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RESUMEN EJECUTIVO

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el patdgeno de transmision sexual de mayor
incidencia a nivel mundial, actualmente, existen mas de 200 genotipos de VPH que se
clasifican en cepas de bajo (BR-VPH) y alto riesgo de VPH (AR-VPH). Este ultimo grupo
es precursor de cancer cervicouterino, el cual representa el cuarto tipo de cancer mas
mortifero a nivel mundial y segunda causa de muerte de mujeres en el Ecuador. El
diagndstico temprano y especifico conlleva una mejora de la calidad de vida de quienes

lo padecen, bajas tasas de mortalidad y un tratamiento eficiente.

Este estudio se baso en el desarrollo de un protocolo por Real Time PCR (RT-PCR) para
la genotipificacion de variantes de AR-VPH que inciden en el Ecuador (16, 18, 45, 58 y
31). Las cuales fueron escogidas mediante analisis bibliografico de investigaciones y
estudios clinico-poblacionales realizados en el Ecuador en los ultimos 8 afios. Se
desarrollo el analisis bioinformético de genomas de VPH, dando como resultado un set de
10 cebadores con la capacidad de identificar los genotipos mencionados mediante
tecnologia SYBR Green; ademas de un protocolo de termociclado para la amplificacion
por RT-PCR estandarizado experimentalmente en una prueba in house para el Laboratorio

de Especialidades Médicas Ochoa & Ochoa.

Finalmente se obtuvo un protocolo capaz de identificar los genotipos de VPH 16, 18, 45,
58 y 31 con una sensibilidad de ADN sintético de 0.05 picogramos sobre microlitro. Este
estudio podria escalarse como prototipo de genotipificacion a probarse en muestras

clinicas humanas.
Palabras clave: Virus del papiloma humano, cancer cervicouterino, diagnostico

molecular, VPH, AR-VPH, BR-VPH, RT-PCR, PCR, SYBR Green, LABORATORIO
DE ESPECIALIDADES MEDICAS OCHOA & OCHOA.
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ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is the most common sexually transmitted pathogen
worldwide. Nowadays, there are more than 200 HPV genotypes, which are divided into
low-risk (LR-HPV) and high-risk HPV strains (HR-HPV). The HR-HPV group is a
precursor to cervical cancer, which is the fourth deadliest cancer worldwide and the
second leading cause of death in women in Ecuador. Early and specific diagnosis leads to
an improvement in quality of life, a low mortality rate, and helps in the choice of effective

treatment.

This study was based on the development of a Real Time PCR (RT-PCR) protocol for the
genotyping of HR-HPV variants found in Ecuador (16, 18, 45, 58, and 31), selected
through a bibliographic analysis of clinical-population studies and research carried out in
Ecuador in the last 8 years. A bioinformatic analysis of HPV genomes was developed,
resulting in a set of ten primers that can be used to identify the above genotypes using
SYBR Green technology. In addition, a thermal cycling protocol for RT-PCR
amplification was standardized to develop an in-house test for Laboratory of Medical

Specialties Ochoa & Ochoa.

In conclusion, we had developed a protocol that can detect HPV genotypes 16, 18, 45, 58,
and 31 with a minimal synthetic DNA amount of 0.05 picograms per microliter. This study

could be used as a prototype for genotyping to be evaluated in human clinical samples.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, molecular diagnostics, Ecuador.
HPV, HR-HPV, LR-HPV, RT-PCR, PCR, SYBR Green, Laboratory of Medical
Specialties Ochoa & Ochoa.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes Investigativos

1.1.1. Infecciones de Transmision Sexual (ITS)

La mayoria de ITS son asintomaticas y pueden dar lugar a consecuencias como
enfermedades cardiovasculares, neurologicas, infertilidad, muerte prenatal e incluso el
cancer (OMS, 2023).

Existen méas de 30 bacterias, virus y parasitos que se pueden transmitir por contacto sexual,
de los cuales ocho son de mayor incidencia entre ellos; la sifilis, gonorrea, clamidiasis y
tricomoniasis. Estos cuatro son curables mediante antibidticos, mientras que las
infecciones del virus de la hepatitis B, herpes simple (VHS), inmunodeficiencia humana
(VIH), y el papiloma humano (VPH) no tienen cura (OMS, 2021a).

Segun las ultimas estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2021),
se ha determinado que cada dia un millon de personas adquiere una ITS. Ademas, se
estima que anualmente 374 millones de personas contraen una ITS curable. Mas de 500
millones de personas poseen una infeccion por VHS y mas de 311 mil muertes por cancer

de cuello uterino asociada a infecciones por VPH (OMS, 2021b).

1.1.2. El Virus del Papiloma Humano (VPH)
1.1.2.1. Primeras variantes
El VPH fue observado por primera vez en 1950 mediante imagenes de microscopia

electrénica, y no fue hasta 1982 que se empezaron a identificar las primeros cepas,

empezando por el VPH1, VPH2 y sus consecuentes variantes. La clasificacion por



genotipos se llevo a cabo mediante ensayos de hibridacion y restriccion en donde, al no
coincidir con las variantes ya catalogadas, se decidié atribuirles la clasificacion de

subtipos de acuerdo con las diferencias a nivel genomico (Ochoa-Carrillo, 2014).

En 1983 se aisla al VPH 16 y VPH 18 a partir de muestras de lesiones cervicales y se
cataloga a estas variantes como principales causantes del cancer de cuello uterino con una
prevalencia del 60 y 70 por ciento respectivamente (Ochoa-Carrillo, 2014). En el afio
2014 se llevo a cabo un estudio filogenético del gen L1 del virus del papiloma humano y
se encontro 202 variantes (Bzhalava et al., 2015).

Acorde al estudio de Brancaccio et al., (2019) del gen L1, es posible clasificar al VPH
en cinco grandes géneros: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus y otros dos nuevos géneros denominados Mupapillomavirus y

Nupapillomavirus que se evidencia en la Figura 1.

1.1.2.2.  Caracteristicas genéticas

El Virus del papiloma humano es un virion de acido desoxirribonucleico (ADN)
pertenecientes a la familia Papilomaviridae, carecen de envoltura y poseen un didametro
entre 52-55 nm. Dentro de sus caracteristicas genéticas, este virus posee ADN circular de
doble cadena de 8000 pares de bases (pb) de extensién distribuidos en ocho genes en tres
regiones diferentes (Figura 2). (Prado et al., 2021). La region Early (E) donde se ubican
los genes E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7 responsables de la transactivacion de la
transcripcion, transformacion, replicacion y la adaptacion viral al entorno (Tabla 1)
(Burk et al., 2009). La Region Late (L) que esta provista de los genes que codifican las
secuencias encargadas de la produccién de proteinas estructurales y de la capside, genes
L1y L2 (Tabla 1) (Atta ur Rahman, 2016). y la Region de regulacion (URR/LCR)
donde se encuentran las secuencias que se encargan de la funcion regulatoria del ciclo de
vida e infeccion del VPH (Tabla 1) (Burk et al., 2009).



Figura 1.
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Tabla 1.

Constitucion del ADN viral del VPH por genes

Region E
E1l: Replicacion y transcripcion del ADN E6: Degradacion de p53, alteracién de la
viral regulacion del ciclo celular, inestabilidad
E2: Replicacion de ADN viral, apoptosis, de la resistencia a la apoptosis
represor transcripcional de E6/E7 cromosOmica, inmortalizacion celular
E4: Replicacion ADN viral (TERT)

ES5: Proliferacion celular, alteracion de los  E7: Degradacion de pRB, entrada en la
patrones de sefalizacion (EGFR), celular de fase S, realizacion y
reconocimiento  inmune (CHM) vy sobreexpresion de pl6, inestabilidad

apoptosis cromosomica

Region L Regiéon URR/LCR
L1: Proteina de la capside mayor URR: Origen de replicacion, sitios de
L2: Proteina de la capside menor union al factor de transcripcion y control

de la expresion génica

Nota. Adaptado de: “La historia natural de la infeccion por papilomavirus” (de Sanjosé et al., 2018).

Figura 2.
Representacion esquematica del genoma del VPH 16
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1.1.2.3. Genotipos

Se consideran los criterios genéticos y huésped para la clasificacion de papilomavirus
(VPs). La clasificacion segun su hospedero identifica los VPs de acuerdo con el
organismo que parasita, mientras que la genética se basa en la secuencia del gen L1, en
donde se analizan diferencias y similitudes entre nucle6tidos. Si la variacion entre una
secuencia con respecto a otras es >10% se considera un nuevo genotipo, si se encuentra
entre 2- 10% se considera subtipo viral y si la diferencia es <2% se definen como variantes

virales. (NUfiez-Troconis, 2022).

En el caso de los papilomas que afectan al humano (VPHSs), segun el Instituto Nacional
del Céancer (2021), hasta la actualidad se han identificado mas de 200 genotipos de VPH.
Asi lo evidencia el Centro de Referencia Internacional del VPH de la Universidad de
Karolinska (Karolinska Institute, 2022). institucion que dirige su investigacion a la
vigilancia de los nuevos genotipos de este virus, en cuyo portal web se exponen 229 de

ellos hasta el momento.

