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CONTEXTO




VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
(VPH)

CARACTERISTICAS
Microscopia electronica del VPH
v Familia: Papillomaviridae.
v Genero: papilomavirus.

v" Virus especie especifico.

v' Ampliamente distribuido en la naturaleza.

v’ Epitelio trépicos

v Agente causal de Cancer de cuello uterino.

v’ |dentificados mas de 200 tipos, de los cuales 1/3.
infecta células epiteliales del tracto genital.

1949 1983

https://ddd.uab.cat/pub/tesis/2015/hdl 10803 310595/jdaaldel.pdf



https://ddd.uab.cat/pub/tesis/2015/hdl_10803_310595/jdaa1de1.pdf

CLASIFICACION DEL VPH

Clasificacion epidemiolégica Tipos de VPH

Alto riesgo 16,18/31,33,35,39,45,51,52,56,58,59.

Probable alto riesgo 26,53,66,68,73,82.

Bajo riesgo 6,11/40,42,43,44,54,61,70,72,81.




GENOMA DE VPH
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http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream /10651/40620/1/TD_SusanaRojo.pdf

Region temprana E: (E1 — E6)
Controlan la replicacion del ADN e induce la
trasformacion maligna de la célula huésped .

Region tardia L: (L1 - L2)
Genes gue codifican para proteinas estructurales de
la capside.

Region de control largo LCR:
Contiene los promotores que inician la replicacion y
controlan la transcripcion.



http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/40620/1/TD_SusanaRojo.pdf

MECANISMO DE INFECCION
DEL VPH

Ciclo de vida del VPH
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https://ddd.uab.cat/pub/tesis/2015/hdl_10803_310595/jdaa1de1.pdf

FUNCION DE LAS PROTEINAS E6/7

Inhibicion de la funcién de P53 por E6 Unlon de E7 con pRB
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http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-81462012000100007

PATOLOGIAS CAUSADAS POR EL VPH

Proporcion del
papel de VPH en
los canceres mas
comunes.

VPH
16 Y18

Tipo de cancer

Relacion con el

Presencia en

Presencia en

40% —51%

VPH mujeres hombres
Cancer de cuello uterino 100% X
Canceres anales 90% —93% X X
Canceres de orofaringe 12% —63% X X
Canceres de pene 36% —40% X
Canceres vaginales A40% —64% X
Canceres vulvares X

Esofago

Prostata




CANCER DE CUELLO UTERINO

Citologia LSIL } HSIL {
Histologia NIC 1 NIC 2 T NIC 3

I T Displasia | Displasia | Dpisplasia | Carcdnoma | Carcinoma |

Leve Moderada Severa in situ invasor
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http://repositorio.espe.edu.ec:8080/jspui/bitstream/21000/5181/1/T-ESPE-033164.pdf mic nmvaswvo



http://repositorio.espe.edu.ec:8080/jspui/bitstream/21000/5181/1/T-ESPE-033164.pdf

METODOS PARA LA
IDENTIFICACION DE VPH

El VPH: Desarrollo a través lesiones precursoras.

El diagndstico molecular es
un area dinamica.

Y

v" No se propaga por cultivo de tejidos.
v’ Identificacién precisa: Métodos de biologia molecular.

Deteccidn Clasificacion de mujeres con
anomalias citoldgicas equivocas.
A 4 A o o
n Seguimiento del desarrollo de la
‘ Pruebas Mecanismos -, %6 0 del de
RV . ., infeccion.
citoldgicas de infeccidn
Y v — Deteccidn primaria.
Disminuyen la incidencia Proporcionan marcadores,
No son suficientes. > Prediccion positiva. Investigacion de prevalencia

regional y nacional del virus.



METODOS MOLECULARES PARA LA
IDENTIFICACION DE VPH

HIBRIDACION DE AMPLIFICACION
, — HC2 — ~
ACIDOS NUCLEICOS DE SENAL
Estudios de secuencias
especificas de material | Hibridacién de ADN de VPH con | Coctel de sondas
genético para su identificacion. sondas de ARN marcadas. de ARN,
—————————  SOUTHERN BLOT | Mediciéon cuantitativa del ADN AlUn en ausencia
del VPH. de lesiones
l cervicales

Permite identificar el virusy lo
genotipifica.

\ 4

13 Tipos de VPH

Reaccion positiva: Infeccidon por
algun tipo.

\ 4

No especifica tipo.

