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RESUMEN

El contagio con el Virus del Papiloma Humano (VPH) es la infeccidon de transmision
sexual mas comun a nivel mundial que afecta a hombres y mujeres por igual.
Actualmente se han identificado mas de 150 genotipos del VPH, clasificados dentro
de cinco grupos: Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu. Los virus incluidos dentro del género
Alfa son los mejor estudiados, ya que se ha detectado ADN de estos genotipos en
99.7% de los casos de cancer cervicouterino (CaCu) y de otras neoplasias como
las de vulva, pene, ano, orofaringe y laringe; por esta razén, se les ha clasificado en
funcién de su potencial oncogénico como de alto riesgo (AR-VPH) o de bajo riesgo
(BR-VPH).

La patogénesis del cancer epitelial de ovario (CEO) aun no ha sido totalmente
elucidada, sin embargo, se ha sugerido que el VPH podria estar implicado en el
desarrollo de estas neoplasias. Este cancer es el mas letal del tracto reproductor
femenino: anualmente, causa la muerte de alrededor de 150 000 mujeres en el
mundo y afecta principalmente a pacientes pre-menopausicas, menopausicas y
post-menopausicas.

A nivel mundial, el CEO representa aproximadamente 90% de las neoplasias
malignas ovaricas e incluye distintos subtipos histolégicos y grados de malignidad:
seroso de alto grado, seroso de bajo grado, endometrioide, de células claras y
Mucinoso.

En México, no se cuenta con informacion acerca de la presencia del VPH en tejido
ovarico, ni en el no tumoral, ni en el maligno; por lo que, este trabajo exploratorio
tiene como objetivo la deteccion y genotipificacion del VPH en ovarios no tumorales
y en carcinomas ovaricos de pacientes mexicanas.

Los resultados muestran la presencia de ADN viral en 2/11 (18.2%) de las muestras
de tejido ovarico no tumoral y en 8/28 (28.6%) de los carcinomas. El unico genotipo
encontrado en el tejido ovarico no tumoral, asi como en los carcinomas serosos fue
el VPH11, considerado de bajo riesgo oncogénico, mientras que los genotipos
VPH43 y VPH89, también considerados de bajo riesgo, fueron detectados en
tumores del subtipo endometrioide.

Aunque es poco probable que una infeccién con genotipos de VPH de bajo riesgo
oncogénico por si sola sea el agente causante de la transformaciéon maligna en el
epitelio ovarico, se requieren mas estudios para conocer si es posible que,
asociada a otros factores de riesgo, como una historia familiar de cancer, infertilidad
o tabaquismo pueda contribuir al inicio o la progresion del CEO en las pacientes
mexicanas.



ANTECEDENTES

I. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El contagio con el Virus del Papiloma humano (VPH) es la infeccién de transmisién
sexual mas comun a nivel mundial [1] que afecta a hombres y mujeres por igual [2].
Esta demostrado que la mayoria de los individuos sexualmente activos la adquiriran
en algun momento de su vida [3]. La tasa de contagio del VPH es mayor que la del
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y que la del Virus del Herpes Simple tipo
2 (VHS2); se estima que la probabilidad de transmisién del primero es de 40% por
acto coital, mientras que la de los dos ultimos es de 0.001% por acto coital [4].

Entre los factores de riesgo para adquirir VPH que se han reportado de manera
consistente en estudios epidemiologicos, se encuentran aquellos asociados al
comportamiento sexual, incluyendo un alto numero de parejas sexuales y una edad
temprana al momento del primer acto coital [5]. Ademas del contacto pene-vagina,
otras practicas sexuales como el coito pene-ano o el dedo-vagina y el sexo oral,
también son conductas de riesgo para la infeccién por VPH [6]. Por otra parte, el
uso adecuado y constante del condon puede reducir el riesgo de contagio, sin
embargo, el virus puede propagarse a través del contacto piel con piel de las
superficies que no estan cubiertas con el preservativo [7].

Otros factores relacionados con el riesgo de adquirir una infeccion por VPH
incluyen un nivel socioeconémico bajo, el tabaquismo, la multiparidad, una mala
alimentacion [8,9]; también puede transmitirse durante el parto, desde el cérvix
infectado de la madre hasta la mucosa de la orofaringe del recién nacido [10]. El
VPH es resistente a temperaturas elevadas y a la sequedad, por lo que cabe la
posibilidad de infeccion a través de vias no sexuales como el intercambio de ropas
con personas infectadas [11].

Hasta la fecha, se han identificado mas de 150 genotipos del VPH [12], los cuales
tienen tropismo por los epitelios escamosos estratificados de la piel (VPH cutaneos)
y de la mucosa oral y/o del tracto ano-genital (VPH de la mucosa) [13]. Todos estos
genotipos del VPH han sido catalogados, con base en la secuencia de nucleétidos
de su ADN genomico y de sus tropismos, dentro de cinco grupos designados con
letras del alfabeto griego Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu [14]. Ademas, se les ha
clasificado en funcién de su potencial oncogénico como de alto riesgo (AR-VPH) o
bajo riesgo (BR-VPH) (figura 1) [15].

Los genotipos incluidos dentro del género Beta, son considerados como BR-VPH,
ya que se les ha asociado con infecciones aparentemente asintomaticas en
individuos inmunocompetentes, sin embargo, en individuos inmunosuprimidos, una
infeccion persistente puede conducir al desarrollo de cancer de piel [16,17].



Los genotipos incluidos dentro de los géneros Gama, Mu y Nu, también han sido
clasificados como BR-VPH debido a que pueden causar lesiones cutaneas
benignas; sélo ocasionalmente se han encontrado en canceres de piel [15].

Los virus del papiloma Alfa estan asociados con infecciones de la mucosa oral y del
tracto ano-genital, e incluyen a los genotipos de BR-VPH que pueden causar
verrugas benignas en la regién ano-genital o en la piel, asi como infecciones del
sistema respiratorio (figura 1) [18,19]. Sin embargo, el grupo mejor estudiado son
los genotipos de AR-VPH del género Alfa debido a que han sido claramente
vinculados con el desarrollo de carcinomas de las células escamosas vy
adenocarcinomas del cérvix [20,21], ademas de otros canceres del tracto ano-
genital como el de vulva, pene y ano ademas de zonas extra-genitales como laringe
y orofaringe [22-26].

Figura 1. Genotipos del VPH agrupados con base en los analisis de secuenciacion
de su ADN, sus diferentes tropismos epiteliales y lesiones asociadas. Los
genotipos de VPH cutaneos contenidos dentro de los grupos Alfa (gris), Gama
(azul) y Beta (verde) generalmente no se asocian con el desarrollo de cancer, a
excepcion de algunos virus del género Beta involucrados en neoplasias de
individuos inmunosuprimidos. Los virus del papiloma Alfa (color naranja)
causan verrugas genitales; la rama de color rosa corresponde a los genotipos
de alto riesgo que estan vinculados con las neoplasias cervicales, entre otras
[15].

Aunque la mayoria de las infecciones con genotipos AR-VPH comunes entre
hombres y mujeres jovenes sexualmente activos, son eliminadas por una respuesta
inmune del individuo, en menos del 10% de los casos, estas infecciones se hacen



persistentes, es decir, el virus permanece en estado latente [5,27], causando
inestabilidad genética que, de no tratarse, puede evolucionar a cancer invasivo
[28,29].

Debido a la participacién de los distintos genotipos del VPH en la etiologia de
lesiones malignas, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) ha propuesto categorizar a los genotipos del grupo
Alfa en funcién de su potencial oncogénico (figura 2) [30].

Figura 2. Clasificacion de
los genotipos del género
Alfa con base en su
potencial oncogénico
[15]:

1:  Oncogénico

2A: Probablemente
oncogeénico

2B: Posiblemente
oncogénico

3:  No oncogénico

* Sin clasificar



De acuerdo con los estudios epidemioldgicos realizados por la IARC, la distribucion
de los genotipos oncogénicos del VPH varian en funcion del grupo étnico y del
epitelio en que producen la lesion neoplasica (como el del cérvix, pene, vulva, anoy
orofaringe) [31].

El vinculo causal entre la infeccion por VPH y el desarrollo de lesiones neoplasicas
fue demostrado por primera vez en la década de los afios 70 por Harald zur Hausen
y colaboradores [32], quienes detectaron ADN viral en tejidos de cancer
cervicouterino (CaCu). Los esfuerzos de diversos grupos de investigacion han
culminado en el desarrollo de vacunas profilacticas efectivas contra el VPH [33].

De los canceres asociados a la infeccion por VPH, el CaCu es el que muestra las
tasas de incidencia mas altas a nivel mundial, es por esta razén que la distribucion
y la prevalencia de los genotipos virales estan reportadas principalmente en
pacientes con CaCu. Un estudio publicado en 2013 en Brasil mostr6 que 99% de
las muestras analizadas resultaron positivas a la infeccion por VPH y que los
genotipos que se presentaron con mayor frecuencia fueron 16 (77.6%), 18 (12.3%),
31 (8.8%), 33 (7.1%) y 35 (5.9%) [34]. En Malasia se analizaron 84 muestras
identificando a los genotipos de AR-VPH 16 (40%), 18 (3.3%), 31 (0.6%), 33 (1.7%)
y el de BR-VPH 87 (0.6%), como los mas frecuentes en esa poblacion [35]. Por otro
lado, en Arabia Saudita se analizaron 100 pacientes de las cuales 82% resultaron
positivas a la infeccion por VPH; los genotipos hallados con mayor frecuencia
fueron 16 (71%), 18, 73, 45 (con 4% cada uno) y 31 (7%) [36].

En México existen trabajos realizados en diferentes regiones geograficas acerca de
los genotipos de VPH prevalentes en los casos (CaCu). Uno de ellos se llevo a
cabo en la Ciudad de México, y consistiéo de 462 pacientes de las cuales el 98.7%
resultaron positivas para VPH; de ellas, 90.5% presentaron infecciones simples, es
decir, con un solo genotipo de VPH y 8.2% presentaron infecciones con mas de un
genotipo viral (infecciones multiples). Los genotipos 16 (46.5%), 18 (10.4%), 45
(6.7%) y 31 (4.1%) fueron los mas frecuentes en las pacientes con infecciones
simples [37].