Segun la capacidad oncogénica y el nivel de lesion que se produce durante la infeccién de
este virus (NUfez-Troconis, 2022) se ha encontrado la necesidad de clasificar al VPH de
acuerdo con el cuadro clinico-patoldgico, (Prado et al., 2021), que se describen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion del VPH segun el cuadro clinico-patologico

Grupo clinico - Tipos virales Lesion producida
patolégico
1,4 Verrugas plantares
2,26, 28, 29, 38, 49, 57, 60, 63, 65 Verrugas vulgares
Cutaneo 3,10, 27 Verruga plana
7 Condiloma Butcher

Epidermodisplasia 5, 8,9, 12, 14, 15,17, 19, 10, 21, 22, Lesiones maculares
verruciforme 23, 24, 25, 36, 37, 46, 47, 48, 49, 50

12,32 Hiperplasia epitelial focal




Grupo clinico - Tipos virales Lesion producida
patolégico

6,11 LIEBG, condiloma acuminado,
papiloma laringeo y conjuntival
Mucoso 42,43, 44,53, 54, 55, 62, 66 Principalmente LIEBG
16, 31, 33, 35, 52, 58, 67 LIEBG, LIEAG, carcinoma
€scamoso invasor
18, 39, 45, 59, 68 LIEBG, LIEAG, carcinoma

a escamoso glandular

Nota. LIEBG: Lesion intraepitelial de bajo grado LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado. Adaptado de
“VPH Generalidades, prevencion y vacunacion” (Prado et al., 2021)

Basado en el tipo de lesion intraepitelial producida y el riesgo del desarrollo del cancer
(NUfez-Troconis, 2022), los Alphapapillomavirus son frecuentemente clasificados en
dos grupos generales, genotipos de alto riesgo (AR-VPH) y genotipos de bajo riesgo (BR-
VPH) (Egawa & Doorbar, 2017).

En la Figura 1. se puede observar la clasificacion de este género en genotipos de bajo
riesgo cutaneo y mucoso BR-VPH (amarillo) y alto riesgo AR-VPH (rosa) segin su
asociacion con el cancer. Los genotipos color rojo han sido confirmados como
carcindgenos humanos basados en el compendio de datos epidemioldgicos de Egawa &
Doorbar, (2017), los genotipos de alto riesgo restantes en la seccién rosa han sido

catalogados como posibles o probables carcindgenos (Egawa & Doorbar, 2017).

1.1.2.3.1. Genotipos de Bajo Riesgo

Los BR-VPH son un grupo de virus que infectan mucosas, el revestimiento de 6rganos y
cavidades corporales, se caracterizan por ser causales del aparecimiento de verrugas en
zonas genitales, tracto respiratorio, ano o boca. Este tipo de verrugas raramente causan
cancer y llegan a desaparecer por si solas sin tratamiento (National Cancer Instiute,
2022).



Los BR-VPH méas comunes son el genotipo 6 y 11, ademas, son considerados como parte
de este grupo a los genotipos 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 69, 70, 71, 72,
73, 81, 82, 83, 84 (Serretiello et al., 2023) y segin Moeinzadeh et al., (2020) también
incluye los genotipos 43, 44, 70.

1.1.2.3.2. Genotipos de Alto Riesgo

Los AR-VPH y BR-VPH infectan el mismo tipo de células, sin embargo, el grupo de los
AR-VPH es caracterizado por ser el mas agresivo ya que poseen la capacidad de
desarrollar lesiones intraepiteliales de alto grado, carcinomas celulares escamosos y

adenocarcinomas (Moeinzadeh et al., 2020).

Los AR-VPH con mayor incidencia en cancer son los genotipos 16 y 18, no obstante,
existen otros genotipos con alta probabilidad de incurrir en carcinomas como 31, 33, 34,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70 (Burd, 2003), Zhi et al., (2022) adicionan los
genotipos 42, 44, 53 y Moeinzadeh et al., (2020) agregan a las variantes 73 y 82 como

parte de este grupo.

1.1.2.4. Ciclo de vida del VPH

La infeccion del virus del VPH inicia en la capa basal del epitelio, ubicada antes de la
membrana de la dermis, las abrasiones, microtraumas y lesiones dérmicas ayudan a la
infeccion (Brendle et al., 2014). Los componentes especificos de membrana, como el
receptor as-Integrina (Burd, 2003), proteoglicanos de heparan sulfato, anexina A2,
ciclofilinas y laminina 332 (Brendle et al., 2014) son mediadores de la entrada del virus
por endocitosis (Longworth & Laimins, 2004).

La produccion de particulas de virion y el desarrollo del virus del VPH esté vinculado al
programa de diferenciacion de los queratinocitos hasta niveles supra basales (Longworth
& Laimins, 2004). Una vez dentro de la célula hospedera, la replicacion del ADN viral

es considerada improductiva, el promotor temprano da paso a la expresion de la helicasa



viral E1 y las proteinas E2 que en conjunto con la polimerasa a-primasa del hospedero,
topoisomerasa | y la proteina de replicacion A, facilita la replicacion temprana del ADN

en episomas (Figura 3) (Burley et al., 2020).

A medida que avanza la diferenciacion celular, la fase productiva del virus se activa,
mientras que las proteinas de replicacion viral E1 y E2 aumentan su actividad a millones
de copias de ADN viral por celda; los promotores tardios ayudan a expresar las proteinas
de los genes E4, E5, L1y L2. La funcién de los dos primeros aun no ha sido descrita con
exactitud, sin embargo, su papel en la constitucion del virion es importante.
Posteriormente en la capa supra basal, los genes L1y L2, responsables de la formacion de
la capside inmunogénica, dan paso al ensamblaje y la liberacion del virus en los estratos
diferenciados (Figura 3) (Mac & Moody, 2020).

Figura 3.

Organizacion del ciclo de vida del VPH
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Nota. A) Epitelio escamoso sin infeccion por VPH, B) Epitelio infectado por VPH y ciclo de vida desde el
estrato basal. Adaptado de: “Epigenetic regulation of human papillomavirus transcription in the productive
virus life cycle” (Burley et al., 2020).

Para garantizar la replicacion del ciclo viral, el VPH debe seguir una linea de infeccion
en las células hospederas, se necesita reactivar el ciclo celular para la obtencidn de factores

de replicacion viral (Mac & Moody, 2020). Las proteinas E6 y E7 son las encargadas de



mantener al estrato basal epidérmico indiferenciado (Longworth & Laimins, 2004), y
poseen la capacidad de inducir a la célula a fase S prematura, con el fin de obtener nuevas
proteinas tempranas E1 y E2 (Brendle et al., 2014) para el nuevo ciclo celular. E2 es una
proteina de funcion regulatoria, contribuye a la replicacion viral y regula la expresion
génica del virus (Mac & Moody, 2020), es decir abre paso al nuevo ciclo de replicacién

viral.

1.1.3. EI VPHy el cancer
1.1.3.1. Oncogenicidad del VPH

Las proteinas E6 y E7 son capaces de suprimir a los principales reguladores del ciclo
celular p53 y pRb respectivamente del huésped (Munger et al., 2004), en cooperacion
con la proteina E5 responsable regulador de la diferenciacién en queratinocitos y la
evasion inmune (Hareza et al., 2022).

1.1.3.2.  Oncoproteina E6

E6 funciona como supresor de la apoptosis e induce a la supervivencia e inmortalizacion
de las células dafiadas, ésta en conjunto con la ligasa celular E3 forma un heterodimero
que se une a la proteina p53 degradandola (Figura 4). La p53 es una proteina supresora
de tumores, y actta como factor de transcripcion de los genes necesarios para la apoptosis
y regulacién del ciclo celular. La p53 al ser degradada por E6 desestabiliza el genoma
huésped dando paso a la proliferacion ininterrumpida de las células infectadas, factor
critico en el desarrollo de neoplasias epiteliales. Cabe recalcar que las proteinas de E6 de
los BR-VPH Unicamente inhiben p53, mientras que los de AR-VPH son capaces de unirse

a la region central de p53 degradandola por completo (Hareza et al., 2022).

1.1.3.3.  Oncoproteina E7

E7 es una fosfoproteina que posee la capacidad de supresion de pRB (Figura 4). La

proteina pRB es un supresor tumoral que marca el inicio de una cadena de reacciones para



el control negativo del ciclo celular y la progresiéon tumoral. Esta proteina regula el ciclo
celular mediante la supresion de los factores de transcripcion E2F responsable de la
produccion de ciclinas que dan paso a la entrada a la fase S del ciclo celular. Al degradar
PRB, la célula hospedera entra en fase S de forma inmadura e incontrolada. Ademas, E7
posee la capacidad de unirse al complejo DREAM vy la proteina p130 importante en la
progresion del ciclo celular, siendo esta otra via para la proliferacion celular descontrolada
(Hareza et al., 2022).

