual retrasé la recoleccion de muestras como

se tenia contemplado en el plan de trabajo

Hacer énfasis en que las tomas de muestra de cérvix son operador dependiente, asi

como la toma de muestra de saliva.

Esto a manera de perspectiva puede ser estandarizada, con el fin de realizar un
comparativo entre la calidad y cantidad del material genético recolectada entre cada

técnica.
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18.2 Fortalezas del estudio
Finalmente, a pesar de que los resultados no fueron los esperados, en cuanto a la
expresion de la proteina E4 en ambos sitios anatomicos, nuestros resultados contribuyen
a la importancia de seguir investigando la proteina E4 como biomarcador en infecciones
activas de VPH, lo que nos lleva a tener la posibilidad de realizar un diagnéstico en
etapas tempranas.

Lo ideal seria incluir pacientes con los diferentes diagndsticos para observar las
diferencias de la expresion de E4 y donde podriamos encontrar mayor cantidad de

particulas virales.

Otro resultado favorable del estudio es el resultado que se obtuvo sobre la prevalencia
de los genotipos de alto riesgo distintos a los ya reportados.

Se contd con un equipo altamente capacitado para la elaboracion de este protocolo, asi

como para el andlisis de las muestras

18.3 Perspectivas
Derivado de los cambios en los genotipos de alto riesgo en nuestra poblacién, es
necesario calcular tamafios muestrales adecuados para corroborar si la expresion de E4

puede cambiar dependiendo de la etapa de infeccion o lesion cervical.
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19. Conclusiones
Se observaron muestras en cérvix que expresaron la proteina E4 en un 51.42%, contrario
a las muestras de saliva, las cuales en su totalidad resultaron negativas para su
expresion. Por lo tanto, no pudimos correlacionar la expresion de ambos sitios

anatomicos de las pacientes que resultaron positivas a infeccion por VPH.
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21. Anexos

211 Consentimiento Informado

FACULTAD DE
MEDICINA
UASLP

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION TITULADO:

“Correlacion de los niveles de expresion de la proteina E4 en saliva y cérvix en
pacientes con infeccion por Virus Papiloma Humano genotipos de alto riesgo.

Estudio Piloto Multicéntrico.”
Lugar y Fecha: San Luis Potosi, S.L.P. A de de 2022

Numero de registro: SLP/ 06 2021

Estimado C. , €l Hospital del Nifio y la Mujer “Dr. Alberto Lépez Hermoso” ”, la
Comision de Bioética de San Luis Potosi, secretaria de servicios de salud (SSA) y la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (UASLP), a través
de la Maestria en Ciencias en Investigacion Clinica, estan realizando un protocolo de
investigacion titulado “Correlacion de los niveles expresados de la proteina E4 en saliva
y cérvix en pacientes con infeccion por VPH genotipos de altos riesgo. Estudio Piloto
Multicéntrico.” Y para ello queremos pedirle su participaciéon en el proyecto de
investigacion que incluird mujeres adultas a partir de los 18 afios, las cuales presenten
lesion en el cuello de la matriz (cérvix) por VPH o (el diagnostico de VPH en el cuello de

la matriz).

En este estudio se incluirdn 30 pacientes con infeccion por VPH durante el afio

a partir de su aprobacién y se realizara en el servicio de Ginecologia del Hospital del
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Nifio y la Mujer “Dr. Alberto Lopez Hermosa.” Y en la consulta privada del Dr. José

Zermeno Nava, ubicado en: De Las Ciencias 110b, Universitaria, San Luis Potosi,S.L.P.

Este protocolo tiene como objetivo determinar la presencia de la proteina E4, la cual se
encuentra presente en el del Virus Papiloma Humano, especificamente el tipo 16, el cual
esta relacionado a cancer. Y asi poder relacionar los niveles tanto del cuello de la matriz

(cérvix) como en saliva, de la paciente.

En este documento se le proporcionara informacién detallada acerca del procedimiento,
posibles riesgos y/o beneficios. Es necesario que entienda en que consiste su
participacion y que la informacién sea clara, para firmar este documento. Siéntase con la

libertad de preguntar si tiene dudas acerca del proceso, para ayudarle a resolverlas.
Informacién para el paciente

Su patrticipacion contribuird al estudio de los niveles de la proteina del virus, presentes
en saliva y el cuello de la matriz para asi relacionarlos, lo cual podria permitir en un
estudio futuro establecer el uso de esta proteina para detectar la infeccion en etapas mas

tempranas.
Procedimientos a los que se sometera la paciente
Si usted acepta participar en este estudio, el procedimiento sera el siguiente:

1. Se tomaran datos generales de su historia clinica, como nombre completo, edad
y diagndstico.

Se realizara un interrogatorio para conocer posibles factores de riesgo.

3. Se tomara una muestra del cuello de la matriz, la cual consiste en tomar una
citologia (con ayuda de un cepillo desechable se obtendran células que
posteriormente se analizaran en el microscopio) del cuello del cérvix (como un
Papanicolaou)

4. Posteriormente se realizard una muestra de la boca, recolectando saliva en un frasco
estéril.Se analizardn las muestras, mediante una técnica de biologia molecular
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conocida como PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para conocer el tipo

de Virus Papiloma Humano presente e identificar la proteina.

5. Se analizara también con la misma técnica de biologia molecular para determinar

la presencia de la proteina E4.