Un segundo estudio se realizé en el estado de San Luis Potosi, donde 67.7% de las
pacientes resultaron positivas a la infeccion por VPH; 52% de ellas presentd
infeccion simple y el 48%, infecciones multiples. Los genotipos de AR-VPH
prevalentes fueron 33 (33.1%), 16 (16.6%), 18 y 51 (con 6.7% cada uno) [38].

De la literatura es importante resaltar, primero, que la incidencia de la infeccion con
genotipos virales oncogénicos parece ser mas alta que aquella con los no
oncogénicos y, segundo, que existe prevalencia a nivel mundial del genotipo
VPH16 [11]. Por otro lado, se ha encontrado que las infecciones multiples conducen
a la persistencia, la cual es un factor asociado con la progresion a lesiones
malignas.



La organizacion del genoma viral es comun para los distintos genotipos del VPH
[39] y consiste en un ADN circular cerrado de doble cadena, asociado con proteinas
tipo histona y protegido por un armazon proteinico o capside de geometria
icosaédrica formada por dos tipos de proteinas, L1 y L2. La capside esta
compuesta por 72 capsomeros; cada capsdmero es un pentamero de L1, la
proteina principal del armazén. Los pentameros de L1 se distribuyen para formar
una red de enlaces disulfuro intra- e interpentaméricos, lo cual proporciona
estabilidad a la estructura [40]. Para ensamblar la capside, los pentameros se unen
con copias de L2, las cuales ocluyen el centro de cada capsomero pentavalente
[41,42]. Por lo tanto, cada virion contiene 360 copias de L1 (72 capsomeros),
siendo el componente mayoritario del armazén, y un numero variable de copias de
L2, dando como resultado una particula de 50-60 nm de diametro [43,44]. El
ensamblaje de las proteinas que constituyen la capside del VPH se ilustra de
manera esquematica en la figura 3.

Figura 3. Ensamblaje de las proteinas que componen la capside del VPH: las
unidades de L2 (rojo) ocluyen el centro de los pentdmeros de L1 (verde) que
estan unidos por enlaces disulfuro, proporcionando de este modo estabilidad a
la estructura [45].

En algunos tipos de virus, como el VHS2, la capside esta cubierta por una envoltura
constituida por fosfolipidos, colesterol, glucoproteinas y glucolipidos, como
consecuencia, es posible disolver dicha envoltura mediante el uso de detergentes vy,
de este modo, inactivar al virus [46,47]. La capside del VPH carece de esta
envoltura lipidica externa, por lo tanto, este virus es resistente ante la presencia de
detergentes, condiciones de temperaturas elevadas, valores bajos de pH, y
desecacion (figura 4) [48].



Figura 4. La capside del VPH carece de una envoltura lipidica, por lo que a
diferencia de los virus envueltos, es mas resistente a condiciones de
temperaturas elevadas y desecacion [48].

El genoma del VPH contiene de 6000 a 8000 pares de bases y se divide en tres
regiones. La primera es la region larga de control (Large Control Region, LCR), la
cual cumple con la funcién reguladora de la transcripcion de los genes virales E6 y
E7; la segunda es una region temprana (Early region, E), que consiste de seis
marcos de lectura abiertos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), los cuales codifican proteinas
no estructurales involucradas en la replicacion viral y la oncogénesis. La tercera es
la region tardia (Late region, L), la cual codifica para las proteinas estructurales L1
y L2 [14]. La organizacion del genoma del VPH puede apreciarse en la figura 5.

Figura 5. El genoma del VPH se divide
en tres regiones: la regidn larga de
control, LCR; la region temprana, E, que
contiene los genes que codifican para
las proteinas no estructurales E1 a E7; y
la region tardia, L, donde se encuentran
los genes L1 y L2 que codifican las
proteinas estructurales que constituyen
la capside viral [49].

El modelo de infeccién por VPH ha sido descrito principalmente para la infecciéon
del epitelio cervical por genotipos virales de alto riesgo oncogénico [13]. El blanco
es el epitelio escamoso estratificado; en este tejido, la célula unida a la membrana
basal, es decir, la célula basal o célula madre, es la unica con potencial
proliferativo: se divide para dar origen a una nueva célula basal y a una célula hija,
la cual se desprende de la membrana basal y comienza su proceso de
diferenciacion, por lo que abandona el ciclo celular y cambia su patron de expresion



génica para proceder a la diferenciacion terminal y, finalmente, a desprenderse del
epitelio [50].

Los viriones del VPH infectan las células de la capa basal del epitelio que han
quedado expuestas a causa de microlesiones [14]. A pesar de que el receptor para
la infeccién por VPH no ha sido totalmente caracterizado, se ha propuesto el
siguiente modelo: inicialmente, los virus se enlazan a los heparan sulfato
proteoglicanos (HSPG) localizados sobre la membrana basal y se transfieren hacia
el receptor a-integrina, expresado en las células epiteliales que se mueven sobre la
membrana basal durante el proceso de cicatrizacion de la herida, entrando de este
modo en las células [51]. Una vez dentro de la célula huésped, el ADN viral se
replica conforme las células de la capa basal se diferencian y progresan hacia la
superficie del epitelio (figura 6) [43] .

Figura 6. El blanco de una infeccion por VPH es el epitelio escamoso estratificado.
El ciclo de vida del VPH es dependiente del proceso de diferenciaciéon de las
células de la capa basal del epitelio [52]. Se ha propuesto que la entrada del
VPH en las células sucede a través del HSPG, posteriormente el virus se
enlaza al receptor membranal a-integrina. Una vez dentro de la célula, ocurre la
replicacion del ADN viral y finalmente la liberacion de células epiteliales
cargadas con el virus; las flechas rojas indican la ruta del VPH, mientras los
puntos de colores representan la expresion génica del VPH dentro de las
células del tejido epitelial estratificado (verde para E1 y E2; morado para E4;
rojo para E5, E6 y E7; naranja para L1y L2).

Para la replicacién del genoma viral se requiere la maquinaria de la célula huésped,
ya que los genes virales no codifican ADN polimerasas. En un tejido sano, las
células epiteliales que inician el proceso de diferenciacion abandonan el ciclo
celular, por lo que el VPH necesita reactivar esta divisidbn para asegurar que el
genoma viral sea replicado [39]. A continuacion, se describe la manera en que
ocurre la duplicacion del ADN del virus y cdmo logra reactivar la proliferacion de la
célula huésped.



El proceso de replicacion del ADN viral comienza con la interaccion de los factores
de transcripcion de la célula con la region LCR del virus, siendo E6 y E7 los
primeros genes virales en ser transcritos (figura 7) [53].

Figura 7. La region LCR del genoma del VPH
contiene sitios de unidon para factores de
transcripcion celulares.

La proteina viral E6 se enlaza a una proteina celular denominada proteina asociada
a E6 (E6AP). En una célula infectada por VPH, el complejo proteinico EGAP/E6 se
une a una proteina supresora de tumores, p53, promoviendo su poli-ubiquitinacion
y su subsecuente degradacion por el proteosoma (figura 8) [12], mientras que en
una célula no infectada es la proteina Mdm2 (por sus siglas en inglés murine double
minute 2), quien degrada a p53 [54].

Figura 8. Degradacién de la proteina p53 por accién de la proteina E6 viral. La
Proteina Asociada a E6 (E6AP, morado) forma un complejo con la proteina viral
E6; este se enlaza a p53 (rojo) catalizando asi su poli-ubiquitinacién (Ub, azul)
y posterior degradacion por el proteosoma (gris) [12].

Por su parte, la proteina E7 viral se une a la forma hipofosforilada de la proteina
retinoblastoma (Rb) [11,53,55], como consecuencia se rompe el complejo formado
entre Rb y el factor de transcripcion E2F-1. Al quedar libre E2F-1, se enlaza a
promotores de genes necesarios para que la célula entre en fase S del ciclo celular
y asi comenzar su transcripcién (figura 9) [53].
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Figura 9. El VPH expresa dos principales oncoproteinas, E6 y E7, las cuales
inhiben cooperativamente la apoptosis e incrementan la proliferacion de las
células tumorales al inducir la degradacion del gen supresor de tumores p53 y
la disrupcion de la funcibn de la proteina del retinoblastoma (Rb),
respectivamente [56].

El evento posterior a la accion de las proteinas E6 y E7 es la transcripcion de la
proteina E5, que induce un incremento en la actividad de proteinas cinasas,
principalmente receptores, por lo tanto, la respuesta celular a los factores de
crecimiento y de diferenciacion se estimulan, lo que resulta en una proliferacion
continua y diferenciacion retardada de la célula huésped (figura 10) [53,57,58].

Figura 10. Papel de la proteina E5 viral [13].

El siguiente evento que se presenta es la transcripcion de las proteinas E1y E2; la
primera actua como helicasa, separando las hebras de ADN y permitiendo la union
del complejo de replicacion [58]. Mientras tanto, E2 bloquea la transcripcion de E6 y
E7, permitiendo que E1 se una al origen de replicacion del virus [53,55]. Este
proceso inicia la replicacion del ADN viral, en conjunto con la fase S del ciclo
celular. Cuando cesa la transcripcién de E6 y E7 por la accion de E2, las proteinas
p53 y Rb contindan con su funciéon normal.



Finalmente, se producen las proteinas que forman la capside viral, L1 y L2, las
cuales, con la ayuda de la proteina E4, ensamblan el viribn completo, mismo que se
libera posteriormente en las capas superiores del epitelio, sin que se presente lisis
celular [53,58,59].

La importancia de los genotipos de AR-VPH en el desarrollo de CaCu radica en la
alta afinidad de las proteinas E6 y E7 por las proteinas p53 y Rb (respectivamente)
de la célula [53], ya que en los BR-VPH esta afinidad es menor, por lo tanto, no se
efectua la union a p53, o esta es muy débil y no se induce su degradacion [54].

Las altas tasas de proliferacion celular y la ausencia de apoptosis comienzan a
generar inestabilidad gendomica en la célula huésped, hecho que conduce al
desarrollo de cancer [53]; el proceso de infeccion de las células epiteliales por el
VPH se muestra resumido en la figura 6.