1.1.3.4.  Oncoproteina E5

E5 es una proteina que se asocia al aparato de Golgi, las membranas citoplasmaticas y los
endosomas; juega un papel importante en la disminucion de la acidificacion endosomal
aumentando la capacidad de sefalizacion de receptores de la célula hospedera e
interrumpe la funcion de las proteinas | y 1l del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). La proteina E5 no participa directamente en el proceso de formacion de
neoplasias, sin embargo, es considerada oncogénica por la capacidad de regulacion de
otras proteinas como E6. ElI complejo E5-E6 es fundamental para la formacion de
coilocitos, los coilocitos son marcadores morfologicos de la infeccion por VPH (Hareza
et al., 2022).

Figura 4.
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1.1.3.5. Estadisticas

Debido a que la diana de infeccion del VVPH es el estrato basal de la epidermis, el VPH
puede infectar la mayoria de los tejidos de revestimiento de la piel, especialmente las
células escamosas, esto incluye el cuello uterino, la cavidad orofaringea, ano, pene, vagina
y vulva. La mayoria de los canceres producidos por este virus llevan el nombre de
carcinoma de células escamosas, sin embargo, algunos VPH tienden a infectar las células
glandulares del cuello uterino, a este tipo de cancer se lo denomina adenocarcinomas
(Instituto Nacional del Cancer, 2022). Los canceres y su incidencia segun el area

afectada se describen en la Tabla 3.

Tabla 3.

Incidencia del VPH en el desarrollo del cancer

Sitio del Porcentaje de Casos de Casos de cancer por
Céancer incidencia cancer por afo provocado por
ano VPH
Cérvix 91% 12.293 11.100
Vagina 75% 879 700
Vulva 69% 4.282 2.900
Pene 63% 1.375 900
Ano (F) 93% 5.106 4.700
Ano (M) 89% 2.425 2.200
Orofaringeo (F) 63% 3.617 2.300
Orofaringeo (M) 72% 17.222 12.500
TOTAL 79% 47.199 37.300
Femenino 83% 26.177 21.700
Masculino 74% 21.022 15.600

Nota. F: Femenino M: Masculino. Los estudios estan basados en la poblacion de EE. UU. Adaptado de:
“How many cancers are linked with HPV each year?” (Centers for Disease Control and Prevention,
2022).
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Se estima que, en Estados Unidos, el VPH causa el 3% de todos los canceres en hombres
y 2% en mujeres; de 45 mil casos de cancer en sitios donde frecuenta a infectar el VPH,
36 mil son confirmados a causa de este. A nivel global el VPH tienen una incidencia
mayor; alrededor del 5% de todos los canceres en todo el mundo son causados por este
virus y se calcula que 570 mil mujeres 'y 60 mil hombres desarrollan un cancer relacionado

con el VPH cada afio (Instituto Nacional del Cancer, 2022).

1.1.3.6.  Cancer de cuello uterino

A nivel mundial el cancer cervicouterino es la cuarta causa de cancer en mujeres, en el
2020 se estim6 que de 604 mil mujeres diagnosticadas con cancer de cérvix al menos 342
mil murieron a causa de este, es decir el 56.6% de todos los casos (World Health
Organization, 2022).

En el caso de América Latinay el Caribe, el cancer cervicouterino es el tercer cancer mas
frecuente entre las mujeres, cada afio mas de 56 mil mujeres son diagnosticadas con cancer
de cuello uterino y alrededor de 28 mil pierden la vida a causa de esta patologia, las cifras
aumentan si se incluyen a EE. UU y Canada a 72 mil y 34 mil respectivamente

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2019).

Aproximadamente el 95% de casos de cancer de cuello uterino es provocado por VPH, el
99% de estos esta relacionado con AR-VPH (World Health Organization, 2022), y cerca
del 50% de los precanceres de cuello uterino de alto grado es causado por los genotipos
de AR-VPH 16 y 18 (World Health Organization, 2023).

1.1.4. Incidencia del VPH a nivel global

En la actualidad la infeccion por VPH es considerada la ITS de mayor incidencia a nivel
mundial (Sarikaya et al., 2022). Se estima que casi todas las personas a nivel mundial se
infectan por VPH al menos una vez durante su vida (OPS, 2020). Segun la OMS en el

2017, se estimo6 que a nivel mundial la prevalencia de VPH en mujeres es del 11.7% y
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especialmente en Ameérica Latina y el Caribe, se presenté 16.1% de prevalencia, el
segundo mas alto después de Africa Sub Sahariana (24%), mientras que en los hombres
la prevalencia en todas las regiones del mundo es del 21%. Todas las personas tienen
riesgo de infectarse independientemente del sexo, sin embargo, las mujeres tienden riesgo
a desarrollar cancer cervicouterino por una infeccion de un genotipo carcinogénico, asi

como las personas inmunocomprometidas (OPS, 2020).

1.1.5. Incidencia del VVPH a nivel nacional

El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte de mujeres en el Ecuador con un
porcentaje de morbilidad y mortalidad del 36% y 46% respectivamente (Garcia Regalado
et al., 2021). En el afio 2009 los genotipos prevalentes de VPH fueron 6, 66 16, 31y 44
de los cuales el 20.2% representaba un AR-VPH; para el 2017 estudios apuntaron que las
variantes predominantes en el territorio nacional fueron 16, 18, 58, 51, 59 en donde AR-
VPH representa el 39.6% de todos los casos (Moya-Salazar & Rojas-Zumaran, 2017).
Segun el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica (INSPI) en un sondeo a
nivel de regidn litoral desarrollado en 120 pacientes, tuvo como resultado una tasa de
casos positivos del 83.3% (100/120), de los cuales el 45.9% corresponde al tipo 16; 24.6%
al tipo 58; el 4.9% al tipo 31y el restante 24.6% repartido entre los genotipos 18, 33, 39,
52, 56, 69y 70 (Bedoya, 2019).

La prevalencia de los genotipos varia segun la zona geografica, en el caso del Azuay, en
la investigacion “Infeccion por virus del papiloma humano en mujeres del Canton Cafiar,
Ecuador” conducida por la Universidad Catdlica de Cuenca (Carrion et al., 2020), se
expuso las estadisticas de infeccion del VPH, de 100 muestras tomadas en el ensayo 51
de estas fueron positivas, de las mismas el genotipo 31 fue el mas frecuente (56.9%)
seguido por el genotipo 58 (43.1%) y los genotipos 66 y 59 (29.4% y 23.5%
respectivamente). Los genotipos BR-VPH estuvieron en menor porcentaje, generalmente

presentes en casos de coinfeccion.
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En el estudio dirigido por Rivera et al., (2018), en un analisis mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion Sanger de 431 muestras de Solca Loja se
determind que los principales tipos de VPH presentes en muestras premalignas y malignas
son los genotipos 16 y 18, ademaés de los genotipos 58 y 51 que representan el tercer y
cuarto lugar en incidencia respectivamente presentes en infecciones simples o
coinfecciones. Asi mismo en contagios anorrectales prevalecen las variantes oncogénicas
33 y 66, mientras que en la poblacion del litoral se mantiene al genotipo 58 como el

predominante, seguido del genotipo 16.

En el caso de Quito en el estudio realizado por Mejia et al., (2016) en el Hospital
Oncoldgico de SOLCA se expuso que el 86.0% de los casos de infeccion por VPH son
cancerosos con alta predominancia de los genotipos 16 y 58 y en menor proporcion el
genotipo 18. El VPH 58 posee mayor incidencia en coinfecciones, presente de manera
frecuente en todos los grados de lesion seguido de los tipos 52, 6, 11, 66, y 31 (Aragones
et al., 2016)

1.1.6. Variacion geografica del VPH

La prevalencia del VPH varia sustancialmente entre las diferentes poblaciones, debido al
nivel socioeconémico, la edad, el origen étnico y la ubicacién geografica que posee cada
nacion, la distribucion de los genotipos de VPH difiere alrededor de todas la regiones del
mundo (Tang et al., 2021).

Asi lo evidencian los estudios de distribucion geografica que se realizan en cada pais, se
puede mencionar el entonces al estudio de Nakagawa et al., (2013) en Arkansas en el
cual se describio la distribucion del VPH entre grupos étnicos de una misma zona, dando
como resultado la variacion en la prevalencia de genotipos entre hispanoamericanos (58),
africanos (55 y 83), estadounidenses descendientes de europeos (39) y estadounidenses de

origen africano (35 y 54).
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La distribucion del VPH entre continentes es ain mas notoria, por ejemplo, en el estudio
propuesto por Tang etal., (2021) en la provincia de Hunan, China, prevalecen los
genotipos 58, 52, 39, 51, 53 mientras que, en Guatemala en el continente de occidente, es
notoria la prevalencia de los genotipos 16, 18, 39, 58, 52 y 45.

1.1.7. Diagnostico de VPH

Los métodos para la deteccién del VPH incluyen técnicas de citologia celular,

inmunohistoquimica y técnicas moleculares que se detallan a continuacién

1.1.7.1.  Métodos de diagndstico convencional

Tabla 4.