Su participacion en este estudio de investigacion es completamente voluntaria y si usted
acepta participar, le pediremos que lea cuidadosamente el presente documento de
consentimiento informado y que haga todas las preguntas necesarias al médico
investigador responsable, (C.D.P.B. CELINA GARCIA RAMOS), para que puedan

resolver sus dudas.

Cuando ya no tenga alguna duda con respecto a lo que se hard en este estudio le
pediremos que firme su aceptacién de participar al final de este documento, y le

pediremos nos proporcione informacion general.
Posibles beneficios al participar en el estudio

Si usted acepta participar en el estudio, los beneficios no seran inmediatos, pero
contribuira para un estudio futuro, poder detectar la infeccion por VPH basado en la
presencia de la proteina EA4.

En el caso de las pacientes de la consulta del Dr. Zermefio, se realizara un seguimiento

a los 6 meses y al afio.
Riesgos y molestias

Los riesgos en este estudio son minimos. En el momento de la toma de muestra en cérvix
podra sentir una ligera molestia momentanea. Y respecto a la muestra de la boca, podra

sentir un ligero reflejo nauseoso y/o molestia momentanea.

Sin embargo, en el remoto caso de que sintiera alguna otra molestia generada por la
investigacion, es necesario notificarla inmediatamente para proporcionarle la atencion

necesaria, la cual no generara algun costo para usted.
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Cabe mencionar que usted no recibira ningun pago por participar en el estudio y se le

entregara una copia del presente documento de consentimiento informado.

Confidencialidad

La informacion personal y medica obtenida de usted en este estudio es de caracter
confidencial y sera utilizada unicamente por el equipo de investigacion de este proyecto
para analizar y complementar los resultados obtenidos y no estara disponible para ningun
otro proposito. Esta informacion se conjuntara con la de otros participantes para realizar
el presente estudio.

Si usted asi lo decide los investigadores responsables de este estudio le podran informar
a su médico tratante que usted ha aceptado participar en este estudio, para que la

informacion que se obtenga sea incluida en su expediente clinico.

Los resultados de este estudio se presentaran de forma anonima, pero podran ser
publicados con fines cientificos en revistas relacionadas con el area de la salud. También,
podran ser presentados en reuniones cientificas (congresos), para presentar informaciéon

relevante con su patologia.

De acuerdo con la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
Sujetos Obligados y a la Ley de Proteccién de Datos Personales del estado de San Luis
Potosi, sus datos personales no podran tratarse, transferirse o utilizarse para fines no

descritos expresamente en este documento.

Participacion o retiro

Su participacién es completamente voluntaria esta en la libertad de negarse a participar

en este estudio de investigacion; si usted asi lo decide y sin necesidad de dar ninguna
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explicacion, podra revocar o anular el consentimiento que ahora firma. Su decision de
participar o no, no afectara de ninguna forma el trato médico que reciba en la institucion
para su enfermedad. Si decide terminar su participacion en este estudio, debera

comunicar su decision.

Informacion sobre resultados
Contacto

Si usted tiene alguna pregunta, comentario o aclaraciones acerca de su participacion en

este estudio, puede comunicarse con el investigador responsable del estudio:
C.D.P.B. Celina Garcia Ramos

Alumna de la Maestria en Ciencias en Investigacion Clinica de la Facultad de Medicina

de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Av. Dr. Manuel Nava No. 2, Zona Universitaria San Luis Potosi, S.L.P., México, C.P.
78290

e-mail: A324743@alumnos.uaslp.mx

D. en C. Ursula Fabiola Medina Moreno

Maestria en Ciencias en Investigacion clinica. Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi.

e-mail: ursula.medina@uaslp.mx

NUmero telefénico: 444 826 2342 EXT.6688
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Cuando ya no tenga dudas de su participacion, y si acepta colaborar con nosotros, le

pediré que por favor marque una X en el recuadro de abajo.
L1 si, quiero participar
No, quiero participar
Si decide patrticipar, favor de marcar con una X en el cuadro, si:
He leido el contenido de esta carta de consentimiento informado

Se me ha explicado de forma clara este documento y las implicaciones del estudio. Se
me ha dado una copia de este documento.
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Revocacién del Consentimiento Informado

San Luis Potosi, S.L.P. A

Yo, , deseo retirar mi participacion del presente protocolo

titulado “Correlacion de los niveles de expresion de la proteina E4 en saliva y cérvix en

pacientes con infeccion por Virus Papiloma Humano genotipos de alto riesgo. ”

Nombre completo y firma del paciente Nombre completo y firma del testigo
C.D.E.P.B.Celina Garcia Ramos D.en C. Ursula Fabiola Medina Moreno
Investigador Principal Investigador del protocolo
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21.2  Aviso de privacidad
En base a la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los
Particulares Capitulo 1l de los Principios de Proteccion de Datos Personales articulo 15y

16 ley publicada en el diario oficial de la federacion el 5 de julio de 2010.

Por favor lea cuidadosamente y de forma responsable, la proteccion de sus datos
personales.

Para efecto de recibir todo tipo de notificaciones con respecto a los derechos de acceso,
rectificacion, cancelacion, oposicién o revocacion contenidos VII, VIl y IX del presente

aviso de privacidad, se le proporciona los siguientes datos de contacto:

Titulo del estudio: “Correlacion de los niveles de expresion de la proteina E4 en saliva
y Cérvix en pacientes con Virus Papiloma Humano genotipos de alto riesgo. Estudio Piloto

multicéntrico.”