Il. EL OVARIO

El ovario adulto humano es un 6rgano ovalado con una longitud de 2 a 5 cm en su
diametro mayor; durante la etapa reproductiva, pesa alrededor de 10 g [60] y esta
constituido por una region cortical externa, rodeada de una capa de tejido fibroso
llamado falsa tunica albuginea y que esta cubierta por el epitelio germinal. En la
corteza se encuentran los ovocitos contenidos dentro de foliculos ovaricos en
diferentes estadios de desarrollo. La médula ovarica esta compuesta por tejido
conjuntivo laxo con numerosos vasos sanguineos y nervios asociados [61]. Las
regiones del ovario adulto humano descritas en las lineas anteriores y los diferentes
estadios de desarrollo de los foliculos ovaricos se ilustran en la figura 11.

Figura 11. El ovario adulto humano esta constituido por una region cortical externa,
en la cual se encuentran los foliculos ovaricos en diferentes estadios de
desarrollo, y una region medular, que posee numerosos vasos sanguineos vy
nervios [60].
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Los ovarios cumplen dos funciones interrelacionadas: la produccion de ovocitos
maduros (ovogénesis) y la sintesis de las hormonas sexuales femeninas
(esteroidogénesis). Ambos procesos son regulados por el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario, que constituye un sistema tipico de retroalimentacion donde el hipotalamo
produce la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que controla la liberacion
de la hormona luteinizante (LH, del inglés Luteinizing Hormone) y de la
foliculoestimulante (FSH, por Follicle Stimulating Hormone). La FSH es la hormona
encargada de estimular el crecimiento de los foliculos ovaricos, mientras que la LH
controla la ovulacion y regula la esteroidogénesis (figura 12) [62].

Figura 12. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. El hipotalamo produce la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), que regula la liberacion de la hormona
foliculoestimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), producidas en la
parte anterior de la hipdfisis y encargadas de controlar la sintesis de las
hormonas esteroides producidas en el ovario [63].
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Los foliculos ovaricos son esenciales para la reproduccion. Estos estan formados
por el ovocito y diversas capas de células de soporte que lo protegen, lo alimentan
y le suministran un ambiente hormonal adecuado [62]. Los foliculos mas pequefos
y numerosos son aquellos que se formaron durante la vida fetal (foliculos
primordiales) [64], los cuales constituyen un almacén de reposo inactivo del que se
desarrollan todos los foliculos en crecimiento; se localizan en la corteza mas
externa, por debajo de la falsa tunica albuginea y constan de un ovocito primario,
rodeado por una sola capa incompleta de células de la granulosa planas e
indiferenciadas (figura 13A) [62].

El foliculo primario representa el segundo estadio del desarrollo folicular. Consiste
de un ovocito primario rodeado por una sola capa de células de la granulosa
cubicas. En esta etapa, se forma una capa acelular que separa al ovocito de las
células de la granulosa, denominada zona pelucida, rica en glucoproteinas
secretadas por el ovocito y mucopolisacaridos, producidos por las células de la
granulosa (figura 13B) [65].

El foliculo secundario contiene multiples capas de células de la granulosa. Por fuera
de la membrana basal, las células del estroma se diferencian, formando la capa de
la teca (figura 13C) [62].

El siguiente estadio de desarrollo folicular corresponde a un foliculo terciario
(antral), el cual contiene aun mas capas de células de la granulosa que forman una
cavidad llena de liquido folicular, denominada antro. En el foliculo antral, las células
de la teca se diferencian en dos capas [65]: la teca externa y la teca interna. Esta
ultima capa celular esta altamente vascularizada y posee numerosas células
cuboidales, dentro de las cuales se lleva a cabo la sintesis de las homonas
esteroides sexuales que regulan diversas funciones corporales como la ovulacion,
el embarazo, los cambios emocionales, la memoria y el aprendizaje, entre otras
(figura 13D) [66].

El foliculo preovulatorio o foliculo de De Graaf, representa el estadio final del
desarrollo folicular. Durante esta etapa, el liquido folicular llena todo el antro y el
ovocito, que alcanza su maximo tamafno, se desplaza hacia una posicidn excéntrica
y se adhiere a la pared folicular. Las células mas internas, que rodean al ovocito, se
denominan corona radiada, la capa mas externa recibe el nombre de cumulus
ooforus (figura 13E) [62].

El cuerpo luteo se desarrolla a partir del foliculo de De Graaf evacuado en la
ovulacion.
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Figura 13. Maduracion de los foliculos ovaricos. Cada una de estas estructuras
esta constituida por un numero variable de capas de células de la granulosa y
células de la teca, las cuales presentan alta actividad esteroidogénica [63].
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El ovario de una mujer en etapa reproductiva sintetiza y secreta hormonas
esteroides sexuales (estrogenos, andrégenos y progestagenos) durante el ciclo
sexual. El foliculo produce principalmente estradiol y el cuerpo luteo progesterona.

lIl. CANCER DE OVARIO

El cancer de ovario es el padecimiento mas letal del sistema reproductor femenino:
causa la muerte de 150 000 mujeres en todo el mundo cada afio [67]. Este cancer
afecta principalmente a grupos de mujeres en las etapas de la peri-menopausia,
menopausia y post-menopausia. El porcentaje de incidencias aumenta con la edad.
El mal prondstico de pacientes con cancer de ovario esta asociado con un estadio
avanzado de la enfermedad al momento del diagndstico, debido a que no se
presentan sintomas clinicos especificos durante las primeras etapas de la
enfermedad vy, por lo tanto en la mayoria de los casos (mas del 70%), se reconoce
el padecimiento en una etapa avanzada [68].

El cancer de ovario se presenta como una enfermedad compleja y consiste en
diferentes tipos de tumores clasificados dentro de dos grupos principales: 1)
epiteliales y 2) no epiteliales. Este ultimo grupo incluye el cancer de las células
germinales y el cancer de los cordones sexuales [69].

El cancer epitelial ovarico (CEO) es un cancer heterogéneo que es el mas comun
de los tumores ovaricos: a nivel mundial, se presenta en aproximadamente 90% de
los casos y engloba distintos subtipos histoldgicos: seroso (75% de los casos),
endometrioide (11%), de células claras (11%) y mucinoso (3%) [70].

En México, la distribucion de los subtipos histologicos, reportada en 2016 por
Morales y colaboradores fue: seroso 55% de los casos, endometrioide 19%,
mucinoso 8%, de células claras 8% y carcinomas mixtos 10% [71].

Recientemente, Kurman y Shih [72] han sugerido un modelo dualistico que divide a
los carcinomas ovaricos en dos categorias: Tipo | y Tipo IlI, basandose en las
diferencias moleculares y clinico-patolégicas que existen entre los subtipos
histologicos. En esta clasificacion, los tumores serosos de alto grado son de Tipo |l
y el resto de los subtipos histolégicos son de Tipo I. Los tumores Tipo Il son
biolégicamente mas agresivos que los de Tipo I. Los tumores de Tipo | poseen
mutaciones en los genes KRAS, BRAF, PIBKCA y PTEN. Los tumores de Tipo Il se
caracterizan por mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 y TP53 [73].

Un grupo diferente es el de los carcinomas de bajo potencial maligno (limitrofes),
cuya biologia en la mayoria de los casos, se asemeja a la de las lesiones benignas,
sin embargo, en el 20% de los casos se presenta una lesion mas alla de los
ovarios. Este tipo de tumores representan del 15-20% de todos los carcinomas
ovaricos y fueron clasificados como un grupo separado de los tumores epiteliales
por la Organizacion Mundial de la Salud en 1973 [68]. Su principal caracteristica es
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la ausencia de invasion estromal destructiva, con una actividad mitotica y una atipia
moderadas, ademas de un aumento excesivo de células epiteliales [74,75].

De acuerdo con el sistema de estadificacion establecido en 2006 por el Comité de
Oncologia Ginecologica de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO), los carcinomas de ovario se clasifican ademas en funcién de su grado de
malignidad (grado histolégico) (figura 14) [76].

Categoria Grado de malignidad
GX El grado no puede ser evaluado No aplica
G1 Bien diferenciado Bajo
G2 Moderadamente diferenciado Alto
G3 Pobremente diferenciado Alto

Figura 14. Grados Histolégicos de los carcinomas ovaricos asignados por el
Comité de Oncologia Ginecolégica de la FIGO con base en el grado de
malignidad de la neoplasia [76].

De este modo, los tumores G1 estan designados como de bajo grado de
malignidad, mientras que los G2 y G3 corresponden a tumores de alto grado. Esta
clasificacion sélo se aplica en el caso de los tumores epiteliales [77].

Por otra parte, los tumores también se estadifican de acuerdo con el nivel de
diseminacion que presenta la enfermedad al momento del diagnéstico (figura 15).

Etapa
FIGO
I Crecimiento limitado a los ovarios
A Un ovario
IB Ambos ovarios

Neoplasia en estado IA o IB, pero con tumor en la superficie de uno o
ambos ovarios
Il Crecimiento limitado a la pelvis

Descripcién

[IA  Metastasis hacia las tubas uterinas y/o el utero

IIB  Metastasis hacia otras estructuras pélvicas como el colon o la vejiga
IIC  Neoplasia en estado IlA o IIB pero con presencia de ascitis
[l Crecimiento limitado al abdomen
[IA  Metastasis microscépica (implantes < 2 cm) hacia el peritoneo
[IB  Metastasis macroscopica (implantes > 2 cm) hacia el peritoneo
IIC  Metastasis hacia los nodos linfaticos

El cancer se ha extendido hasta 6rganos extrapélvicos como el higado
o los pulmones

Figura 15. Sistema de clasificacion FIGO 2006 para los tumores de ovario de

acuerdo con el nivel de diseminacién de la enfermedad al momento del
diagndstico [76].
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Sin embargo, en 2014 se realizaron algunas modificaciones a este sistema de
clasificacion, de modo que los grados de malignidad que se muestran en la figura
14, se emplean ahora para los subtipos endometrioide, de células claras y
mucinoso, mientras que los carcinomas serosos, se designan como de alto o bajo
grado histolégico [78]. Estas modificaciones se toman en cuenta para la
clasificacion de las muestras incluidas en el presente estudio.