Diagnostico convencional de VPH

Método Descripcion

Este método es dirigido a la busqueda anormalidades
. relacionadas con lesiones de severidad tefiidas con acido
Colposcopia y prueba de N - _
o . acético, se utiliza el colposcopio, En este examen se
acido acético o ) . o )
visualiza lesiones clinicas y se identifica lesiones para
biopsia asociadas al VPH
Es el estudio citolégico de una parte o el total de un tejido

anomalo extraido mediante una colposcopia. La muestra es

Biopsia
analizada bajo microscopia en busca de displasias, cancer o
la presencia de coilocitos
Es una prueba descrita por primera vez por Papanicolau y
Traut, el objetivo de esta es detectar cambios premalignos y
Prueba de Papanicolau malignos, asi como las infecciones virales precursoras

(VPH/Herpes), esta prueba requiere de métodos moleculares

para confirmar la patologia

Nota. Adaptado de: “Laboratory diagnosis of human papillomavirus virus infection in female genital tract”
(Marfatia et al., 2011).
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1.1.7.2.  Métodos de diagnostico molecular

Las pruebas moleculares se pueden dividirse en tres grupos principales (Figura 5).
Figura 5.

Clasificacion de las pruebas moleculares para la deteccion de VPH

Clasificacion
de HPV test

l A 4 ;

’ Ensayos de amplificacion

Ensayos de
amplifiacion de sefal

de acidos nucleicos

Ensayos de hibridacion
de acidos nucleicos

) J

= Microarray
* Cervista® HPV = PapilloCheck®
= Southern blot = Hybrid Capture® 2 - PCR
- Hibridacion In situ (hc2) - = PCR-RFLP
» Hibridacién Dot blot = PCR de tiempo real
= Abbot Real-Time
- COBAS® 4800 HPV
e = Secuenciacion genémica
- CLART HPV 2®
= INNO.LIPA®
= The Linear Array®
- Clinical Arrays@® HPV
* MCHA® -
= PreTect(® Proofer
= APTIMA® Ensayo HPV

Nota. Adaptado de: “A review of methods for detect human Papillomavirus infection.” (Abreu et al., 2012).
Fuente: Ludichart

1.1.7.2.1. Ensayos de hibridacion de acidos nucleicos

Estos ensayos utilizan acidos nucleicos marcados que hibridan con las muestras, estas
técnicas generan informacion de alta calidad, sin embargo, es muy poco sensible, requiere
de grandes cantidades de ADN purificado ademas de que el procesamiento de la muestra

conlleva largos periodos de tiempo (Abreu et al., 2012).

1.1.7.2.2. Ensayos de amplificacion de sefial

Son métodos de amplificacion de sefiales no radioactivo que se basa en la hibridacion del
ADN objetivo con sondas de ARN especificas, generalmente no son usados para la
identificacion de genotipos individuales, sin embargo, poseen la capacidad de distinguir
entre genotipos AR-VPH y BR-VVPH con altas tasas de sensibilidad y especificidad entre
estos dos grupos (Abreu et al., 2012).
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1.1.7.2.3. Ensayos de amplificacidn de acidos nucleicos

Estos métodos se basan en la amplificacion directa de ADN/ARN objetivo, basicamente
se realiza una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en todos los ensayos que utilizan
esta tecnologia. Estas técnicas son altamente sensibles, especificas y ampliamente
utilizadas. Generan alrededor de mil millones de copias de una sola molécula después de
solo 30 ciclos de reaccion, y los amplicones producidos pueden ser analizados por
separado si es el caso, mediante polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion,
ensayos de sonda lineal, secuenciacion directa o cebadores especificos para cada genotipo,

esta Ultima abre paso a la genotipificacion del VPH en sus variantes (Abreu et al., 2012).

1.1.8. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada en 10s primeros afios de
la década de los 80 y utilizada para diversas tareas como, clonacion molecular,
secuenciacion, mutagénesis in vitro, clonacion de cADN, gADN entre otras (Green &
Sambrook, 2019). La PCR es una reaccion enzimatica in vitro que permite la
amplificacion de millones de cadenas de ADN especifico, mediante un ciclo de tres
reacciones principales, desnaturalizacion, hibridacion y amplificacion (Tamay de Dios
etal., 2013).

1.1.8.1. Componentes esenciales de la PCR
1.1.8.1.1. Polimerasa termoestable dependiente de ADN

Las polimerasas son enzimas con accion catalitica para la sintesis de ADN. La Taq
polimerasa es una enzima termoestable aislada por primera vez de la bacteria termofila
Thermus aquaticus (Tag) la cual habita a condiciones extremas de temperatura
(Abramson, 1995). Es una enzima de 832 aminoacidos de longitud, cuya actividad
especifica es de 292.000 unidades/mg, su actividad maxima se registra entre los 75 —80°C
(Green & Sambrook, 2019) y la velocidad de amplificacion de esta enzima es de 75

nucledtidos por segundo, a temperatura de 70°C (Tamay de Dios et al., 2013)
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1.1.8.1.2. Primers o Cebadores

Son secuencias de oligonucledtidos complementarias que delimitan y flanquean la

secuencia objetivo a amplificar (Tamay de Dios et al., 2013). Los primers o cebadores

son uno de los factores mas influyentes en el proceso de amplificacion, de estos dependen

en mayor parte la especificidad y eficiencia de la reaccion (Green & Sambrook, 2019).

En la Tabla 5 se describen algunos de los parametros a ser considerados en el disefio de

oligonucleo6tidos (primers) a ser considerados.

Tabla S.

Caracteristicas optimas para el diserio de primers

Propiedad

Disefio Optimo

Composicion

Longitud

Complementariedad

El contenido de GC debe estar entre 40 y 60%. La distribucion de
las 4 bases debe ser heterogénea evitando segmentos de
polipurinas, polipirimidinas o repeticion de dinucleétidos. Evitar
tramos ricos en GC ya que son propensos a formar estructuras
secundarias.

Deben tener una extension entre 18-30pb, y las parejas del mismo
grupo no deben diferir en méas de 3pb de extension. Primers <18pb
tienden a ser inespecificos y >30pb son propensos a formar
estructuras secundarias

Auto complementariedad. Las secuencias no deben formar auto
dimeros en més de 3pb de longitud ya que es posible la formacion
de harpins e inhibir la hibridacion con el ADN plantilla

Hetero  complementariedad. Se  debe  evitar la
complementariedad entre las primeras tres bases del extremo 3"de
cada cebador. La formacion de plegamientos entre las bases de los
primers forward y reverse conllevan a la formacion de

heterodimeros competidores por desoxinucleotidos trifosfatos
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Propiedad

Disefio Optimo

Temperatura de
melting

GC clamp

Secciones de

restriccion

Especificidad

rt-PCR primers

(dNTPs) y ADN polimerasa, inhibiendo la amplificacion de ADN
objetivo.

La temperatura de melting debe estar entre 55-60°C y no deben
diferir entre 2 a 3°C entre las parejas.

La presencia de G y C en al menos las ltimas 5 bases del extremo
aseguran un enlace fuerte entre la cadena de ADN plantilla y el
cebador. Incrementan la especificidad y eficiencia de la PCR

Se pueden agregar secuencias no complementarias al ADN
objetivo en el extremo 5 de los cebadores, sin embargo, solo son
necesarias cuando se va a realizar el corte con enzimas de
restriccion.

Se debe verificar mediante herramientas bioinforméticas la
especificidad de los cebadores a las zonas de flanqueo deseada,
con el fin de evitar la amplificacion inespecifica en zonas
homologas donde los cebadores puedan pegarse.

En la PCR de retro transcripcion es recomendable disefiar
cebadores que abarquen las uniones exdn-exon del ARNm o que

se unan a estas uniones, para evitar la amplificacion falsa positiva

Nota. Adaptado de: “Polymerase Chain Reaction” (Green & Sambrook, 2019)

1.1.8.1.3. Desoxinucleotidos trifosfatos (ANTPs)

Son los “ladrillos”, bases nitrogenadas (dATP, dTTP, dGTp y dCTP) las cuales utiliza la
Taq polimerasa para la sintesis de las nuevas cadena de ADN (Green & Sambrook,
2019). Las concentraciones de dNTPs se encuentran en cantidades equimolares y trabajan
a concentraciones entre 0.2 a 1.0 mM (Tamay de Dios et al., 2013).

1.1.8.1.4. Cationes divalentes

Todas las ADN polimerasas requieren cationes divalentes libres, usualmente el Mg?* para

su funcionamiento. Los iones de magnesio cumplen dos funciones principales, formar
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complejos con los dNTPs para ser substratos de la Tag polimerasa y la estabilizacion de
los complejos primer-ADN. En algunas ocasiones se ha intentado usar Mn?*y Ca?* pero
han resultado ineficientes, no existe una concentracion optima para el uso en PCR, sin
embargo, la concentracion frecuentemente utilizada es de 1.5mM (Green & Sambrook,
2019).

1.1.8.1.5. Buffer de pH

Sirve para proporcionar el ambiente de reaccion adecuado para la PCR, mantiene el pH
entre 8.3 — 8.8 a temperatura ambiente, pues al llegar a los 72°C el pH de la reaccion se
reduce considerablemente a 7.2 (Green & Sambrook, 2019). El buffer més utilizado es
el Tris-HCL, pero también existen otros de composicién distinta en el mercado (Tamay
de Dios et al., 2013).