Investigadores responsables: C.D.P.B. Celina Garcia Ramos y D. En C. Ursula Fabiola
Medina Moreno

Teléfono: 444 826 2342 EXT. 6688

E-mail: A324743@alumnos.uaslp.mx y ursula.medina@uaslp.mx

Informacién que se le solicitara:

Su informacion personal @ utilizada con la finalidad de determinar la presencia de la

proteina E4, la cual se encuentra en la estructura proteica del Virus Papiloma Humano,
especificamente en los tipos de alto riesgo, el cual esta estrechamente relacionados a
neoplasias malignas. Y asi poder asociar los niveles tanto del cuello de la matriz como

en saliva, de la paciente.

Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacion que colabora en este
estudio se compromete a que todos los datos proporcionados por usted sean tratados

bajo medidas de seguridad y garantizando siempre su confidencialidad.
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Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asimde
oponerse al manejo de estos o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal

fin.

Ademas del investigador principal, le aclaramos que la informacion de sus datos
personales puede ser compartida y manejada por personas distintas a esta institucion,
solamente con fines del proyecto de investigacion, de ser necesario puede llegar a ser
compartida con los Investigadores de este equipo de estudio con la finalidad de difundir
algunos de los datos recabados durante la investigacion en medios de divulgacion
cientifica nacionales o extranjeros, manteniendo siempre andénimos sus datos

personales.
Declaracion de conformidad:

Si usted no manifiesta oposicion para que sus datos personales se compartan con las
instancias mencionadas, se entendera gue ha otorgado su consentimiento para ello.
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21.3 Hoja de Recoleccién de datos.

Ficha Identificacién

Numero de Expediente
Nombre de la paciente
Edad

Fecha de nacimiento

Antecedentes Gineco-obstétricos

- Ultimo papanicolaou (citologia cervical) :

- Edad en que inicio su vida sexual:

- Numero de parejas sexuales:

Toxicomanias

- Ingesta de bebidas alcohdlicas de manera social: si

no

- Tabaco: (Consumo de cigarros al dia)
Menos de 10:
10-20:
21-40:
Mas de 41:

Diagnéstico (expediente clinico y llenado por el médico)

- Diagnostico clinico actual:

- Presencia de lesiones por VPH: si no

Tamizaje y genotipificacion del VPH (posterior al andlisis de las muestras)

PCR MUESTRA CERVICAL
PCR MUESTRA DE SALIVA
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21.4

Cronograma de actividades

Marzo
-Julio
2020

Nov-Dic
2020

Marzo 2021-
Octubre 2021

Enero-

Marzo
2022

Marzo 2022-
Diciembre
2023

Octubre 2023
Enero 2024

Enero 2024

Elaboracion
del protocolo

Presentacion
ante el
comité

académico
de la MCIC

Presentacion
ante el
comité de
ética del
instituto

Recoleccion
de muestras

Andlisis de
las muestras
en el
Laboratorio
de
Microbiologia

Interpretacion
de los datos
obtenidos y

analisis
estadistico

Presentacion
de los
resultados
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21.12 Manual Operativo
“Correlacién de los niveles de expresion de la proteina E4 en saliva y cérvix en
pacientes con infeccion por Virus Papiloma Humano (VPH) genotipos de alto riesgo.
Estudio Piloto Multicéntrico.”
Equipos que se utilizaran:

- Termociclador Labnet International TC9610 MultiGene OptiMax Thermal Cycler,
115V

- Fotodocumentador Axygen Gel Documentation System

- Termociclador tiempo real modelo CFX96 marca Bio rad

- Nanodrop One de Thermofisher Scientific, espectrofotometro

Toma de muestra de cérvix:

Se colocaré a la paciente en posicion de litotomia y se colocara el espejo vaginal.

La toma del canal cervical o zona de transformacion sera con cytobrush

Se colocaré el cytobrush en un frasco estéril con Preservcyt, previamente etiquetado.

*La muestra de cérvix serd tomada por la Dra. Olimpia Porras en el Hospital del Nifio y
la Mujer, y por el Dr. José Zermefio en el consultorio privado.

Toma de muestra de saliva:

- Pedir a la paciente realizar movimientos de la lengua para estimular la produccion de
saliva

- Recolectar la saliva que se va acumulando en un frasco estéril hasta conseguir 2mL.
* La muestra de saliva sera tomada por la tesista, Celina Garcia Ramos.
Manejo de la muestra

Ambas muestras seran transportadas en hieleras con geles congelantes desde el
Hospital y/o del consultorio privado hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Medicina de la UASLP, donde se hara el procesado.

Se haran alicuotas de 200 ul y una vez etiquetadas se almacenaran a -80C.
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Procesado de las muestras:

Método de extraccién de ADN

A los 200 ul de la alicuota, agregar:

-500 ul de Buffer de lisis
-50 ul de SDS al 10%
-20 ul de proteinasa K

Vortex 30 segundos

Incubar a 55 C /90°800rpm

Anadir 199.2 ml de NaCl y mezclar por inversién manual

Centrifugar a 13200 rpm por 15 minutos

Recolectar el sobrenadante en tubo eppendorf de 1.5 ml estéril y etiquetado
Afadir 760U ul de Isopropanol concentrado, frio (almacenado a -20 C). Mezclar
por inversion manual

Reposar a -20 C toda la noche

Centrifugar a 1320 rpm/10 min. Desechar el sobrenadante por decantacion y secar
la pastilla (DNA), invertido el tubo sobre papel absorbente por 5 minutos.