La etiologia del cancer epitelial de ovario aun no se comprende totalmente, sin
embargo, se ha sugerido que estan involucrados factores genéticos, reproductivos
y hormonales. Mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2, una historia familiar de
cancer de ovario y nuliparidad, son factores asociados con el incremento del riesgo
de padecer CEO [79-81]. En contraste, existen reportes de que el uso de
anticonceptivos orales y la ligacién de las tubas uterinas disminuyen el riesgo de
CEO [80,82]. Se ha sugerido que el VPH podria estar implicado en el desarrollo del
CEO, debido a que se ha detectado ADN de este virus en muestras de CaCu, y de
otras neoplasias, incluyendo las de vulva, vagina, ano, pene, orofaringe y laringe,
entre otras.

Hasta el momento, se desconocen las rutas de entrada del VPH al ovario [83].
Algunos autores sugieren que asciende desde el tracto genital inferior hasta la
gonada [84], por esta razon, se han realizado estudios que buscan detectar el ADN
viral en tejido ovarico tanto no tumoral como tumoral, con el objetivo de determinar
si el VPH desempefia un papel importante en el desarrollo de las neoplasias
ovaricas. A continuacion, se describen algunos de estos estudios.

El grupo de investigacion de Wu y colaboradores, en 2003 [85], buscd el genotipo
VPH16 en 50 carcinomas de ovario de los cuales 52% resultaron positivos. Ademas
se analizaron 30 ovarios no tumorales donde se observd que 6.7% también fueron
positivas a dicho genotipo viral. Los resultados de esta publicacién sugieren que la
prevalencia de la infeccion con VPH16 es mas alta en los tumores epiteliales en
comparacién con los ovarios no tumorales, lo que da lugar a la especulacion acerca
de la participacion del virus en el desarrollo del CEO.

En Turquia, el grupo de Atalay y colaboradores [86], llevd a cabo un analisis que
incluyd 94 pacientes, de las cuales, 76/94 tuvieron diagndstico clinico-patolégico
confirmado de carcinoma ovarico del subtipo seroso. Se detecté VPH en 8/76
(10.5%) de las pacientes: seis de ellas presentaron el genotipo VPH16 y las dos
restantes, el genotipo VPH33. Ninguna de las pacientes mostré infeccion multiple.

En México no se cuenta con informacién acerca de la presencia de VPH en tejido
ovarico, ni normal, ni maligno, por lo que este trabajo exploratorio tiene como
objetivo la deteccion de la infeccidon y la genotipificacion del VPH en ovarios no
tumorales y en carcinomas ovaricos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de ADN del Virus del Papiloma Humano en carcinomas
ovaricos de pacientes mexicanas y realizar la genotipificacion en las muestras que
resulten positivas a esta infeccidn, comparando los resultados con muestras de
ovarios no tumorales.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar 58 muestras quirurgicas de pacientes mexicanas con diagndstico
confirmado de carcinoma de ovario primario y que cumplan con los criterios
de inclusion establecidos.

2. Discriminar las muestras quirurgicas obtenidas en funcion de su tipo
histolégico y grado de malignidad.

3. Obtener el ADN gendmico de las estructuras epiteliales de las muestras
mencionadas.
4. Realizar la genotipificacion de los virus con la técnica de PCR mediante la

plataforma tecnoldgica CLART (Clinical Array Technology) que identifica 35
genotipos virales.
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HIPOTESIS

Sera posible detectar genotipos del Virus del Papiloma Humano tanto de alto riesgo
como de bajo riesgo oncogénico en carcinomas de ovario de pacientes mexicanas.
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METODOLOGIA

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Nacional
Autéonoma de México (UNAM) y del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan).

Las muestras de ovarios no tumorales (n = 18) se obtuvieron de pacientes con
diagndstico de CaCu o carcinoma de endometrio, que fueron extirpados como parte
del tratamiento meédico indicado.

Las muestras quirurgicas de tumores del epitelio ovarico (n = 40), fueron obtenidas
de pacientes que ingresaron al INCan, diagnosticadas con cancer epitelial de ovario
primario entre los afios 2008-2014, y que cumplieron con los siguientes criterios de
inclusion:

1. Diagndstico anatomo-patolégico confirmado de cancer epitelial de ovario de
los subtipos histoldgicos seroso y endometrioide.

2. Consentimiento Informado firmado (ver Anexo 1).

3. Sin tratamiento quirurgico previo ni quimioterapia.

4. Informacion de la historia clinica disponible.

En todos los casos se mantuvo el anonimato de las pacientes, cumpliendo con las
normas éticas establecidas para los bancos de tumores internacionales, de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

La recoleccion de las muestras se realizd durante el transoperatorio de las
pacientes que se sometieron a un proceso quirurgico. Enseguida, se fij6 la muestra
en paraformaldehido 4% (PFA) en buffer de fosfatos, y se procedié con la técnica
histolégica ordinaria hasta su inclusion en parafina (ver Anexo 2).

Se realizaron cortes histoldgicos de 3 um y se tifieron con hematoxilina-eosina (ver
Anexo 3) para identificar un area representativa del tumor y de este modo, ubicar la
zona en el bloque de parafina y extraerla mediante el uso de un sacabocados.
Cabe mencionar que para cada muestra se utiliz6 material nuevo desechable para
evitar la contaminacién entre los diferentes tejidos. Posteriormente, se extrajo el
ADN gendmico mediante el PureLink Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN K1820-
01), siguiendo el protocolo del proveedor (ver Anexo 4).

Una vez obtenido el ADN se verifico la integridad, concentracion y pureza del
mismo. De las muestras cuyas condiciones de ADN fueron 6ptimas, se amplificé un
fragmento de 450pb de la region L1 del genoma del VPH, mediante una PCR punto
final.

Los productos amplificados de la PCR se visualizaron mediante la electroforesis en
un gel de agarosa al 2% utilizando como revelador bromuro de etidio, para observar
la presencia del amplicon correspondiente a 450pb del VPH.
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A las muestras que resultaron positivas a la infeccion por VPH, se les realizd la
genotipificacion mediante la plataforma tecnolégica CLART HPV2 (Clinical
ArrayTechnology Human Papillomavirus 2, GENOMICA) la cual consiste en un
microarreglo de 35 genotipos de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84,85y
89) a través de la hibridacion de zonas especificas del microarreglo con el producto
amplificado marcado con biotina, que al entrar en contacto con estreptoavidina-
peroxidasa, genera un producto insoluble que se visualiza a través de un lector
CAR (Clinical Array Reader, GENOMICA) (ver Anexo 5).
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RESULTADOS

En total se analizaron 58 muestras quirurgicas: 18 correspondieron a ovarios no
tumorales y las restantes, a tejidos tumorales. En los ovarios no tumorales se
seleccionaron estructuras epiteliales, mientras que los cortes provenientes de los
carcinomas se observaron al microscopio para confirmar que pertenecia a tejido
tumoral soélido y al diagnostico anatomo-patologico reportado en la respectiva
historia clinica. Todas las muestras cumplieron con los criterios de inclusion
descritos previamente.

Los tejidos tumorales fueron clasificados por subtipo histologico, resultando en 35
tumores serosos de los cuales 19 fueron de alto grado, 5 de bajo grado, 10
limitrofes y 1 tumor con grado histolégico indeterminado. De los carcinomas
endometrioides (n = 5) todos fueron moderadamente diferenciado (G2) de acuerdo
al sistema FIGO 2014.

Del total de muestras analizadas, 39 presentaron un ADN con las condiciones de
integridad, concentracion y pureza requeridas para llevar a cabo la deteccion y
genotipificacion de los 35 tipos virales de VPH mediante la plataforma CLART
HPV2 (GENOMICA). De estas, 11 correspondieron a tejidos no tumorales y las 28
restantes fueron carcinomas del subtipo seroso (n = 23) y endometrioide (n = 5). En
la tabla 1 se muestra el grado histologico de los tumores que fueron seleccionados
para este estudio.

Tabla 1. Caracteristicas histolégicas de las muestras seleccionadas para la

No tumoral (n=11) 11
Tumoral Seroso Alto grado 12/23
(n=23) Bajo grado 4/23
Limitrofe 6/23
Desconocido 1/23
Endometrioide Moderadamente 5
(n=15) diferenciado (G2)
**FIGO 2014

La edad promedio de las pacientes cuyos tejidos ovaricos se seleccionaron (n = 39)
fue de 47.9 afos. Al catalogar las muestras en no tumorales y tumorales, la edad
promedio de las pacientes fue 50.9 anos en el caso de los tejidos no tumorales,
mientras que para los tumorales fue de 46.8 afios.
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La clasificacion de las pacientes por su estado hormonal fue de 35.9% (n = 14) en
la pre-menopausia; 25.6% (n = 10) en menopausia y 25.6% (n = 10) en post-
menopausia. Del 12.8% (n = 5) restante, no se tuvo informacion (figura 16).

Se observé que de las muestras de ovarios no tumorales, 27.3% correspondieron a
mujeres pre-menopausicas y 72.7% apacientes post-menopausicas. En cuanto a
los ovarios tumorales, 39.3% fueron de pacientes pre-menopausicas; 39.3%
menopausicas; 7.1% post-menopausicas y de 14.3% de los casos carecieron de
datos acerca del estado reproductivo de la paciente (figura 16).

100% -

so% 128 14,3
80% -
25,6
70% -
n 72,7 )
g 60% - Sin dato
3 .
g 50% - Post-menopausia
o # Menopausia
;\2 40% - P
Pre-menopausia
30% -
0, -
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Figura 16. Clasificacion de las muestras de tejido ovarico empleadas en este
estudio para la deteccion de VPH, de acuerdo al estado hormonal de las
pacientes.