1.1.8.1.6. Cationes monovalentes

Son utilizados para la amplificacion de fragmentos superiores a 500pb de longitud y

generalmente se utiliza el KCI a concentracion de 50mM (Green & Sambrook, 2019).

1.1.8.1.7. ADN plantilla

Es la cadena de ADN que tiene la secuencia objetivo, puede ser de cadena simple, de doble
cadena y de cadena circular, este Gltimo con una eficiencia ligeramente menor a los
anteriores. El tamafio del ADN plantilla es irrelevante, sin embargo, se puede realizar una

digestion enzimatica para ADN superior a 10 kb (Green & Sambrook, 2019).

Tabla 6.

Condiciones de componentes estandar para la PCR catalizada por ADN polimerasa

Parametro Condiciones

ADN plantilla 10*-10° copias minimas o 10ng/pl
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Parametro Condiciones

NUmero de ciclos 25 — 45 ciclos
Primers o cebadores 0.1-0.5uM
Mg?* Concentracién entre 1.5a 2.0 mM

Cada dNTP debe tener una concentracion de 200 pM.

dNTPs Si se aumenta la concentracién se debe aumentar el
Mg?
Taq polimerasa 1.0 — 1.25 unidades/reaccion (50uL)

Depende la PCR se puede utilizar glicerol (5 — 10%),
seroalbumina bovina (0.8ug/uL), formaldehido (1%-
5%) DMSO (2% -10%) o betaina (0.5 - 2uM) para

incrementar la eficiencia de la PCR.

Aditivos

Nota. Adaptado de: “Polymerase Chain Reaction” (Green & Sambrook, 2019)

1.1.8.2. EtapasdelaPCR

El proceso de la PCR se divide en tres procesos principales desnaturalizacion, hibridacion

y extension que se describen en la Tabla 7 y la Figura 6.

Tabla 7.
Etapas de la PCR
Etapa Descripcion
Esta etapa corresponde a la separacion de la doble hebra de ADN
mediante calentamiento a 95°C de 20 a 30 segundos. Las cadenas de
ADN estan unidas entre si mediante puentes de hidrogeno presentes
Desnaturalizacion en las bases nitrogenadas guanina, citosina, timina y adenina.

Depende del nimero de enlaces G-C y A-T para el desdoblamiento
de la cadena, mientras mas enlaces G-C existen mayor serd la energia

que se necesita para desdoblar la cadena lo contrario de A-T que
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Etapa Descripcion

requieren de menor energia para el desdoblamiento (Tamay de Dios
etal., 2013)

Es la etapa donde los primers o cebadores, pequefias secuencias de
aproximadamente 18 a 30 nucledtidos, se alinean al extremo 3’ de la

cadena principal y 5’de la secuencia complementaria con el fin

Annealing ] . . ]
identificar un segmento en especifico. La temperatura de melting
generalmente ronda los 50 a 60°C (Tamay de Dios et al., 2013).
En esta etapa la enzima Taq polimerasa actla con el complejo
cebador-template y empieza su funcién de sintesis a gran velocidad
y junto a los dNTPs la direccion de la sintesis es de 5” a 3°. La
Extension N ) )
temperatura para esta reaccion depende del tipo de polimerasa que se
utilice, pero generalmente ronda los 72°C (Tamay de Dios et al.,
2013).
Figura 6.
Etapas de un ciclo de PCR
3 1 LT TIITIITTIT AbN
L > Primers
Desnaturelizacic’m ‘4 ‘ r:":::
‘
Hibridacién T > J-LU-L\
50-60°C { * M
o T
'
Extension N *“41 r
72°C < et
- [T

Notas. Recuperado de: “Fundamentos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de la PCR
en tiempo real” (Tamay de Dios et al., 2013).
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1.1.9. Real Time PCR (RT-PCR)

La PCR en tiempo real es una variacion de la PCR convencional. Mientras que ésta Gltima
analiza los productos en un punto final, la RT-PCR posee la capacidad de medir la
acumulacion de producto a medida que avanza la reaccion ciclo por ciclo, mediante el uso

de reporteros fluorescentes (Tamay de Dios et al., 2013).

La RT-PCR es actualmente el método mas sensible, especifico y eficiente para la
amplificacion de &cidos nucleicos, los componentes de la reaccion son los mismos
utilizados en la PCR convencional. La enzima polimerasa, dNTPs, Mg?*, buffer y sistema
reportero de fluorescencia generalmente se agrupan en una sola solucién denominada

Master-mix (Tamay de Dios et al., 2013).

1.1.9.1. Sistemas de Reporte de Fluorescencia

Existen dos sistemas de reporte de fluorescencia utilizado en RT-PCR, los métodos

especificos y no especificos que se detallan a continuacion:

1.1.9.1.1. Métodos inespecificos

Usan como reporteros de fluorescencia a moléculas intercalantes con afinidad por el ADN
que al ser oxidados mediante la amplificacion generan fluorescencia que es proporcional
al numero de copias de ADN. El reportero mas utilizado por los investigadores es el SYBR
Green debido a su bajo costo, en soluciones no emite fluorescencia, no obstante, al ligarse
al surco menor del ADN incrementa mil veces su fluorescencia. Es considerado
inespecifico debido a que puede pegarse a productos inespecificos, dimeros de primers o
cualquier cadena doble de ADN, sin embargo, se puede optimizar la reaccion (Tamay de
Dios et al., 2013) (Figura 7)
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1.1.9.1.2. Métodos especificos

Utilizan el principio de transferencia de energia de resonancia magnetica (FRET) por sus
sigla en inglés, este método consiste en la emision de energia desde un donador o reportero

fluorescente a un “quencher” o aceptor (Tamay de Dios et al., 2013) (Figura 7)

Figura 7.
Métodos para reporte de fluorescencia

?& Eﬂ nucleotides

. N Primer @ 5' o ) :5 complementary stri 3
vy Il CUUTTUY
-
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Free Tagman Probe 3 Tagman Probe bind to template DNA 5 3 Cleavage of probe by Taq polymerase 5
A
Free SYER green " . e
E‘* /’L\gm emission ~ Light 9';,']":1'0”
—> N | "-\ Sy *Ij' /
TITTTTOTIOOIR >/ _APIUIOOIOY | ot
=< ol H
" = =
., B
Free primers
. Primer
Target specific nucleotides m mmm

Fluorescent
reporter dye

Primer PCR product R
= Illll IIIIIIIIlllllllllllllllllllll =
WU UL DE L) (]
Quencher dye C Primar fimer

Nota. A) Tag Man B) SYBR Green C) Beacons. Adaptado de: “Real-Time Polymerase Chain Reaction
(PCR) Based Identification and Detection of Fungi Belongs to Genus Fusarium” (Yadav & Singh, 2017).

La sefial de fluorescencia emitida es detectada por equipos que poseen la tecnologia para
excitar al reportero, capturar la sefial de emision y realizar el analisis cuantitativo; los
equipos se diferencian generalmente por la fuente de energia que produce para la
excitacion estos pueden ser lamparas de luz, luz led y laseres. Los datos de absorbancia
son cuantificados y se representan en graficas de amplificacion de sefial (Figura 8)
(Tamay de Dios et al., 2013).
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Figura 8.

Curva de amplificacion por RT-PCR
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/ exponential
J plateau

| "
f
|
|

Fluorescence

e —— — —— — — —— —— —— — — -

Tt i T D 1o TR B A N B R o

Cycle

Nota. En la grafica se observa dos fases una exponencial (A) y una fase no exponencial o de meseta (B). En
la fase exponencial la cantidad de ADN se duplica, mientras que en la fase de meseta los reactivos se
consumen volviéndose limitantes y deteniendo la reaccion. Adaptado de: “;Qué es la PCR en tiempo real
(qPCR)?” (BIORAD, 2023b).

1.1.9.2. RT-PCR términos usualmente usados
1.1.9.2.1. Ciclo de cuantificacion o de umbral (Cg/Ct)

Es el nimero de ciclo a la cual la muestra alcanza el punto critico para ser detectado o
cuantificado, segln el ensayo que se esta corriendo, graficamente es el ciclo en el cual la
sefial fluorescente de la reaccién cruza la linea de umbral (Threshold). EI Ct (Cycle
Threshold) generalmente es utilizado para calcular el nUmero de copias iniciales de ADN
ya que esté inversamente relacionado con la cantidad de ADN objetivo a través de los

ciclos (Life Technologies Corporation, 2012).

1.1.9.2.2. Linea base o Baseline

Se refiere al bajo nivel de sefial de fluorescencia emitido en los ciclos tempranos de la
PCR (Applied Biosystems, 2022), la linea base puede ser equiparada con el fondo o ruido
del proceso y es determinada empiricamente para cada reaccion por el analisis de usuario
o el andlisis automatico del software de deteccion (Figura 9) (Life Technologies
Corporation, 2012).
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1.1.9.2.3. Umbral o Threshold

Intensidad de sefial que refleja un aumento estadisticamente significativo sobre la linea
base (Applied Biosystems, 2022). EI umbral o threshold se establece para distinguir la
sefial relevante desde la linea base, el software de los instrumentos de real time,
generalmente fija automaticamente el umbral en 10 veces la desviacion estandar de la

fluorescencia en la linea base (Figura 9) (Life Technologies Corporation, 2012).