Lavado. Agregar 500ul de etanol al 70% en agua desionizada estéril. Mezclar por
inversion manual.

Centrifugar a 10000 rpm/10 min. Desechar el sobrenadante por decantacion y
secar la pastilla (DNA), invertido el tubo sobre papel absorbente estéril hasta
sequedad total. (15 a 20 minutos)

Re suspender el DNA en 50 ul de TE. Almacenar en refrigeracion (2 a 8 C) para
realizar PCR.

Calidad y concentracién de ADN

Se realizara mediante el método de absorbancia, con el Nanodrop One de
ThermoFisher Scientific, Espectrofotometro

Marcando la absorbancia en una relacion 260/280 y siendo el rango ideal entre
1.7y2.

96



Tamizaje para VPH
e Se realiz6 mediante PCR tiempo real, utilizando el kit Omega Plex de Genes2life
e Utilizando el termociclador tiempo real modelo CFX96 marca Biorad

e Realizar la preparacion de reaccion de PCR

Componente Volumen /rxn
Buffer omega 5x 4UL
Agua libre de nucleasas 6UL
Primer Mix 4UL
Enzima Omegataq 1Ul
Templado 5UL
Volumen total 20UI

e Preparando una mezcla de reaccion utilizando omega VPH1 primer mix, y otra
independiente con omega VPH2 primer mix.

e Mezclar los componentes de la reaccion de PCR . Homogenizar suavemente con
una micropipeta y centrifugar 5 segundos para colectar la mezcla preparada en el
fondo del tubo.

e Dispensar 15UL EN CADA UNO DE LOS POZOZ O TUBOS A UTILIZAR.

e Agregar 5 UL de agua libre de nucleasas a la reaccion destinada al control
negativo

e Hay que asegurar que cada muestra tenga 1 reaccion correspondiente a omega
VPH1 primer mix y otra de VPH2 primer mix

e Preparar los controles positivos

e Se programa el termociclador:

Ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacion inicial 2 minutos 95C
45 Desnaturalizacion 10 segundos 95C
Alineamiento /Extension 35 segundos 58 C

(lectura de datos)
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Genotipificacién

e Se realizara mediante PCR tiempo real, utilizando el Kit OmegaPlex de

Genes2Life

e Enel Termociclador tiempo real modelo CFX96 marca Bio rad

Expresion del ARN mensajero de E4

e Se realizara mediante PCR tiempo real.

e Termociclador tiempo real modelo CFX96 marca Bio rad

e Realizando la extraccion de ARN, utilizando el Kit Quick-DNA/RNA Pathogen
miniprep

e Transcripcidn reversa para obtener CADN

e Andlisis del transcrito por el método de cuantificacion relativa
Extraccion de ARN con Kit Quick-DNA/RNA Pathogen miniprep

- Preparar la solucion de buffer agregando betamercaptoetanol al 0.5%

- Agregar 250 Ul — 500 UL betamercaptoetanol por 50 ml o 100 ml de DNA/RNA
pahogen buffer, respectivamente.

- Agregar 24 ml de etanol al 100% a 6ml de concentrado buffer de enjuague

- Agregar 260 UL de proteinasa K

- Agitar en vortex

- Purificacion del DNA/RNA

- Agregar 800 UL de buffer pathogen a cada 400 UL de muestra

- Mezclar

- Transferir la mezcla a columna de Zymo-Spin en un tubo recolector y centrifugar

- Descartar el sobrenadante

- Agregar 500 UL de buffer a la columna y centrifugar, tirar el sobrenadante (repetir
este paso)

- Agregar 500 UL de etanol (95-100%) a la columna y centrifugar por 1 minuto para

asegurar la remocién de cualquier residuo de etanol.
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Descartar el tubo recolector y cuidadosamente transferir la columna a un nuevo

tubo.
Para elucion de DNA/RNA, agregar 50 UL agua libre de nucleasas a la columna y

centrifugar.
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21.13 Kit Genotipificacién VPH

GENES2LIFE SA Pl DE CV

/\) —REC GEN130720FB9

GENESZLIFE EUQUERIO GUERRERO # 278.
pheve COL. TABACHINES, CP. 36615.
IRAPUATO, GUANAJUATO. MEXICO
01 (4626352718

Por este conducto me permito presentar a su amable consideracién la siguiente cotizacion:
ATENCION: DRA. SOFIA BERNAL SILVA

UNIVERSIDAD AUNTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

COTIZACION

382

29/09/2021

PARTIDA | CANTIDAD DESCRIPCION DEL ARTICULO NO. CATALOGO

PRECIO

UNITARIO gori

QPlex VPH.
KIT PARA LA DETECCION Y TIPIFICACION
DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO. ES
UN SISTEMA DE DOS REACCIONES POR
PRUEBA RXN 1
CONTROL ENDOGENO (HEX)
VPH 16 (Q670)
VPH 18. (CFR610)
VPH 4551,73,8231,35 (FAM)
1 1 i G2LOVPH-01
CONTROL ENDOGENO (HEX)
VPH 54 (Q670)
VPH 56. (CFR610)

VPH 33,52,58,39,59,68 (FAM), EL KIT EN
MENCION CUENTA CON LOS CONTROLES
Y REACTIVOS NECESARIOS PARA 100
PRUEBAS.