La deteccion del ADN viral en las muestras se realizé6 mediante una PCR punto
final. Resultaron positivos 10/39 tejidos, los cuales se sometieron a genotipificacion.
De los ovarios no tumorales, 2/11 (18.2%) fueron positivos y el genotipo VPH11
estuvo presente en el 100% de las muestras infectadas. En el caso de los
carcinomas, 8/28 (28.6%) resultaron positivos para VPH: 6/8 fueron del subtipo
seroso y nuevamente el genotipo VPH11 se manifestdé en el 100% de estas
muestras. El resto de los tejidos tumorales infectados (2/8) correspondieron a
carcinomas del subtipo endometrioide, donde una de las muestras presenté el
genotipo VPH43 y la otra el VPH89 (figura 17).
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Figura 17. Genotipos de VPH detectados en tejido ovarico. Resalta la presencia del
VPH11 tanto en el total de muestras tejido no tumoral, como en los carcinomas

del subtipo seroso.

Dado que las muestras analizadas correspondian a ovarios de pacientes del INCan,
los patélogos usaron el sistema de clasificacion FIGO 2006 para asignar el estadio
de los tumores al momento del diagndstico. De este modo, de los carcinomas
positivos a la infeccion por VPH, dos se encontraban en estadio IA al momento del
diagndstico; uno en estadio IC; uno en estadio IlA; uno en estadio IIC; dos en
estadio IlIC y uno mas en estadio IV (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los carcinomas de ovario positivos a VPH.

Subtipo Grado Estadio FIGO* Genotipo de
histolégico histolégico** VPH
Seroso Alto grado A 11
(n =6) Alto grado Ic 11
Alto grado IC 11
Alto grado \Y 11
Bajo grado IA 11
Bajo grado IC 11
Endometrioide Moderadamente A 89
(n=2) diferenciado (G2)
Moderadamente IC 43
diferenciado (G2)

*FIGO 2006 y **2014
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que el Virus del Papiloma Humano (VPH)
es capaz de infectar el ovario y los carcinomas derivados del mismo. En este
estudio se eligio trabajar con la plataforma tecnolégica CLART HPV2 (Clinical Array
Technology Human Papillomavirus 2, GENOMICA) por su alta sensibilidad para la
deteccion del ADN viral e identificacion de 35 genotipos especificos de alto y bajo
riesgo oncogenico.

El genotipo viral VPH11 fue el unico encontrado en las muestras de ovarios no
tumorales y en los carcinomas serosos de ovario. Este virus esta clasificado como
de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del cérvix, sin embargo, en los epitelios
escamosos de la cavidad oral y de la laringe, se ha reportado capaz de inducir la
formacion de tumores malignos [87,88]. Otros estudios lo relacionan con el
desarrollo de carcinomas peneanos y de neoplasias intraepiteliales anales [89-91].
En la literatura destaca el reporte de un paciente que a los 2 afios de edad padecio
papilomatosis respiratoria recurrente juvenil, vinculada a la infecciéon por VPH11; el
mismo individuo fallecié a los 19 afios de edad, cuando ya habia desarrollado
carcinomas de células escamosas en los pulmones y en el corazon, estos
asociados a la infeccion por VPH11 [92].

La infeccion por VPH se ha detectado en carcinomas de mama [93-95] incluyendo
a la poblacion mexicana donde se encontrdé ADN viral en 15/51 (29.4%) muestras
analizadas [96]. Especificamente para el VPH11, Pereira y colaboradores [97]
mostraron que estaba presente en 16/61 (26%) carcinomas mamarios de pacientes
argentinas. Notese la similitud que existe entre los resultados del grupo de Pereira y
los obtenidos en este trabajo, pues si bien los tumores malignos, tanto de mama
como de ovario, tienen una etiologia compleja, que no se explicaria solo por la
infeccion con VPH, tampoco puede descartarse que ésta participe en la
carcinogénesis de dichos tejidos.

Por otro lado, el genotipo VPH89 se detecté en uno de los dos los carcinomas
endometrioides que resultaron infectados (2/5, 40%). Al igual que el VPH11, el
VPH89 también esta clasificado como de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del
cérvix, sin embargo, Datta y colaboradores [98] reportaron la presencia de VPH89
en muestras de cérvix de mujeres hindues, haciendo énfasis en que este genotipo
infecta de manera persistente al epitelio cervical, por lo que puede considerarse
que la infeccibn con VPH89 podria ascender a la parte superior del tracto
reproductor femenino y llegar hasta el ovario. Se requiere tener mas informacién
para saber si el VPH89 esta involucrado en el desarrollo de las neoplasias ovaricas.

En el segundo carcinoma endometrioide infectado, se detectd el genotipo VPH43,
clasificado como de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del cérvix. A pesar de
que hasta donde se ha revisado la literatura no existen trabajos que reporten la
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presencia del VPH43 en algun tipo de carcinoma, Li y su grupo de investigacion
[99] , lo reportaron como genotipo prevalente en mujeres de Shanxi, China, pues
estuvo presente en 38.13% (151/396) de las muestras de tejido cervical que
analizaron.

Otro estudio realizado por Wang y colaboradores [100] en el cual, durante 5 afos,
se estudiaron los cambios que ocurrieron en el tejido cervical infectado con VPH de
mujeres de Shenzhen, China, se reportd una tasa de prevalencia para el VPH43 de
1.36%, cifra que se mantuvo aproximadamente constante durante el periodo de
estudio, sugiriendo que al igual que en el caso del VPH89, una infeccién con
VPH43 podria estar asociada con la persistencia en el tejido cervical, ascendiendo
posteriormente al tracto superior femenino e infectando el ovario, contribuyendo asi
al desarrollo de lesiones malignas en este tejido.

Las infecciones por VPH en el tracto genital son mas frecuentes en mujeres
joévenes [5], sin embargo, en este estudio se detecté ADN viral en un carcinoma
seroso de alto grado en una mujer de 90 afos, lo cual sugiere que la infeccion
puede permanecer latente dentro de las células epiteliales del ovario durante varios
anos.

En la literatura no se dispone de informacién suficiente para determinar si la
infeccion por VPH en el ovario y los carcinomas derivados de éste son eventos
aislados sin relevancia clinica, o bien, si la infeccién asociada con otros factores de
riesgo puede contribuir de alguna manera a la malignizacion del tejido y participar
en la progresion de los carcinomas.

Por una parte estan los trabajos que han buscado intencionadamente genotipos
virales de alto riesgo como VPH16, 18 y 33 en carcinomas de ovario [85,101-106],
obteniendo resultados contradictorios: Lai y su equipo de investigacién [101],
identificaron los genotipos de alto riesgo VPH16 y 18 en carcinomas ovaricos,
siendo la infeccién con VPH16 la mas frecuentemente encontrada en estas
neoplasias; sin embargo, el numero de muestras es bajo y no permite sacar
conclusiones definitivas.

En contraste con estos resultados, otros grupos de investigacion no lograron
detectar ADN viral en carcinomas ovaricos, tal es el caso de Chen y colaboradores
[102], quienes buscaron intencionadamente los genotipos VPH16 y 18 en 20
muestras de carcinomas ovaricos, pero ninguna mostro la presencia de ADN del
VPH. Anttila y su grupo de investigacién [107] ampliaron tanto el numero de
muestras como el espectro de busqueda al incluir genotipos de alto y bajo riesgo
oncogénico pero a pesar de ello, no encontraron ADN viral en las muestras que
analizaron (98 carcinomas ovaricos). Estas contradicciones podrian ser atribuidas a
la precision de la técnica utilizada en los estudios y al hecho de que la prevalencia
de los genotipos virales varia en funcién de las poblaciones estudiadas [108,109].
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Aunque es poco probable que por si sola, una infeccién con genotipos de VPH de
bajo riesgo oncogénico sea el agente causante de la transformacién maligna en el
epitelio ovarico, se requieren mas estudios para saber si es posible que, asociada a
otros factores de riesgo, como una historia familiar de cancer, infertilidad o
tabaquismo, pueda contribuir al inicio o la progresion del CEO en las pacientes
mexicanas.

Aun cuando el numero de muestras que se analizaron en este estudio fue bajo y no
pueden, por tanto, generalizarse los resultados obtenidos, si puede concluirse que
los carcinomas serosos pueden estar infectados por VPH y se destaca la presencia
del genotipo de VPH11, mismo que fue encontrado también en los ovarios no
tumorales.
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CONCLUSIONES

El Virus del Papiloma Humano es capaz de infectar el tejido ovarico. Los genotipos
virales encontrados en ambos tipos de tejido ovarico fueron VPH11, 43 y 89, todos
considerados de bajo riesgo oncogénico. Siendo VPH11 el genotipo prevalente
tanto en las muestras no tumorales como en los carcinomas.

Aunque la deteccion ADN del VPH no necesariamente implica una relacion causal
entre la infeccidn por este virus y el desarrollo de carcinomas ovaricos, los
resultados mostrados en este trabajo evidencian la necesidad de estudios mas
detallados acerca de los factores que pudieran asociarse a la infeccién por VPH y
que estan implicados en el desarrollo de carcinomas ovaricos de pacientes
mexicanas.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Determinacioén de receptores hormonales y GPR 30 en pacientes con sospecha de cancer de Ovario en
el Instituto Nacional de Cancerologia.

JUSTIFICACION

A través de este conducto la invitamos a participar en un estudio de investigacion. Los médicos del Instituto
Nacional de Cancerologia estamos interesados en conocer la expresién de los receptores hormonales en tejido
tumoral de céncer epitelial de ovario y la relaciéon de dicho estado con el tratamiento recibido y la evolucion de
la enfermedad.

PROPOSITO

El cancer de ovario es un tumor maligno que esta asociada con una importante resistencia a los tratamientos
sistémicos por lo que es necesario investigar y conocer mejor el comportamiento de las células de este tipo de
tumor.

Nuestro proposito es identificar la expresion de receptores hormonales en estas células tumorales y la relacion
que pueda tener la expresion de estos marcadores moleculares con la respuesta a los diferentes tratamientos
que usted pueda recibir, a fin de conocer mejor el comportamiento de su tumor.

Para ello sera necesario tomar una pequefa muestra en fresco y al menos un bloque de tumor conservado en
parafina, del tumor que le sea quitado al momento de la cirugia laparotomia exploradora y citorreductora con
que los médicos cirujanos iniciaran el tratamiento de su enfermedad.