Figura 9.

Parametros de la Real Time - PCR

a
_z==r" Plateau phase
77— Linear phase
Exponential phase
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- Baseline

Nota. Adaptado de: “SYBR® Green and TagMan® Quantitative PCR Arrays: Expression Profile of Genes
Relevant to a Pathway or a Disease State” (Alvarez & Dong, 2014)

1.1.10. Prueba in house

Las pruebas in house son pruebas de patologia que se desarrollaron o modificaron dentro
de un laboratorio o red de laboratorios con el fin de realizar ensayos en muestras humanas
a futuro, los datos estan destinados a la mejora del diagndstico clinico. Toda prueba que
se desarrolla in house, pero fuera del laboratorio o redes de laboratorio autor del método,
quedan fuera del parametro in house se torna comercial y se debe presentar documentacion

de estandar correspondiente (Department of Health and Aged Care, 2018)
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1.1.11. Importancia del diagnéstico molecular

Segln el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP) el céncer cervicouterino se
encuentra entre las 10 principales causas de muerte en mujeres a nivel nacional (Rivera
et al., 2018) y cuarto tipo de cancer mas mortifero a nivel mundial de estos el 99% de los
mismos es provocado por AR-VPH; de aqui radica la importancia de un rapido y eficaz
diagndstico a nivel molecular, pues su temprana deteccidn en cuanto a variante y sublinaje
del mismo ayuda principalmente al triaje del paciente y el correcto tratamiento del

paciente, asi como la aplicacién de las vacunas contra esta patologia.

Un diagndstico temprano del cancer de cuello uterino y sus causas han dado como
resultado en la disminucién del 50% de las tasas de incidencia y mortalidad desde 1970;
en el caso del VPH la deteccién de los genotipos de alto riesgo y oncoprecursores son
vitales para la emision de un correcto diagndstico y la aplicacion un eficaz tratamiento al

paciente (Rivera et al., 2018).

Las pruebas citologicas han sido una de las actividades de prevencion mas exitosas a nivel
mundial, sin embargo, presentan limitaciones como la baja sensibilidad y la mala
reproducibilidad al contrario de las pruebas moleculares que poseen beneficios como
mayor sensibilidad, especificidad y reproducibilidad; ademéas de la capacidad de

automatizacion y automuestreo (Williams et al., 2022).

Este proyecto fue desarrollado entonces, como un prototipo de prueba in house para la
futura implementacion en el diagnéstico molecular para el Laboratorio de Especialidades
Medicas Ochoa & Ochoa (LEM Ochoa), el mismo que fue dirigido bajo la tutela del Ing.

Luis Dominguez y desarrollado en las instalaciones de la mencionada institucion.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Disefiar y estandarizar un protocolo de diagnostico molecular por RT-PCR para la
genotipificacion de las variantes de VPH predominantes en Ecuador (Genotipos 16, 18,

45, 58, 31)
1.2.2. Objetivos Especificos

e Disefiar cebadores especificos para la deteccién de VPH genotipos 16, 18, 45, 58,
31

e Determinar el mejor programa de termociclado para la amplificacion de genes
que permita la deteccion de VPH 16, 18, 45, 58, 31.

¢ Analizar mediante parametros de desempefio el limite de deteccion del protocolo
e integridad de los amplicones de ADN producto de PCR.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1 Materiales

Tabla 8.

Equipos de Laboratorio

Equipos Cantidad

Congelador (-20°C)

Nevera (-4°C)

Cabina de Flujo Laminar
Centrifuga

Vortex

Micropipetas

Lampara de luz UV
Termociclador BIORAD CFX96
Transiluminador UV ChemiDoc ®
Fuente de alimentacion eléctrica
Balanza Analitica

Microondas

N T T T T O S e S T N S T N S

Camara de Electroforesis

Tabla 9.

Reactivos de Laboratorio

Reactivos Cantidad

BlasTaq 2X qPCR Master Mix (G891) 500X
Etanol 96% 10mL
Etanol 70% 1000mL
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Reactivos Cantidad
Cloro 5% 1000mL
Buffer TBE 2X 500mL
Agua destilada 20mL
Agarosa 159
Buffer de carga 6X Blue Juice (Invitrogen). 50uL
Marcador de peso molecular Tracklt™ 50uL

Tabla 10.

Materiales de Laboratorio

Materiales Cantidad
Puntas con filtro 10uL 6 cajas
Puntas con filtro 200 pL 2 cajas
Puntas con filtro 1000 pL 1 caja

Tubos 0.2 mL para PCR (Expell)
Tubos 1.5mL para eluido (Axygen)
Vaso de precipitacion

1000 unidades
1 caja (1000 unidades)
3 unidades

Tabla 11.

Materiales de escritorio

Matraz Erlenmeyer 2 unidades
Espatula 1 unidad
Varilla de agitacion 1 unidad
Guante térmico 1 unidad
Insumos y Materiales Cantidad

Mascarillas
Cofias
Guantes

1 caja (100 unidades)
1 caja (50 unidades)
1 caja (50 pares)
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Insumos y Materiales Cantidad

Zapatones 1 caja (50 pares)
Alcohol antiséptico 1 frasco
Gel antibacterial 1 frasco
Jabén liquido 1 frasco
Esferos 2 unidades
Rotuladores 2 unidades
Computador 3 dispositivos
Hojas de Papel Bond A4 1 paquete

2.2 Métodos

Disefio in silico

2.2.1 Revision bibliografica

La revision bibliogréafica se realizé tomando en cuenta las palabras clave: VPH, type 16,
type 18, type 45, type 58, type 31, VPH Ecuador, Real Time- PCR. Se consideraron los
articulos publicados desde 2015 hasta el 2023. Ademas, para la revision se tomo en cuenta
la base de datos PubMed, datos del Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP),
estadisticas del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) y el Hospital
de SOLCA a nivel nacional, ademas del software Mendeley para la organizacion de los
articulos utilizados. A partir de este se determind los VPH de mayor incidencia en
Ecuador, y las cepas mas frecuentes en territorio nacional que fueron VPH genotipos 16,
18, 45, 58, 31

2.2.2 Bioinforméatica

Para la fabricacion de primers, se realizo la busqueda de las secuencias completas del

genoma de VPH de los cinco genotipos seleccionados de acuerdo con el codigo de
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identificacién (Tabla 12) unico de cada genotipo establecido por la base de datos NCBI
Virus Se establecieron criterios de inclusion para la seleccion de cada una de estas

secuencias genomicas que se detallan en la Tabla 13.

Tabla 12.

Codigo de taxon por genotipo de VPH

VPH Taxonomy ID
VPH 16 taxid 333760
VPH 18 taxid 333761
VPH 45 taxid 10593
VPH 58 taxid 10598
VPH 31 taxid 10585

Tabla 13.

Criterios de inclusion, genomas de VPH

Caracteristica Requerimiento

Integridad de nucledtidos Completo
Region geografica Ecuador -> Sur América -> América -> Todo el mundo
Tipo de material genético ADN

Hospedero Humano / Homo Sapiens

Estos criterios se basaron en los filtros de la base de datos del NCBI Virus. En el caso del
criterio de region geografica se hizo un orden de prioridad de la secuencia, siendo primera
prioridad secuencias descritas en Ecuador, al no contar con dicha informacion se escalo a

una region geogréfica mas amplia pero que Ecuador sea parte de este.

Se obtuvieron los formatos FASTA y GenBank de cada una de las secuencias que
cumplian con los criterios de inclusion establecidos y se los identifico con codigos

provistos por el NCBI Virus
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2.2.1 Alineamientos multiples

2.2.2.1.1 Alineamiento global

El alineamiento mdltiple se llevo a cabo cargando las secuencias de los genotipos de VPH
obtenidos al software bioinforméatico Benchling, en donde se realizé alineamiento
mediante el algoritmo Needleman-Wunch. Mediante andlisis grafico se analizaron las
regiones conservadas, zonas con deleciones e inserciones en las secuencia. Se determiné
a la zona méas conservada para franquear los cebadores y se procedid a delimitar la

secuencia de estudio

2.2.2.1.2 Alineamiento local

El alineamiento local fue realizado mediante la extraccion de las secuencias del gen L1 de
cada genoma completo de VPH por genotipo mediante el uso del algoritmo Smith-
Waterman, se establecié una secuencia consenso y se determind las zonas mas

conservadas de este gen para el disefio de cebadores.

2.2.2 Disefio de cebadores

Para el disefio de primers se utilizo los softwares Primer Blast del Centro Nacional de
Informacion de Biotecnologia y las herramientas en linea Primer3Plus, se escogié una
pareja de primers para analizar la posible dimerizacion de estos mediante el software

NetPrimer y OligoAnalyzer, ademas de las caracteristicas descritas en la Tabla 14.

Tabla 14.

Caracteristicas optimas de cebadores

Caracteristica Requerimiento

Longitud de amplicon (producto) 150-250pb
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Caracteristica Requerimiento

Tamafio de cebador 19-23 pb
Contenido de Guanina/Citocinas 55%
Temperatura de Melting 58.0 -60.0°C

A continuacidn, se determind la especificidad y homologia mediante nBLAST y primer

BLAST y se descartd la complementariedad con patdogenos caracteristicos del tracto

vaginal (Tabla 15).