\ 4




REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

PCR

PCR - RFLP

Estandar Multiplex Tiempo real
Kit comerciales
COBAS 4800 Becton Dickinson
VPH 16y 18 VPH 16, 18, 31, 45,

51,y 52

Abbott RealTime

VPH 16y 18




ANALISIS DE MICROARRAYS

Deteccion de la expresion de mdultiples genes a la
vez, mediante el uso de muchas secuencias génicas.

HPV Direct Flow
Chip Kit

l

GenoFlow

Papillo check

| |

y el genotipado de 36 tipos.

Deteccidon cualitativa del virus HPV Deteccidn cualitativa del virus HPV Deteccion cualitativa del virus HPV

y el genotipado de 24 tipos. y el genotipado de 23 tipos.




DETECCION DE EXPRESION DE E6/7

Deteccion de pacientes con resultados de ASC US
(Células Escamosas atipicas con significado incierto)

Especificidad significativa mas alta
< Falsos positivos
< Costos y estrés (Colposcopia)

|

Aptima HPV assays

l

|

PreTect HPV
Proofer

l

Deteccion cualitativa in  vitro del RNA
mensajero virico E6/E7 procedente de los 14
tipos del virus del papiloma humano de alto
riesgo, no discrimina entre estos tipos.

Deteccion cualitativa de la presencia de VPH,
mediante la deteccion del ARN de |las
oncoproteina E6 / E7 de los tipos de VPH
cancerigenos 16, 18, 31, 33 y 45.




OBJETIVOS

GENERAL

Realizar revision documental sobre los mecanismos por los cuales el VPH infecta las
celulas diana y los métodos moleculares empleados para su identificacion.




ESPECIFICOS

 Describir el proceso y los mecanismos moleculares por los cuales el VPH logra infectar
las células diana.

« Recopilar informacion sobre las técnicas moleculares empleados para la identificacion
de VPH en la actualidad.

« Determinar el impacto, las ventajas y desventajas de las técnicas moleculares empleadas
para la identificacion de VPH.




DISENO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

Mixta

¥ v
Cualitativa Cuantitativa

Universo Poblacidén Muestra

l

Técnicas moleculares para la
deteccion de VPH

»




CRITERIOS DE SELECCION DE
LA INFORMACION

EXCLUSION

INCLUSION
Informacion relacionada con las
técnicas moleculares para |la
deteccion de VPH.

Publicaciones en revistas

reconocidas.
Publicaciones en ingles y espanol
(1996-2020).

No tratar temas relacionados con
las técnicas moleculares para la
deteccion de VPH.

Bibliografia publicada en fuentes
no confiables.

Idiomas diferentes al inglés vy
espanol.




PROCEDIMIENTO

Busqueda de la Seleccion de Revisidn Anadlisis de la
informacion. documentos. bibliografica. informacion.




RESULTADOS Y
DISCUSION




TIPO DE DOCUMENTO

libros

),6%

Paginas web

5 5O

Tesis

R 59
o.0%

Art. Revision

Art. de Investigacion




ANO DE PUBLICACION
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Afio de publicacidon
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LUGAR DE PUBLICACION

Africa China +
1,2%
Asia T
17,8% S
©
9
°
3 —
. o
America &
[a
Europa -
34 40/0 0 20 40 60 80 100 120

Cantidad de articulos

Colombia —— VPH 16y 18,VPH 31y 58




METODO MOLECULAR EMPLEADO PARA
LA DETECCION DE VPH

Khunamornpong Sy cols 60
(2014, Tailandia)
CH2 78,5%
50

Keegan y cols
(2009, Irlanda)

CH2 68,6% Pretect 37,5% 0

Panniery cols
(2008, Francia)

PCR 100% CH2 78,8%

30

Aedo Ay cols
(2007, Chile)

PCR - RFLP 100%

20

Cantidad de publicaciones

Shimy cols 10
(2010, Corea del sur)

PCR 96,6% = Microarrays

Wong O y cols o o o - | o | |
(2012, China) Amplificacién de acido Amplificacion de seial Hibridacion de acido Microarrays Secuenciacidn Otra

nucleico nucleico
GenFlow 23,08% CH2 8,97% Técnicas para la deteccién de VPH




DETECCION DE VPH POR PCR

B Linear array INNO-LIPA | COBAS [ Abbott
50
Marco y cols 40
(2007, Italia) §
Integracidn -8
T 30
=
3
O
3
5 20
S5
Romeroy cols =
(2017, México) @®
© 10
Linear arrays 100%
0 ——

PCR/ Variantes Kit comercial

Técnica molecular




SEROTIPOS IDENTIFICADOS

50

Gardasil 9°
Q

GARDASIL.9

[Human Papillomavirus
9-valent Vaccine, Recombinant]

6,11,16,18,31,33,45,52,58
(FDA 2014)

Gardasil ®

(. .
(GARDASIL

Human Papillomavirus Vaccine
Types 6,11,16,18

6,11,16,18,
(FDA 2006)

(PAI Colombia)

Cantidad de publicaciones

VOOOOE

16 18 30 31 33 39 39 45 o1 52 23 56 58 68

Serotipo identificado




ENSAYOS COMERCIALES PARA

DETECCION

DE VPH

inversa

52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Probables
26,53 66. VPH-BR 6, 11, 40, 42, 54, 61,
70,72, 81, CP6108. No determinado 55,

62, 64,67,69, 71, 83, 84 y IS39.