RIESGOS

Usted no tendra ningun riesgo al participar con nosotros ya que Unicamente se tomaran las muestras vy el
procedimiento no tiene riesgo ni implica ninguna manipulacién adicional al tratamiento que de por si deberia
recibir.

Asimismo, al inicio del estudio, se le realizara una entrevista para llenar un cuestionario con datos
sociodemografico, antecedentes ginecoldgicos y obstétricos, uso de anticonceptivos hormonales, habitos y
costumbres.

Finalmente, también se revisara su expediente de manera rutinaria a fin de llevar el control de sus tratamientos
y conocer su evolucion.

BENEFICIOS

Los tratamientos que se utilicen seran asignados o establecidos por los médicos del servicio de Gineco-
Oncologia y Oncologia Médica, de acuerdo con la evolucion de su padecimiento.

El costo de las tomas adicionales de tumor o sangre corre a cargo de los médicos investigadores.

TX ALTERNATIVOS

En caso de que no aceptar participar en el estudio usted tendra los mismos derechos que los pacientes que
acuden al Instituto, es decir recibira la atenciéon y los tratamientos correspondientes de acuerdo a las
caracteristicas de su enfermedad, sin que su negativa signifique o represente alguna represalia en contra de
usted. Ademas como en todo paciente del Instituto gestionaremos todos los apoyos posibles para evitar que
abandone su tratamiento.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Tomar parte en este estudio de investigacion es su decision. Usted no tiene que participar en el estudio si no lo
desea. En caso de que usted decida participar, también le hacemos saber que esta en libertad de abandonarlo
en momento que usted lo decida sin tener que dar explicaciones. Su cuidado médico no se vera afectado en
ningn momento si decide no participar en el estudio o abandonarlo en algun momento. Al aceptar participar en
este estudio usted se compromete a asistir a sus consultas en las fechas sefaladas, si usted se cambia de
lugar donde vive o no regresa a la clinica, se le llamara para averiguar donde se encuentra y poder seguir
teniendo contacto con usted.
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INDEMNIZACION

No recibird remuneracion alguna por su participacion, tampoco habra indemnizacién de ningun tipo ya que el
proyecto no implica algun tipo de riesgo para usted, los gastos derivados del tratamiento deberan ser

cubiertos por usted.

CONFIDENCIALIDAD

Los resultados que se obtengan del estudio realizado y de la informacién que usted nos proporcione solo sera
manejada por el grupo de investigadores, usted sera identificada por un cédigo y numero de paciente en el

estudio. Usted no sera identificada en ningun reporte o publicacion resultante de este estudio.
EN CASO DE DUDA

Usted podra hablar con la Dra. Flavia Morales-Vasquez 56 28 04 00 ext 429.
Dra. Carmen Méndez 56 28.04.00 ext 429
El Dr. Juan Zinser Sierra. Presidente del Comite de Etica 56 28 04 00 ext 125

Con base en la informacion presentada ACEPTO VOLUNTARIAMENTE participar en el estudio
“Determinacion de los Receptores de estréogeno, progesterona y GPR-30 en cancer epitelial del ovario y

su asociacion con la respuesta al tratamiento”

Nombre, apellidos del participante

Direccion

Teléfono

Fecha Firma

Nombre, apellidos del investigador

Flavia Morales-Vasquez

Carmen Méndez-Herrera

Direccion

San Fernando No 22 col Toriello Guerra, Del. Tlalpan
Teléfono

56.28.04.00 ext 429.

Fecha Firma

Nombre, apellidos testigo 1

Direccion

Teléfono

Fecha Firma
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE TEJIDOS PARA HISTOLOGIA
INCLUSION EN PARAFINA

El tejido procedente del transoperatorio, se fijé con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (afiadiendo 15
mL de fijador por cada gramo de tejido), durante 24 h. Posteriormente, se lavé la muestra con PBS; 5 lavados
de 20 minutos cada uno. Enseguida se procedié con la deshidratacion del tejido, utilizando una serie de
disoluciones de etanol de concentracién ascendente: la muestra se sumergioé durante 1h en cada disolucion, en
el siguiente orden: 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, etanol absoluto 1, etanol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2.

Una vez deshidratado el tejido, se incluyé en parafina 1 a 56 °C durante 1h. A continuacién, se incluyé en
parafina 2 durante 1 h. Para realizar esta ultima inclusion, se coloco la muestra en un molde metalico que ayudé
a colocar el tejido en un casete de plastico. Se dejaron enfriar los moldes sobre una base fria durante 30
minutos con la finalidad de poder retirar el molde y obtener el casete que contiene el tejido incluido en parafina.
Los blogues de parafina resultantes, se etiquetaron con el nimero de muestra y el nimero de expediente y de
este modo se almacenaron a 4 °C.
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE TINCIONES HEMATOXILINA/EOSINA

De cada bloque de parafina se hizo un corte de 3 pym de grosor, mediante el uso de un micrétomo.
Posteriormente, se extendié y se adhirié el corte en un portaobjetos (laminilla).

Para poder llevar acabo la tincion hematoxilina/eosina, fue necesario desparafinar cada uno de los cortes, por lo
cual se acomodaron las laminillas en una canastilla de portaobjetos y esta se introdujo a una estufa durante 2
horas a 56 °C.

Una vez transcurridos los 30 minutos dentro de la estufa, se sacé la canastilla y se transfirié a un vaso coplin
para hacerle tres lavados con xilol de 10 minutos cada uno, para eliminar el exceso de parafina de los cortes.

Enseguida, se procedidé con la hidratacion de los tejidos utilizando una serie de disoluciones de etanol de
concentracién descendente: se sumergio la canastilla durante 10 minutos en cada disolucién, en el siguiente
orden: etanol absoluto, etanol al 96%, 80% y 50%. Luego, se lavé con agua corriente durante 5 minutos.

Posteriormente, se introdujeron las laminillas en hematoxilina de Hill (previamente filtrada) durante 5 minutos y
al cabo de ese tiempo, se lavaron nuevamente con agua corriente durante 5 minutos. Enseguida se realizé un
bafio de agua amoniacal para neutralizar la hematoxilina de las laminillas y nuevamente se lavaron con agua
corriente durante unos segundos.

Con un microscopio electrénico, se observaron los cortes para determinar si la tinciéon de los nucleos celulares
era 6ptima; en caso de no serlo, se sumergi6 la laminilla una vez mas en la hematoxilina. Una vez que la tincion
fue 6ptima, se retird el exceso de colorante con agua corriente y posteriormente se colocé la canastilla dentro
un vaso coplin lleno de agua destilada y se mantuvo ahi durante 5 minutos.

Al cabo de ese tiempo, las laminillas se introdujeron en un vaso coplin que contenia eosina al 0.2% durante 2
minutos y luego se lavaron con agua corriente, pero esta vez, solo durante unos segundos, para evitar que la
tincion desapareciera.

A continuacion, se procedié con la deshidratacion de los tejidos ya tefiidos, para lo cual, se sumergieron las
laminillas una serie de disoluciones de etanol de concentracion ascendente: 50%, 60%, 70%, 80%), 90%, etanol
absoluto 1, etanol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2.

De nuevo, se observaron los cortes en el microscopio para verificar que la tincién fuera 6ptima; en caso de no
serlo, se sumergi6 la laminilla una vez méas en la eosina. Una vez que se obtuvo la tincién éptima, se colocaron
unas gotas de resina en uno de los bordes del corte y de este modo, adherir un cubreobjetos evitando la
formacion de burbujas de aire entre el tejido y el cubreobjetos.

Al final de este proceso, cuando la tincién fue optima, al observar los cortes en el microscopio, pudieron
apreciarse los nucleos de las células de los tejidos en color morado y los citoplasmas en color naranja muy
tenue.
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ANEXO 4

PureLink® Genomic DNA Kits

Para la purificacion de ADN genémico

Numeros de Catalogo K1820-01, K1820-02, K1821-04
NiUmero de Documento 25-1012
Numero de Publicacion MANOOOO601

Revision 2.0

Procedimiento para usuarios del Mini Kit experimentados

Introduccién

Esta guia rapida de referencia esta incluida para usuarios experimentados del PureLink®
Genomic DNA Mini Kit. Para mas detalles, consultar este manual.

Etapa

Procedimiento

Preparacion del
lisado

Preparar el lisado utilizando el protocolo adecuado para la muestra, como se indica a
continuacion:

Muestra Cantidad Pagina No.
Células de mamifero, tejidos 5 x 10° células, <25 mg de tejido, 0.5-1 cm 16

y cola de raton de cola de ratén

Sangre <1 mL de sangre no nucleada (se necesitan 17

reactivos adicionales, ver pagina 17)
5—-10 yL de sangre nucleada

Bacterias <2 x 10° células 18
Células de levadura <5 x 10" células 19
Hisopos bucales Hisopos bucales humanos 19
Tejidos incluidos en parafina  1-8 secciones de 5-15 pm de grosor y 20— 20

50 mm? de area

Oragene™ saliva <1 mL 21

1.

Remover la columna PureLink® Spin Column del tubo collector del empaque.
En la columna, cargar el lisado (~640 pL) con Buffer de Lisis y etanol preparado como
se describié en las paginas 16—21 de PureLink® Spin Column.

3. Centrifugar la columna a 10,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.
4. Descartar el tubo colector y colocar la columna dentro de un tubo colector nuevo.
5. Proceder al lavado del ADN.

Lavado del 1. Lavar la columna con 500 pL de Buffer de Lavado 1 preparado con etanol (pagina 23).

ADN 2. Centrifugar la columna a 10,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar el
tubo colector y colocar la columna en un tubo collector nuevo.

3. Lavar la columna con 500 pL Buffer de Lavado 2 preparado con etanol (pagina 23).

4. Centrifugar la columna a maxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente.
Descartar el tubo colector.

5. Proceder con la Elucién del ADN.

Elucion del 1. Colocar la columna dentro de un tubo de 1.5-mL de la microcentrifuga.

ADN 2. Eluir el ADN con 25-200 pL de Buffer de Elucion PureLink® Genomic. Ver los
Parametros de Elucion (pagina 13) para elegir el volumen de elucién éptimo para sus
necesidades.