Tabla 15.

Principales patogenos del tracto vaginal

Patogeno

TaxID

Papillomaviridae
Herpes simplex virus type 2 (HSV-2)
Treponema pallidum
Ureaplasma urealyticum
Mycoplasma genitalium
Neisseria gonorrhoeae
Candida albicans
Trichomonas vaginalis

Chlamydias

(taxid:151340)
(taxid:10310)
(taxid:160)
(taxid:2130)
(taxid:2097)
(taxid:485)
(taxid:5476)
(tax1d:5722)
(taxid:51291)

Nota. Adaptado de: “Relationship of Specific Bacteria in the Cervical and Vaginal Microbiotas with

Cervicitis” (Gorgos et al., 2015)

2.2.3 PCRinsilico

Se llevo a cabo el proceso de PCR mediante el software bioinforméatico Serial Cloner

Version 2.6.1., donde se insertaron las secuencias de los primers, y las secuencias

consenso (secuencia producto de alineamiento de genotipos) para cada genotipo en

estudio, posteriormente se verificd la correcta amplificacion de las zonas franqueadas por

34



los cebadores, obteniendo un producto de PCR que se utilizé en la construccién de genes

sintéticos

Las secuencias amplificadas in silico, se unieron en constructos de 500 pb que
posteriormente fueron sintetizadas en la empresa de biologia molecular Gene Universal®,
los genes sintéticos sirvieron como controles positivos para el establecimiento de los

parametros de la RT-PCR y optimizacion de esta.

Una vez que los cebadores cumplieron todas las caracteristicas y parametros mencionados,
las secuencias de estos fueron enviadas a la empresa AZENTA® Life Sciences para su

correspondiente sintesis.

Disefo in vitro

2.2.4 Reconstitucion de primers

Los oligonucleétidos se resuspendieron en agua ultrapura grado PCR de ROCHE®,
previamente, se calculo el volumen en relacion con las moles de cada primer, para obtener
una concentracion de 100uM (10X). Se afiadio el volumen de agua correspondiente a cada
primer, se cerrd herméticamente y se llevo a refrigeracion a 4°C por 24 horas. Al siguiente
dia se realizaron 3 alicuotas de las soluciones para su conservacion y posterior dilucion

(1X, 0.5X y 0.1X) que se usaran en ensayos posteriores
2.2.5 Reconstitucion de genes sintéticos

Para la resuspension, se calculé voliumenes de agua ultrapura grado PCR de ROCHE ®
para obtener una concentracion de 10ng/puL de ADN y se afiadi6 el volumen de agua
correspondiente y se llevo a refrigeracion a 4°C por 24 horas, posterior a esto se realizaron

2 alicuotas de cada uno para su conservacion y dilucion.
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2.2.6 Real time-PCR (RT-PCR)

El desarrollo de la PCR de tiempo real se basd en el esquema para el desarrollo de
experimentos propuesto por Green & Sambrook, (2018) en donde se detalla el orden

I6gico para el establecimiento de una PCR desde su etapa inicial, hasta el analisis de datos

y la normalizacion de estos (Figura 10).

Figura 10.

Diagrama de flujo experimental de los parametros para RT-PCR
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Ensayo Real-time PCR
Escoger el método de deteccion de amplificacion,
enzima, tipo de reaccion (un paso o dos pasos)

Desarrollo del ensayo

Verificar la eficiencia y la sensibilidad del ensayo
Aplicar un método de cuantificacion y normalizacién de datos

normalizacion

Andlisis de datos y

Nota. Adaptado de “Analysis and Normalization of Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR)
Experimental Data” (Green & Sambrook, 2018).

Se realiz6 un esquema de experimentacion para las variables de temperatura, tiempo, para
la determinacion del mejor proceso de RT-PCR para la genotipificacion de los tipos 16,

18, 45, 58, 31. Ademas de la concentracion minima de cebadores para el ensayo (Tabla

16).
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Tabla 16.

Parametros de la PCR a evaluar

Parametro Nivel
Temperatura de Annealing Gradiente de temperaturas
30 segundos
Tiempo de Annealing 15 segundos
0 segundos
[1X]
Concentracién de Primer [0.5X]
[1X]
Ndmero de ciclos <45 ciclos

2.2.6.1 Temperatura de Annealing

Para determinar la temperatura Optima de los primers se establecié un gradiente en
relacion con las temperaturas de melting (Tm) que fue provista por los softwares
bioinformaticos NetPrimer, Thermofisher calculator y los datos provistos por la empresa
de sintesis de oligonucledtidos AZENTA®.

Los componentes de la reaccion y el programa de termociclado se los detalla en la tabla
17 y 18 respectivamente. Las muestras se cargaron en placas termorresistentes de 96
pocillos PCR LightCycler ® 480 Multiwell Plate 96 white, se afiadié 19 pL de MastetMix
y 1 pL de control de ADN correspondiente a cada genotipo de VPH en estudio, se

programé el equipo de acuerdo con el ensayo a realizarse.
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Tabla 17.

Componentes de la RT-PCR para el ensayo temperatura de annealing

Componentes Concentracion Volumen Final
Final (uL)

Polimerasa BlasTaq™ 1X 10

2X qPCR MasterMix

H.O Grado PCR -- 7
ROCHE®

Primer Forward 10 uM 1
Primer Reverse 10 uM 1

ADN -- 1
Volumen total -- 20

Tabla 18.

Condiciones de amplificacion de la PCR para el ensayo Temperatura de Annealing

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min. 1

Desnaturalizacion 95°C 15s 45
o Gradiente de

Hibridacion 30s 45
temperatura

Extension / Lectura 60°C 1 min 45

Mantenimiento 4 o0 --

2.2.6.2 Tiempo de annealing

Se probo tres tiempos de annealing para cada genotipo de VPH, 30 segundos, 15 segundos
y 0 segundos, Los componentes de la reaccidén y demas condiciones se mantuvieron para

este ensayo, en la Tabla 19 y 20 se detallan las condiciones
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Tabla 19.

Componentes de la RT-PCR para el ensayo tiempo de annealing

Componentes Concentracién Volumen Final
Final (uL)

Polimerasa BlasTag™ 2X 1X 10
gPCR MasterMix

H.0 Grado PCR ROCHE® -- 7
Primer Forward 10 uM 1
Primer Reverse 10 uM 1
ADN -- 1
Volumen total -- 20

Tabla 20.

Condiciones de amplificacion de la PCR para el ensayo Tiempo de Annealing

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 45
Hibridacion 60°C o mayor 30s/0s 45
Extension / Lectura 60°C 1 min 45
Mantenimiento 4 0 --

2.2.6.3 Concentracion de Primer

Se probaron tres concentraciones de primer 1X (10uM), 0.5X (5puM), 0.1X (1 uM),
para la concentracion minima de amplificacion para los ensayos posteriores, los

componentes y las condiciones se detallan en la Tabla 21 y Tabla 22 respectivamente
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Tabla 21.

Componentes de la RT-PCR para el ensayo concentracion de primer

Componentes Concentracion Volumen Final
Final (uL)

Polimerasa BlasTag™ 2X 1X 10
gPCR MasterMix

H>O Grado PCR ROCHE® -- 7
Primer Forward 1X,/0.5X/0.1X 1
Primer Reverse 1X,/0.5X/0.1X 1
ADN -- 1
Volumen total -- 20

Tabla 22.

Condiciones de amplificacion de la PCR para el ensayo concentracion de primer

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 45
Hibridacion 60°C o mayor 155 45
Extension / Lectura 60°C 1 min 45
Mantenimiento 4 0 --

2.2.6.4 NUmero de ciclos

Se establecid variar el numero de ciclos de acuerdo con la premura o retraso de
amplificacion de los controles, con los componentes para cada reaccion de cada genotipo
de VPH que se describen en la Tabla 23 y las condiciones de reaccion en la Tabla 24.
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Tabla 23.

Componentes de la RT-PCR para el ensayo numero de ciclos

Componentes Concentracion Volumen Final
Final (uL)

Polimerasa BlasTag™ 2X 1X 10
gPCR MasterMix

H>O Grado PCR ROCHE® -- 7
Primer Forward 1X/0.5X/0.1X 1
Primer Reverse 1X/0.5X/0.1X 1
ADN -- 1
Volumen total -- 20

Tabla 24.

Condiciones de amplificacion de la PCR para el ensayo numero de ciclos

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 45
Hibridacion 60°C o mayor 155 45
Extension / Lectura 60°C 1 min 45
Mantenimiento 4 0 --

2.2.7 Limite de deteccion del protocolo

Para determinar el limite de deteccion del protocolo se probaron diluciones (Figura 11)
de diferentes concentraciones de material genético de VPH empezando por un factor de
102 ng/uL hasta un factor de 107*® ng/uL se realizo el proceso de amplificacion, y
posteriormente se determinaron los parametros limites de PCR como son el cycle treshold

(Ct) y concentracion minima de ADN para el proceso de RT-PCR
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Figura 11.