MARCA: GENES2LIFE
RUO

20,800.00 | $ 20,800.00

TIEMPO DE ENTREGA

SUB-TOTAL $ 20,800.00
IVA § 3,328.00
SUBTOTAL $ 24,128.00

ATENTAMENTE

Dr. OCTAVIO GARCIA
Director General
octavio@tdoligo.com

DATOS BANCARIOS

En caso de vernos favorecidos con su pedido, favor de confirmar la aprobacion de esta
cotizacion al correo: genes2life@grupot.xyz

A PARA 0D PEDIDO
Razén social: GENES2LIFE SA PI DE CV

RFC: GEN 130729FB9
Direccion fiscal: EUQUERIO GUERRERO # 278, COL. TABACHINES, CP. 36615.

BANCTU DELCBAITO
17265976
030210900009222655
GUANAJUATO
11001
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21.14 TagGold

Protocol Pub. No. MAN0009863 Rev. A.0

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase

Catalog Number Size
N808-0240 AmpliTaq Gold®” with Buffer I 250 Units
N808-0241 AmpliTaq Gold® with Buffer I 250 Units

=3 Pack
Contents

Storage
Conditions

4311806 AmpliTaq Gold® with Gold Buffer 250 Units
0 Kit Contents

= Store all contents at -20°C.

= Template: cDNA, gDNA, ADNA

= 10 mM dNTP mix (Cat. no. 18427-088)

= Forward and reverse gene-specific primers

= Autoclaved, distilled water

= E-Gel® General Purpose Gels, 1.2% (Cat. no. G5018-01)
= TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Cat. no. 10488-085)

= 0.2 or 0.5-mL nuclease-free microcentrifuge tubes

Required
=% Materials

Timing Varies depending on amplicon length

Selection
Guide

PCR Enzymes and Master Mixes
Go online to view related products.

= AmpliTaq Gold" is derived from recombinant, thermostable,
94 kDa DNA polymerase, encoded by a modified form of the
Thermus aquaticus DNA polymerase gene. It is available with
3 different buffers, which provide preferred pH and ionic
strength for PCR amplification reactions.
= With AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Hot Start and Time
Release PCR can be introduced into existing amplification
systems by modifying cycling parameters or reaction
conditions for increased specificity, sensitivity, and yield.
AmpliTaq Gold" is provided in an inactive state and can
be completely or partially activated in a pre-PCR heat
step, allowing flexibility and assembly of reactions at room
temperature.
Take precautions to avoid cross-contamination by using
aerosol-resistant barrier tips and analyzing PCR products in
a separate area from PCR assembly.
Important = If the samples contain EDTA or other chelators, raise the
== Guidelines MgCl, concentration in the reaction mix proportionately.
If proteases are present in the sample DNA (e.g. impure
genomic DNA), inactivate the proteases by heating samples
to 95°C for 5 minutes before adding AmpliTaq Gold®.
: Visit our product page for additional e
@ Online information and protocols. For support, .,
Resources visit www.lifetechnologies.com/support.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

iy Product
&4 Description

applied
biosystems
Enzyme Characteristics on Lafe motges
Hot-start: Chemical
Length: Up to5kb
Fidelity vs. Tag: 1X
Format: Separate components
PCR Reaction Setup

Use the measurements below to prepare your PCR experiment, or enter your own
parameters in the column provided.

Autoclaved, distilled

Ly to25uL to 50 pL to pL -

10X PCR Buffer I, II, or

Gold Buffer 25pL 50l ul. ix

10 mM dNTP Mix* 0.5-5.0 uL 1.0 uL jus 0.2mM
25 mM MgCL* 1.5pL 3.0puL jun 1.5mM
10 uM forward primer 0.5puL 1.0 uL uL 0.2uM
10 pM reverse primer 0.5pL 1.0 uL uL 02uM
Template DNA varies varies <1pg/rxn
AmpliTaq Gold® DNA 125U/
Polymerase (5 U/pL) WSl || 0k ML | 0L rxn

*Substituting dUTP for dTTP to control PCR product carryover may require higher
concentrations of dUTP (typically twice that of any other dNTP) for optimal amplification.
** Use MgCl, with Buffer Il or Gold only. Buffer I already contains Mg.

PCR Protocol

@) See page 2 to view a procedure for preparing and running your PCR
experiment.

Optimization Strategies
€ Refer to the pop-up for guidelines to optimize your PCR reactions.

© Limited Warranty, Disclaimer,
and Licensing Information o

technologies™
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21.15 Inserto Kit Omega Plex
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Indicaciones de uso
Deteccién de los serotipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54,
56, 58, 59, 68, 73, 82.

Uso exclusivo en investigacion cientifica

Serotipos detectados por Q-Plex VPH

Los serotipos que son detectados dentro del kit son:
Alfapapilomavirus 5 (HPV 51, 82)

Alfapapilomavirus 6 (HPV 56)

Alfapapilomavirus 7 (HPV 18, 389, 45, 59, 68),
Alfapapilomavirus 9 (HPV 16, 31, 33, 35, 52, 58],
Alfapapilomavirus 11 (HPV 73)

Alfapapilomavirus 13 (HPV 54)

Estos serotipos se encuentran distribuidos en dos reacciones que se pueden
correr de manera simulténea.