3. Incubar la columna a temperatura ambiente por 1 minuto.

4. Centrifugar la columna a maxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente. Este
tubo contiene ADN purificado.

5. Si se desea, efectuar una segunda elucidon para incrementar el rendimiento,
disminuyendo la concentracion de la disoluciéon. Este tubo contiene ADN purificado.
Remover y descartar la columna.

6. Utilizar el ADN genémico purificado para los analisis deseados. Almacenar el ADN

genomico purificado a 4°C en caso de periodos de almacenaje cortos 0 a —20°C en
caso de periodos mas largos.
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ANEXO 5

CLART® PAPILLOMAVIRUS HUMANO 2

GENOTIPADO DE PAPILLOMAVIRUS HUMANO MEDIANTE IDENTIFICACION GENOMICA PARA
DIAGNOSTICO IN VITRO

DESCRIPCION DEL PROTOCOLO

CLART® Papillomavirus Humano 2 detecta la presencia de los 35 virus de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89) con
mayor importancia clinica (ver fig. 1) en distintos tipos de muestras humanas (frotis, suspensiones celulares y
tejido fijado en formol e incluido en parafina).

ALTO RIESGO
BAJO RIESQOQ

313335
89 45 51 52
53 56 59 66 67
686970738285
611324042 44 54
5561626471 7274
8183 84 87 89 91

Figura 1: JAMA, Dunne et al., 2007

La deteccion se lleva a cabo mediante la amplificacion de un fragmento de unos 450 pb dentro de la regién
L1 del virus por tratarse de una secuencia que esta altamente conservada entre los distintos tipos de VPH. Sin
embargo, esta region presenta suficientes variaciones como para poder diferenciar cada tipo de virus con
sondas especificas. De esta manera, se asegura la especificidad de la deteccién.

La deteccion del producto amplificado por PCR se lleva a cabo mediante una nueva plataforma tecnoldgica
basada en microarrays de baja densidad: CLART® (Clinical Array Technology). La plataforma se fundamenta
en un principio muy sencillo pero a la vez muy cémodo y eficaz que consiste en incluir un microarray en la parte
inferior de un tubo de 2 mL (Array TubeTM-AT) o en el fondo de un pocillo de placa microtiter (CLART® Strip-
CS) (figura 2), lo que simplifica todo el proceso de hibridacién y visualizacién frente a los sistemas de arrays
clasicos.

Figura 2. Plataforma CLART® Strip-CS en forma de tira de 8 pocillos.

El sistema de deteccion con CLART® Papillomavirus humano 2 se basa en la precipitacién de un producto
insoluble en aquellas zonas del microarray en las que se produce la hibridacion de los productos amplificados
con las sondas especificas. Durante la PCR, los productos amplificados se marcan con biotina. Después de la
amplificacion, estos productos se hibridan con sus respectivas sondas especificas que estan inmovilizadas en
zonas concretas y conocidas del microarray, tras lo que se incuba con un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa. El conjugado se une a través de la estreptavidina con la biotina presente en los productos
amplificados (que a su vez se encuentran unidos a sus sondas especificas) y la actividad peroxidasa provoca la
aparicion de un producto insoluble en presencia del sustrato o-dianisidina, que precipita sobre las zonas del
microarray en las que ocurre la hibridacion (figura 3).
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Figura 3: Esquema del método de visualizacion. Las sondas, inmovilizadas sobre la superficie, capturan sus
productos amplificados complementarios marcados con biotina. A través de la biotina, se une el conjugado, en
este caso estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano, HorseRadish Peroxidase). El sustrato o-dianisidina por la
accion de la HRP, produce un precipitado sobre la zona en la que se produce la hibridacién.

La sensibilidad obtenida combinando la amplificacién genémica y la visualizacion en el microarray con el kit
CLART® Papillomavirus Humano 2 es tan alta, que no es necesario hacer dobles amplificaciones (nested)
evitando el riesgo de contaminacion que éstas conllevan.

COMPONENTES Y CONSERVACION DEL KIT

El kit CLART® Papillomavirus Humano 2 contiene suficientes reactivos para la extraccion y analisis del ADN
de 24, 48 6 96 muestras clinicas. Los reactivos incluidos en el kit se han agrupado en varias cajas,
dependiendo de la temperatura a la que se han de conservar. Todos los reactivos son estables en las
condiciones indicadas de conservacion hasta la fecha de caducidad indicada.

1. Reactivos de amplificacién

* Los reactivos de amplificaciéon se envian a -20 °C. Son los siguientes:

Tubos de Amplificacion contienen 45 pL de mezcla de reaccién. Estan listos para su uso y deben mantenerse
a -20 °C. Sdlo se deben descongelar sobre hielo el niumero preciso de tubos de amplificacion que se vayan a
procesar, conservando el resto de los tubos a la temperatura indicada.

En la caja del kit se incluye un indicador adhesivo e irreversible de temperatura; la aparicion de un color
rojizo en la ventana de visualizacién indica que en algin momento los productos han sobrepasado la
temperatura de conservacion de —20 °C y no deben utilizarse.

2. Reactivos de visualizacion

Se envian a 4 °C. Son los siguientes:

1. Microarrays: Tubos AT o Tiras CS (sondas especificas incluidas). Se suministran en un sobre
termosellado. Conservarlos siempre cerrados, a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

2. SH (Solucién de Hibridacion). Conservar a 4 °C.

3. DC (Diluyente de Conjugado). Conservar a 4 °C.

4. CJ (Conjugado). Conservar a 4 °C. Dar un pulso en la centrifuga antes de usar.

5. RE (Solucién de Revelado). Conservar a 4 °C.

6. TL (Tampdn de Lavado). Conservar a 4 °C.
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7. Soporte y tapa para tiras de 8 pocillos.
ijADVERTENCIA!: Una vez recibido el kit, los microarrrays deben conservarse a temperatura ambiente.

3. Otros componentes

Para la captura y posterior procesamiento de la imagen se necesita un equipo o lector, un adaptador, y un
software, capaces de generar de manera automatica un informe por cada muestra analizada:

» Lector CAR (Clinical Array Reader) (figura 4): permite la lectura e interpretacién automatica de hasta 12 CS,
es decir, de hasta un maximo de 96 muestras. En este lector también pueden leerse ATs. Esta fabricado y
distribuido por GENOMICA para su uso exclusivo con los kits de diagnostico.

» Soporte adaptador que se coloca sobre la bandeja del CAR, sobre el cual se acopla la placa antes de la
lectura.

+ Software: especifico para CLART® HPV2, disefiado y validado por GENOMICA.

CAR
(Clinical Array Reader)

’ GEN+*MICAH

Figura 4. CAR
MATERIAL REQUERIDO, NO SUMINISTRADO

1. Reactivos y material

1 Agua destilada.

2 Etanol 96%

3 Guantes desechables.

4 Puntas de pipeta con filtro o desplazamiento positivo.
5 Recipiente con hielo picado.

6 Tubos Eppendorf de 1.5 mL autoclavados.

7 Gradillas para tubos de 1.5 mL.

8 Soporte para tubos de 0.5 mL/0.2 mL.

2. Equipos

1 Microcentrifuga.

2 Termociclador.

3 Tres micropipetas ajustables entre 1-20 pL, 20-200 uL y 200-1000 pL para el laboratorio de extraccion.

4 Tres micropipetas ajustables entre 1-20 yL, 20-200 yL y 200-1000 uL para el laboratorio de visualizacion.

5 Termomixer con agitacion ajustable a 37, 55, 60 y 100 °C. Compatible con tubos tipo Eppendorf y con tiras de
8 pocillos.

6 Vortex.

7 Sistema de vacio (opcional).

RECOMENDACIONES Y PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACION

iMuy importante para evitar contaminaciones! Leer detenidamente antes de comenzar la técnica.

44



Recomendaciones generales:

1. La técnica se debe realizar en dos areas separadas fisicamente, para evitar la contaminacién de las
muestras con el producto amplificado anteriormente. Cada una de las areas debe tener su propio material de
trabajo identificado (pipetas, puntas, tubos, gradillas, guantes, etc.) y nunca debe salir de cada una de ellas.

1 Area pre-PCR: En esta area se hace la extraccion del ADN y preparacién de las muestras.

1 Area post-PCR: En esta area se lleva a cabo la amplificacion y la visualizacién del producto amplificado. El
material de esta area nunca ha de entrar en contacto con el del area de extraccion. Evitar ir al area de pre-PCR
después de haber estado trabajando en el area de visualizacion.

2. Utilizar guantes en todo momento. Es recomendable cambiarse de guantes con cierta frecuencia.

3. Limpiar las zonas de trabajo (poyatas, campanas, gradillas, pipetas, termociclador) en profundidad con lejia
diluida al 10% cada vez que se procese una tanda de muestras, y obligatoriamente después de una
contaminacion.

4. Emplear siempre puntas con filtro o pipetas de desplazamiento positivo para evitar contaminaciones
debidas a la micropipeta.

5. Emplear material de laboratorio desechable y autoclavado.

6. Nunca mezclar reactivos de dos tubos diferentes aunque sean del mismo lote.

7. Cerrar los tubos de reactivos inmediatamente después de su uso para evitar contaminaciones.
8. Desechar la punta de la micropipeta tras cada pipeteo.

9. GENOMICA no se hace responsable de los resultados obtenidos con el kit si se emplean otras
muestras distintas a las indicadas o ADN extraido por un protocolo distinto al indicado.

Precauciones para la visualizacion

1. Evite que la punta de la pipeta o del sistema de vacio toque el fondo del tubo, ya que podria dafiarse el
micro-array situado en el fondo.

2. Se recomienda afiadir cada solucion sobre la pared del tubo AT/CS, nunca directamente sobre el fondo.

3. Es conveniente no afadir la solucion SH hasta que se vayan a afiadir los productos desnaturalizados de
PCR.

4. En el caso de procesar AT es muy importante eliminar completamente todo resto de solucién antes de afiadir
la siguiente.

En el caso de procesar CS se dejara un ligero remanente de volumen de manera que el array en ningun
momento quede seco.