Nombre del ensayo Método Acido Diana Tipos detectados Avalados FDA
nucleico
Captura de hibridos 2 Hibridacién de sondas ADN Genoma VPH-AR 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, Si
ARN y deteccion por completo
quimioluminiscencia 52, 56, 58, 59, 68
COBAS 4800 PCR multiplex a ADN L1 VPH-AR 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, Si
tiempo real 58,59, 66y 68
Identifica 16y 18
Abbott RealTime PCR en tiempo real ADN L1 VPH-AR 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, No
58,59, 66y 68
Identifica 16 y 18
Becton Dickinson PCR multiplex a ADN L1 VPH-AR, Identifica: 16, 18, 31, 45, 51,y No
tiempo real 52. (14 serotipos de AR)
Linear arrays PCR + hibridacion ADN L1 VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, No




ENSAYOS COMERCIALES PARA
DETECCION DE VPH

Nombre del ensayo Método Acido Diana Tipos detectados Avalados
nucleico FDA
HPV Direct Flow chip kit PCR + hibridacion ADN L1 HPV-AR 16 18. 26. 31. 33. 35. 39 45 No

inversa
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82.

HPV-BR 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61,
62,67,69,70,71,72,81y 84.

PapiIIoCheck PCR Multiplex ADN El VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39 40 No
(cebadores
42, 43, 44, 45, 51, 52, 053, 55, 56, 58,
fluorescentes) +
hibridacién inversa 59, 66, 68, 70, 73y 82.

Geno Flow PCR en tiempo real ADN L1 VPH ARy BR 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, No
35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70,
71,72,73,81, 82,84

Aptima HPV Detecta ARNm de ARN E6/E7 16, 18, 31. 33, 35 39 45 51. 52. 56 No

E6/E7

58, 59, 66, 68
D EEEEEEERERERERERERERERERERCE




PRINCIPALES CEBADORES EMPLEADOS
PARA LA DETECCION DE VPH

Cebador Secuencia Ubicacion Gen Diana
Muhfoz My
colaboradores MY11 GCMCAGGGWCATAAYAAAYGG 6722 - 6741 L1
(2010, Inglaterra)
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 7151 -7170 L1
GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 6764 - 6786 L1
Camargoy
colaboradores GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA 6975 - 6902 L1
(2013, Colombia)
GP5+ TTTGTTACTCTGGTAGATACTAC 6764 - 6786 L1
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 6975 - 6902 L1
Cafiadas My
colaboradores E2 TTATTAGGCAGCACTTGGC 3383 - 3401 E2
(2010, Colombia)
E6 CACCAAAAGAGAACTGC 86 - 102 E6




CONCLUSIONES




* El diagnodstico temprano del virus, mediante técnicas
moleculares, aun en ausencia de lesiones cervicales,
disminuye la incidencia de cancer a partir de infeccion.

* La PCR, fue la técnica mas empleada en los articulos de
investigacion, permitiendo el diagnostico, la identificacion y
seguimiento, tanto en muestras frescas como conservadas en
parafina.




* La tecnologia de microarrays fue la segunda técnica mas
utilizada, por lo que se convierte en una buena alternativa tanto
para investigacion como para diagnostico.

* Como producto de |la presente revision se genero un cuadro
resumen con la informacion mas relevante sobre las principales
técnicas para la deteccion del VPH.

Se proporciono una tabla con los principales cebadores
utilizados para la deteccion y seguimiento del la infeccion a
partir PCR, a los cuales se les evaluo el rendimiento

Eositivamente.



DIVULGACION

 “XVII Encuentro Regional de Semilleros de Investigacion - Fundacion REDCOLSI,
Fundacion Universidad Autonoma de Colombia los dias 8, 9 y 10 de mayo de 2019”.

e “XXIl Encuentro Nacional y XVI Encuentro Internacional de Semilleros de Investigacion
- Fundacion REDCOLSI. 8 al 12 de octubre de 2019,Valledupar — Cesar”.
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