Todos los serotipos mencionados presentan el riesgo de establecer
infecciones cronicas. En ello recae la importancia de clasificar el serotipo de
VVPH presente, asi como monitorear el progreso de la infeccion.

Con tal objetivo en mente se diserio Q-Plex VPH, un kit que permite la deteccion
de 16 serotipos del Virus del Papiloma Humano, dividido en dos reacciones
cuédruplex, con los reactivos necesarios para procesar 100 pruebas. Ademaéas
de ello, permite la identificacion de algunos serotipos del virus, clasificandolos
en:

En la primera reaccion multiplex se detectan los serotipos:16 (Quasar 670),
56 (Cal Fluor Red 610) y 31, 35, 45, 51, 73, 82 (FAM), ademas cuenta con
un control endégeno de DNA marcado en HEX. En la segunda reaccion
multiplex se detectan los serotipos: 54 (Quasar 670), 18 [Cal Fluor Red 610)
y 33, 39, 52, 58, 59, 68 [FAM), de igual manera cuenta con un control
endogeno de DNA marcado en HEX.

La muestra a evaluar seréa ADN extraido que puede ser obtenido a partir de
una muestra de tejido mediante el uso de un kit de extraccion y purificacion de
acidos nucleicos. Esta muestra puede ser tomada por un ginecélogo usando
un espeéculo, y un cepillo o hisopo con el cuél se tomaran células del cérvix.

Pagina | 3
M1IG2LOP
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2. PROTOCOLO

2.1. Descongelar los Primer Mix [Q-VPH1 Primer Mix y Q-VPH2 Primer Mix],
asi como el Buffer 5X, la Enzima, y el Agua libre de nucleasas.

2.2. Mantener los reactivos en una gradilla fria (2 - 8 °C) durante el tiempo
gue dure la preparacion de la reaccion de PCR.

2.3. Realizar los célculos correspondientes al nimero de reacciones
necesarias. El nimero de reacciones a preparar seré igual al nGmero de
muestras a analizar, més dos reacciones que serén utilizadas para el
control positivo, negativo y las reacciones de exceso. Por cada 10
reacciones que se preparen, se recomienda agregar una reaccion de
exceso para compensar la pérdida de volumen por adsorcion en
superficies. Tome como referencia los valores mostrados en ls Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de reaccion de PCR

Componenta Volumen/rxn
Buffer Omega 5X 4l
Agua libre de nucleasas 6 pL
Primer Mix 4 L
Enzima OmegaTag 1pL
Templado (No agregar) SpL
Volumen total 20 pL

Preparar una mezcla de reaccion utilizando Q-VPH1 Primer Mix, y otra independiente
con Q-VPHZ2 Primer Mix. El nimero de reacciones a preparar es el mismo para ambaos
Primer Mix.

2.4. Mezclar los componentes de la reaccion de PCR, en el siguiente orden:
Buffer Omega 5X, Agua libre de nucleasas, Primer Mix [el
correspondiente & la reaccion preparada) y finalmente Enzima.
Homogenizar suavemente con una micropipeta y centrifugue 5 segundos
para colectar la mezcla preparada en el fondo del tubo. Dispensar 15 pL
en cada uno de los pozos o tubos a utilizar. Antes de dejar el érea de
preparacion de reacciones, agregar 5 plL de Agua libre de nucleasas a la
reaccion destinada al control negativo.

2.5. Llevar las reacciones al érea destinada para la adicion de muestras y
agregue 5 plL de muestra a cada reaccion. Asegurar de que cada
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muestra tenga 1 reaccion correspondiente a Q-VPH1 Primer Mix y otra
de QVPH2 Primer Mix, ya que de lo contario no podré anslizar los
resultados del ensayo.

2.6. Finalmente, para preparar los controles positivas, agregar 5 pL del C-Q-
VPH-1 control a una reaccion preparada con Q-VPH1 Primer Mix. y 5 pL
de C-Q-VPH-2 control a una reaccion preparada con Q-VPH2 Primer Mix.

2.7. Una vez preparadas las reacciones, programar en el termociclador el
protocolo indicado en la Table 2.

Tabla 2. Protocolo de termaciclado para el kit Q-Plex VPH

Ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacion inicial 2 minutos 95°C
Desnaturalizacion 10 segundos 95°C

45 Alineamiento/extension
(lectura de datos)

La toma de datos debe ser llevada a cabo durante el paso de extension
(66°C). Se deben usar los canales correspondientes a FAM, HEX, Cal Fluor
Red 610, y Quasar 670. El protocolo es el mismo para ambas reacciones.

35 segundos 58°C

104



21.16 Inserto Kit Extraccién ARN cérvix

July 2020

QIAamp® Viral RNA
Mini Handbook

For purification of viral RNA
from plasma, serum, cell-free
body fluids, and culture

supernatants
0800
[Ulslelals)
— Sample to Insight QIAGEN —
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Kit Contents

QlAamp Viral RNA Mini Kit (50) (250)
Catalog no. 52904 52906
No. of preps 50 250
QlAamp Mini Spin Columns 50 250
Collection Tubes 2 ml) 150 750
Buffer AVL* 31 ml 155 ml
Buffer AW1* (concentrate) 19 ml 98 ml
Buffer AW2' (concentrate) 13 ml 66 ml
Buffer AVE? 3x2ml 20 mi
Carrier RNA (poly A) 310 pg 1550 pg

* Contains chaofropic salt, which is an irritant. Not compatible with disinfecting reagents that contain bleach. See
page 6 for safety information.
' Contains sodium azide as a preservative.