5. Tras la incubacién con la solucién CJ, es muy importante lavar bien el tubo AT/CS y la tapa del tubo para
evitar que queden restos de éste y que reaccionen con la solucion RE, produciendo un precipitado inespecifico
que pueda dar lugar a interpretaciones erroneas del resultado.

6. Evite burbujas sobre la superficie del microarray al afiadir cualquiera de las distintas soluciones.
7. Mantener limpia la base del tubo AT/CS para evitar posibles interferencias en la lectura de resultados.

8. Al visualizar la imagen en el lector, comprobar que aparezcan los marcadores de posicion y de que no haya
burbujas o0 manchas que interfieran en la lectura. En caso contrario, limpiar el fondo del tubo por fuera con un
papel de celulosa o golpear suavemente el tubo con el dedo.

TOMA DE MUESTRAS

Tejido fijado en formol e incluido en parafina

Fijar las muestras en formol tamponado durante el menor tiempo posible (nunca mas de 24 horas). El empleo
de formol no tamponado o la fijacién durante mas de 24 horas puede degradar el ADN de la muestra. Es
importante limpiar cuidadosamente la cuchilla con xileno, antes y después de cortar la muestra, para evitar
arrastrar restos de otra muestra cortada anteriormente. Quitar con una cuchilla la parafina sobrante alrededor
de la pieza. Hacer con el microtomo 2-3 cortes de 5 um y ponerlos en un tubo estéril de 1.5 mL.

PROTOCOLO DE TRABAJO

Extraccion del ADN: seguir la guia de usuario del equipo. El volumen de elucion es 110 pL.

Una vez finalizada la extraccion se toman con pipeta los 110 yL de ADN eluido y se introducen en tubos
eppendorf de 1.5 mL. Utilizar 5 uL para la reaccién de amplificacion y guardar el resto a —20 °C.
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Reaccién de amplificacion

1. Descongelar un Tubo de Amplificaciéon por cada muestra que se va a estudiar y mantenerlos en hielo. No
usar temperaturas superiores a 37 °C para la descongelacion.

2. Centrifugar unos segundos los Tubos de Amplificacién en la microcentrifuga para que quede todo el liquido
en el fondo del tubo (si no se dispone de adaptadores de microcentrifuga para los Tubos de Amplificacion, se
pueden utilizar en su lugar tubos de un tamafio mayor a los que se les haya cortado la tapa).

3. Si el ADN ha sido obtenido de muestras incluidas en parafina, afadir 1.5 pL de Cloruro de Magnesio 25 mM
en los tubos de amplificacion.

4. Afadir 5 pL del ADN extraido de las muestras a los Tubos de Amplificacion y resuspender varias veces con
la micropipeta. Dejar los tubos en el hielo.

5. Programar en el termociclador los siguientes ciclos de temperaturas:

1 ciclo 95°C 5 min
40 ciclos 94°C 30seg
55°C 60 seg
72°C 90 seg
1 ciclo 72°C 8 min
20 °C continuo hasta la recogida de tubos (opcional)

6. Arrancar el programa y colocar los Tubos de Amplificacién en el termociclador cuando el bloque haya
sobrepasado los 90 °C. De este modo se minimizan las posibles amplificaciones inespecificas debidas a
incubacién por debajo de la temperatura de hibridacién. La duracion de la amplificacién es de unas 4 horas,
aunque puede variar ligeramente dependiendo del termociclador.

Visualizacién del producto amplificado
Visualizacion en CLART® Strip (CS)
Recomendaciones especificas antes de comenzar la visualizacion:

EL PROTOCOLO DESCRITO A CONTINUACION SE DEBE REALIZAR SIEMPRE EN EL AREA POST-PCR.
NUNCA LLEVAR EL PRODUCTO AMPLIFICADO AL AREA DE PRE-PCR.

1. Encender el CAR (Clinical Arrays Reader) al comienzo del proceso. La autocalibracion del equipo tarda unos
minutos y es necesario ademas introducir el nombre de las muestras de cada pocillo en el programa antes de la
lectura. El aparato debe estar listo en el momento de la lectura para evitar esperas innecesarias que produzcan
un exceso de revelado.

2. Asegurarse de que antes de comenzar la hibridacion el termomixer de placas ha estado a 65 °C al menos
durante 30 min 6 1 hora.

3. Atemperar la SH (solucién de hibridacién) a temperatura ambiente.

4. PREPARAR LA SOLUCION DE LAVADO ANTES DE CADA ENSAYO, NO REUTILIZAR SOLUCIONES O
RESTOS PREPARADAS CON ANTERIORIDAD.

5. Limpiar el termociclador con soluciéon de lejia diluida al 10% antes de poner en marcha el programa de
desnaturalizacion. Colocar los tubos de amplificacion separados en el termociclador durante el proceso y nunca
sobrepasar los 10 minutos de desnaturalizacién.

6. Durante la visualizaciéon no hace falta utilizar puntas con filtro pero si es necesario usar una punta diferente
para cada pocillo y cambiarla cada vez que se afiada un reactivo, aunque se trate de TL. Si es necesario utilizar
puntas con filtro durante la adicion de amplificados al tubo CS.

7. En el caso de utilizar bombas de vacio equipadas con peines de 8 puntas para aspirar las soluciones,
desechar los peines después de cada uso o descontaminarlos con una soluciéon de lejia diluida al 10% tras
cada ensayo. Asegurarse de que la bomba aspira adecuadamente y no deja restos en el fondo del pocillo.

8. Aspirar completamente las diferentes soluciones dentro de los pocillos sin tocar el array.
VISUALIZACION:

1. Desnaturalizacion: utilizar el termociclador para desnaturalizar los productos de PCR. Para este paso, colocar
los tubos amplificados en el termociclador e incubar a 95 °C durante 10 minutos. Programar en el termociclador
15 minutos para que una vez transcurridos los 10 minutos los amplificados sigan a 95 °C. Sacar los tubos de la
incubacién a 95 °C y colocarlos inmediatamente en un recipiente con hielo.

2. Preparaciéon de la Solucién TL diluida:

Por cada tira CS (8 pocillos en total), preparar 10 mL de solucién de lavado diluida, afiadiendo 1 mL de Solucion
TL a 9 mL de agua destilada.
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3. Prelavado de los CS: antes de empezar el ensayo es necesario lavar los tubos AT afadiendo 200 pL de
Solucién TL diluida a cada pocillo del CS, resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta multicanal, teniendo en
cuenta que no se debe tocar la superficie del array. Desechar la Solucion TL diluida con pipeta o
preferiblemente con bomba de vacio. EIl array debe quedar sin restos de solucion, aunque nunca debe
permanecer seco durante mucho tiempo. Afadir la siguiente soluciéon inmediatamente.

4. Hibridacion: Antes de usar la Solucion SH, ésta debe estar a temperatura ambiente. Una vez
desnaturalizados los productos de PCR, afiadir 100 pL de solucion SH (evitar que se forme espuma) a cada
pocillo de los CS. Afnadir 5 uL de producto de PCR desnaturalizado a cada pocillo de los CS, resuspender
varias veces para que se mezcle con la solucién de hibridacion, con cuidado de no tocar el cristal. Incubar la tira
cubierta con la tapa de plastico transparente en el termomixer de placa tapado durante 1 hora a 65° C, agitando
a 550 rpm.

Tras esta incubacion, sacar la placa y desechar la Solucion SH con pipeta o bomba de vacio. (Dejamos
programado el termomixer de placa a 30° C y en movimiento para su utilizacién posterior en el paso 6.
Podemos quitar la tapa para que baje antes la temperatura).

5. Doble Lavado: usar puntas diferentes para cada pocillo en ambos lavados. Afadir 200 yL de Solucion TL
diluida a cada pocillo del CS, resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta multicanal. Desechar la Solucion TL
diluida con pipeta o preferiblemente con bomba de vacio multicanal. Repetir la operacion. Si llegado a este
paso, el termomixer no hubiera llegado a los 30 °C, se dejan los pocillos con esta solucién hasta que el
termomixer alcance la temperatura.

6. Blogueo y conjugado: 15 minutos antes de concluir la hibridacion, se debe preparar la solucion CJ diluida y
mantener en hielo. Se recomienda centrifugar la solucion CJ durante 10 segundos antes de usarla. A
continuacion, preparar la solucion CJ diluida. Por cada CS, se afiade 1 mL de solucién DC y 7.5 pyL de Solucion
CJ. Se debe dar un vortex a la solucidon una vez diluida para homogenizar.

Desechar la Solucion TL diluida sin dejar seco el array y afadir a cada pocillo del CS 100 pyL de Solucién CJ
diluida. Incubar durante 15 minutos exactos en el termomixer de placa a 30° C, agitando a 550 rpm. Tras esta
incubacion, sacar la placa y desechar la solucion rapidamente con pipeta o bomba de vacio multicanal. (Dejar
programado el termomixer de placa a 25 °C y en movimiento para su utilizacién posterior en el paso 8.
Podemos quitar la tapa para que baje antes la temperatura).

7. Triple Lavado: anadir inmediatamente 200 yL de Solucién TL diluida a cada pocillo del CS, resuspender de
10 a 15 veces con la pipeta multicanal y desechar la soluciéon con la pipeta o vacio sin dejar seco el array.
Repetir la operacién dos veces mas.

Es muy importante que no queden restos de Solucidon CJ ya que ésta reaccionaria con la Solucion RE dando
lugar a una sefal inespecifica.

8. Revelado con Solucién RE: quitar la solucién TL diluida sin dejar seco el array, afiadir 100 yL de solucién RE
a cada pocillo del CS e incubar 10 minutos a 25 °C en el termomixer de placa sin agitacion.

jAdvertencia! Es muy importante utilizar el termomixer sin agitacién

9. Desechar la Solucion RE completamente con pipeta o vacio. El array debe quedar seco

10. CAR (Clinical Arrays Reader): Se coloca un adaptador especial sobre la bandeja del CAR y a continuacion
se colocara la placa en el CAR para tomar las imagenes de todos los pocillos para posteriormente ser
analizadas automaticamente.

LECTURA DE RESULTADOS

El procesamiento de los datos obtenidos a partir de cada uno de los analisis, se realiza de forma automatica. El
equipo de lectura y analisis presentara un informe en el que se indican los resultados.
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