QlAamp Viral RNA
Mini Spin Procedure

QlAamp Viral RNA
Mini Vacuum Procedure

Sample Sample

%
Lyse W
Y

=2 —]

Bind

Preparation of reagents

Add Buffer AVE o the tube containing lyophilized carrier RNA to obtain a solution of 1 pg/pl
fi.e., add 310 pl Buffer AVE to 310 pg lyophilized carrier RNA, or 1550 pl Buffer AVE to
1550 pg lyophilized carrier RNA; check the tube label for content]. Dissolve the carrier RNA
thoroughly, divide it into conveniently sized aliquots, and store it at 30 to ~15°C. Do not
freeze-thaw the aliquots of carrier RNA more than 3 times.

Addition of dissolved carrier RNA to Buffer AVL*

Check Buffer AVL for precipitate, and if necessary incubate at 80°C until the precipitate is
dissolved. Calculate the volume of Buffer AVL—carrier RNA mix needed per batch of samples
by selecting the number of samples to be simultaneously processed from Table 1 (next page).
For larger numbers of samples, volumes can be calculated using the following sample
calculation:
nx0.56 ml=yml
ymlx 10 pl/ml =z pl
Where: n = number of samples to be processed simultaneously
y = calculated volume of Buffer AVL

z = volume of carrier RNA-Buffer AVE to add to Buffer AVL

Gently mix by inverting the tube 10 times. To avoid foaming, do not vortex.

* Contains chaotropic salt. Take appropriate laboratory safety measures and wear gloves when handling. Not
compafible with disinfecting agents that contain bleach. See page 5 for safety information.
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21.17 Inserto Kit extraccion ARN saliva
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Made Simpie

Quick-DNA/RNA™ Pathogen Miniprep
DNA & RNA from any vector-borne pathogen

Highlights

« Spin-column purification of pathogen (virus, bacteria, protozoa) DNA
and RNA from a wide variety of vectors (mosquitoes, fleas, ticks, etc.)
and tissue types (mammals, birds, etc.).

» High-quality DNA/RNA is ready for Next-Gen sequencing, RT/qPCR,
hybridization, etc.

»  DNA/RNA Shield™ is included for sample collection, inactivation,
storage and preservation.

Catalog Numbers:
R1042, R1043

Scan with your smart-phone camera to
view the online protocol/video.
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Protocol

The protocol consists of: (1) Buffer Preparation, (II) Sample Preparation
and (I11) DNA/RNA Purification.

(I) Buffer Preparation

v Add beta-mercaptoethanol to 0.5% (v/v) i.e., add 250 ul or 500 pl B-
Me per 50 ml or 100 ml Pathogen DNA/RNA Buffer, respectively.

v Add 24 ml of 100% ethanol (26 ml of 95% ethanol) to the 6 ml
Pathogen DNA/RNA Wash Buffer concentrate (R1042) or 192 ml of
100% ethanol (204 ml of 95% ethanol) to the 48 ml Pathogen
DNA/RNA Wash Buffer concentrate (R1043).

v Add 260 pl or 1,040 ul Proteinase K Storage Buffer to reconstitute
per 5 mg or 20 mg lyophilized Proteinase K, respectively. Mix by
vortexing. Use immediately or store frozen aliquots.
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(Il) Sample Preparation

v' Perform all steps at room temperature (20-30°C).
v Up to 400 pl sample can be processed per prep.

Tissue' (tough-to-lyse insects and tissue)

Up to 10 mg tissue (see table below) can be homogenized in 2 400 pl
DNA/RNA Shield™? with a mortar/pestle, dounce, syringe, tissue grinder,
or bead beating with a high-speed homogenizer. To remove particulate
debris, centrifuge the homogenate and transfer the cleared supernatant
into a nuclease-free tube. Proceed with purification, page 7.

Recommended: To a ZR BashingBead™ Lysis Tube (#S6014; sold separately), add the
appropriate amount of sample to DNA/RNA Shield™, then mechanically homogenize>.

Input Mosquitoes Ticks Fleas Deer fly Tissue
1 engorged ;
perprep 50 5 flat adults 10 1 adult a’(“s"%' rﬁ'ga)m
(pool) 20 nymphs
High-speed> 3-5 minutes 30-60 seconds
Low-speed> = 10 minutes (optimization may be required)

Swabs (UTM*/VTM®, PBS, saline, etc.)
Proceed directly with purification, page 7.

Optional: To inactivate, store and preserve samples at room temperature prior to processing,
add an equal volume of DNA/RNA Shield™ (2X concentrate) (#R1200; sold separately) to a
volume of liquid sample (1:1) and mix well.

Samples in DNA/RNA Shield ™ collection devices (swabs, saliva, etc.)
Proceed directly with purification, page 7.

Optional - Proteinase K treatment (protein-rich samples e.g., tissue and biological liquids,
can be treated):

Add 1% Proteinase K (v/v) at 20 mg/ml directly to a liquid sample. Mix well and incubate
at room temperature for 15 minutes. Note: Up to 5% Proteinase K can be added (e.g.,
tissue). For example: Add 4-20 pl Proteinase K to each 400 pl sample.

1 To remove particulate debris or cryoprecipitates (if any), centrifuge and transfer up to 400 pl of the cleared
supemnatant into a nuclease-free plateftube (not provided).

2 At this point, samples in DNA/RNA Shield™ can be stored at ambient temperature (4-25°C) for a month, 3 days
at 37°C, or long-term (> 1 year) -20°C or below.

3 Perform bead beating at maximum speed with a high-speed homogenizer (e.g., MP Bio FastPrep-24, Bertin
Precellys, etc.) or with a low-speed homogenizer (e.g., Disruptor Genie, etc.).
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(111) DNA/RNA Purification

v' Perform all steps at room temperature (20-30°C).
v" The sample input can be scaled up or down, proportionally.

Add 800 pl Pathogen DNA/RNA Buffer! to each 400 pl sample? (2:1)
and mix well2.

Transfer the mixture into a Zymo-Spin™ IICR Column® in a
Collection Tube and centrifuge. Discard the flow-through.

Optional: At this point, DNase | treatment can be performed (see Appendices, page 8).

Add 500 pl Pathogen DNA/RNA Wash Buffer to the column and
centrifuge. Discard the flow-through and repeat this step.

Add 500 pl ethanol (95-100%) to the column and centrifuge for
1 minute to ensure removal of any residual ethanol. Discard the
collection tube and carefully transfer the column into a new nuclease-
free tube (not provided).

To elute DNA/RNA, add 50 pyl ZymoBIOMICS™ DNase/RNase-Free
Water directly to the matrix of the column and centrifuge.

Alternatively, for highly concentrated DNA/RNA use = 25 pl elution volume.

The eluted DNA/RNA* can be used immediately or stored frozen.
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21.18 Tablarevision de articulos

Titulo, autores y Disefioy Objetivo y criterios de inclusion Poblacion Resultados
afo de tamafio
publicacion muestral

Frequency of -Estudio Determinar la prevalencia de VPH y | 288 31% (88) VPH

antibodies against | transversal. los anticuerpos presentes contra E4 y | Soldados

E4 and E7 from E7. mexicanos 19% tipos de bajo

human papilloma | -288 soldados riesgo

virus type 16 in mexicanos. Hombres en buen estado fisico y

Mexican Soldiers. mental. 11% tipo 16

(2007) 13% positivos para
anticuerpos E4

Plett-Torres T,

Cruz-Valdez A, 6% positivos para

Esquivel- E7

Guadarrama  F,

Hernandez- 47% infeccidn en

Nevarez P, multiples sitios.

Lazcano-Ponce

E, Gutiérrez-

Xicotencatl L.

Frequency of

antibodies against

E4 and E7 from

human

papillomavirus

type 16 in

Mexican soldiers.

Arch Virol. 2007

Jan;152(1):97-

114.

Detection of | -Estudio Caracterizar la especificidad de la | 346 Se observo

antibodies to the | transversal reaccién de anticuerpos para las | pacientes mayore

E4 or E7 proteins proteinas E4 y E7 de los tipos de VPH | con reactividad para

of HPV in human | 346 muestras | 1 11 16y 18. diferentes E4 en pacientes

sera by Western
blot analysis:
type-specific
reaction of anti-
HPV16
antibodies.

Ingrid  Jochmus,
Jan N. Bouwes

de Suero
humano

120 de
trasplantes
renales

21 con
verrugas
genitales o

caracteristic
as.

trasplantados.

Al igual que en
pacientes entre los
11y 20 afios.

Se observé
seroreactividad
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and Lutz
Gissmann. (1992)

neoplasia
cervical CIN I-
1

43  mujeres
con
carcinoma
cervicouterino

para E4 tipo 16 en
CIN I/l

Y poca reactividad
en CIN III.

162 de un
hospital
universitario
sin
antecedentes.
(VPH, VIH o
cancer)
The E4 protein; Revision
structure, bibliografica
function, and
patterns of
expression.
John Doorbar.
(2013)
Risk stratification | -Estudio de | Desarollar un biomarcador (E4 vy | 81 mujeres | Se encontr6 E4
of cervical disease | cohort MCM)viral y celular mediante IHC, | con CIN I, Il | mas frecuente en
using detection of | propesctivo aplicado en muestras citoldgicas. CIN 1,y MCM en
HPV E4 protein CIN Il
and cellular MCM
rotein in clinical .
b -81 mujeres

liquid-based
cytology samples.

Andrew

Stevenson,
Kavanagh,
Jiafeng Pan, et al.

Kin

(2018)
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HPV16 and 18
genome
amplification
show different E4
depende, with
16E4 enhancing
El nuclear
accumulation and
replicative
efficiency via its
cell cycle arrest

and kinase
activation
functions.
Nagayasu
Egawa, Qian
Wang, Heather

M.Griffin et al.
(2017)

-Estudio
transversal

Entender el papel de la proteina E4, el
tipos de alto riesgo.

Queratinoci
tos
isogénicos

Se encontraron
diferencias lo que
sugiere la
importancia del
tropismo del virus.
EN el tipo 16 , e4
contribuye al ciclo
celular y el
involucro de esta
misma en G2.
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