Diluciones de los controles positivos de VPH
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2.2.8 Electroforesis

Se utilizd un gel de Agarosa al 2%, se pesé 0,89 de Agarosa y se pasd a un matraz
Erlenmeyer para ser diluido en 40ml de buffer TAE, se agito la mezcla por 15 minutos
con el fin de hidratar el gel, a continuacion, se calenté durante 30 s. en microondas hasta
que empezO a ebullir. Una vez culminado se repiti6 el proceso de agitacion y
calentamiento por 4 ciclos hasta no tener la presencia de filamentos de agarosa.

Se comprobo la temperatura de la solucion de agarosa mediante tacto con la parte anterior
de la mano y se afiadié colorante de fluorescencia SYBR Safe 1,5 pl. A continuacion, se
vertio la solucion de agarosa al 2% en la camara de electroforesis para su respectivo
secado, se debe evitar realizar burbujas, una vez seco se procedio a retirar la peineta de
los pocillos y se procedi6 a cargar los mismos con las muestras problema. Las muestras
se mezclaron con 0,1 pl de buffer de carga y se insertaron en cada uno de los pocillos
procurando no romper las paredes del gel, se reservd el primero de ellos para el marcador

de peso molecular Ladder.
Finalmente se armé los electrodos positivo y negativo y se dejo correr por 30 min a un

voltaje de 100V. Terminado el tiempo de corrida, se sustrajo el gel de la cAmara de

electroforesis y se lo introdujo sobre la membrana del transiluminador ChemiDoc ®. Se
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reveld el gel mediante luz UV, se fotografio y se analizé mediante software informatico

ImageLab 6.1 la presencia de bandas de ADN (Figura 12).
Figura 12.

Electroforesis en gel de amplicones de VPH
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2.2.9 Establecimiento de protocolo para la genotipificacién de VPH

Una vez establecidos todos los parametros de la RT-PCR se describi6 el protocolo a
utilizar para la genotipificacion del VPH variantes 16, 58, 45, 18 y 31, protocolo que

servird como prueba de diagnostico in house para el laboratorio de biologia molecular
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CAPITULO III.-

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Revision bibliografica

En el Ecuador existen escasos estudios en los que se determinen las variantes genéticas
que prevalecen en el territorio nacional en base a estudios moleculares. Para esta
investigacion se realizé la revision de los articulos e investigaciones disponibles en bases
de datos y repositorios institucionales de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion
de la Tabla 25.

Tabla 25.

Criterios para articulos de revision

2Criterios de Inclusién

Criterios de Exclusién

Articulos publicados desde el 2015
hasta la actualidad

Articulos en idioma castellano o
inglés.

Articulos con investigaciones en
Ecuador o que presenten datos
epidemioldgicos con respecto al
VPH en este pais.

Articulos de acceso libre.

Articulos publicados antes del
2012

Articulos que no presenten
estadisticas acerca del VPH y sus
variantes.

Articulos provenientes de paginas
de internet sin fin académico o de
investigacion.

Articulos sin acceso a resultados o

conclusiones.

Nota. Adaptado de: “Situacion actual de la infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) asociado a
lesiones cervicales en mujeres del Ecuador. Revision sistematica” Fuente: (Faleén-Cérdova & Carrero,
2021).

Los articulos seleccionados se describen en la Tabla 26., la informacién obtenida no fue

homogénea ya que las diferentes investigaciones no tienen el mismo nivel de muestreo,
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poblacion de estudio o método de diagnostico, sin embargo, poseen informacion relevante

acerca de los genotipos que prevalecen en las principales urbes del Ecuador.

Acorde a la revision bibliografica, en la mayoria de las investigaciones en el Ecuador los
genotipos 16, 58 y 31 son los que mas frecuentan en muestras de riesgo carcinogenico,
por lo cual se establece a estos tres genotipos como objetivo de investigacion, asi lo
corrobora el estudio de revision sistémica de Yuxi & Gallegos, (2021) el cual concluye
que los genotipos de alto riesgo oncolégico son los genotipos 16, 58 y 31, mientras que
los de bajo riesgo oncoldgico son los serotipos 61, 81y 6.

Asi mismo estos tres genotipos han sido categorizados como los VPH de alto riesgo
oncolégico con mayor incidencia en América del Sur, asi lo corrobora (Clifford et al.,
2005) en su estudio de distribucion mundial del VPH (Figura 13) ubicando al VPH 16 en
primer lugar causal del 15% de las infecciones, en segundo lugar al VPH 58 responsable
del 7% de las infecciones y en tercer lugar a los genotipos 45, 18 y 31 cada uno
independientemente precursor de un 5% del total de infecciones, 15% en total en los tres
genotipos. Acorde a la revision bibliogréfica, los genotipos 18 y 45 no inciden de manera
significativa en el territorio nacional, sin embargo, se escogieron debido al alto potencial

oncogenico a nivel de Sur América.
Es asi como se definen los cinco genotipos objetivo para una prueba focalizada en el

Ecuador, las variantes 16, 58, 45, 18 y 31 son el objetivo de diagndstico en esta

investigacion.
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Tabla 26.

Informacion del VPH a nivel del Ecuador

NO

Afio

Autor

Zona Geograéfica

N= Casos

VPH (+)

AR-
VPH

Variantes genotipicas

2015

(Cabrera V. et al., 2015)

Azuay

500

25.6%

20.8%

66 (3.2%), 68 (2.8%),
16 (2.2%), 59 (2%)

31 (8%)

Otros genotipos (<1%)

2015

(Silva et al., 2015)

Guayaquil

1000

35.20%

66.2%

16 (29.77%), 52 (16.18%)
51 (12.30%), 6 (9.71%)
59 (8.74%)

2016

(Garcia Muentes et al., 2016)

Areas Urbanas del

Ecuador

1581

43.58%

25.24%

16 (5.5%),
33 (4.55%)
11 (3.80%)

2016

(Campoverde et al., 2016)

Cuenca

500

78.4%

51%

16 (26.2%)
18 (4.5%)

2016

(Mejia et al., 2016)

Quito

164

86%

16 (41.8%),
58 (30.5%)
18 (2.8%)
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N° | Afo Autor Zona Geografica | N=Casos | VPH (+) AR- Variantes genotipicas
VPH
6 2017 | (Dalgo Aguilar et al., 2017) Loja, Zamora, El Oro | 431 64.7% 39.6% | 16 (47.3%) .18 (15.5%)
58 (10%).
7 2017 | Rodas el al. 2017 (Falcon-Cérdova | Babahoyo 97 8.25% Anticuerpos, 6 11, 18 y
& Carrero, 2021) 16 ELISA
8 2017 | (Caguana & Carrefio, 2017) Loja 323 34.09% 73.1% | 58 (9.94%), 59 (8.77%)
Morona  Santiago, 39 (5.85%), 16 (5.26%),
Cariar 31 (5.26%)
18, 45, (>5%)
9 2018 | Ramos, G et al 2018 (Falcdn- | Guayaquil 53 42% 33 (14%),
Cordova & Carrero, 2021) 67 (14%)
10 | 2019 | (Bedoya, 2019) Region Litoral 120 83.3% 31.9% | 16 (45.9%),
58 (21.6%)
31 (4.9%)
Otros genotipos (24.6%)
11 | 2020 | (Carrion et al., 2020) Canton Cafiar 100 51% 31(56.9%)

58 (43.1%)
66 (24.9%)
59 (23.5%)

Nota. Adaptado y modificado de; “Situacion actual de la infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) asociado a lesiones cervicales en mujeres del
ecuador. Revision sistemdtica” (Falcon-Cordova & Carrero, 2021).
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Figura 13.

Infecciones por genotipo de VPH en América del Sur

South America (721 infections)
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Nota. Adaptado de “Worldwide distribution of human papillomavirus types in cytologically normal women

in the International Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a pooled analysis” (Clifford
et al., 2005)

3.2.Bioinformaética
3.2.1. Base de datos

Las secuencias seleccionadas se escogieron de acuerdo con los criterios de inclusion,
integridad de material genético, tipo de acido nucleico, zona geografica y hospedero, que
se establecieron anteriormente en la seccion de metodologia (Tabla 13); la diferencia de
miembros en cada genotipo se debe a que se enfatizo el criterio de zona geografica sobre
los demas, pues la prevalencia de VPH puede llegar a variar hasta 20 veces entre
poblaciones de la misma region, segun menciona (de Sanjosé etal., 2007) en su
experimentacion para la deteccion de VPH a nivel mundial desarrollada en base a analisis

meta estadistico de edad estandarizada. No existe informacion gendmica de variantes de
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VPH que hayan sido estudiadas en el Ecuador en la plataforma del NCBI virus, por lo cual
la investigacion se extrapol6 a informacion de secuencias genéticas del mismo entorno

geografico como Sur América.

Tabla 27.

Secuencias de VPH

HPV 16 HPV 18 HPV 45 HPV 58 HPV 31
HMO057182.1 KU298886.1 KC470250.1 KU298920.1 KU298888.1
KP212150.1 KX514433.1 KC470251.1 KX514422.1 KU298889.1
KP212151.1 KC470252.1 KU298890.1
KP212152.1 KC470253.1 KX514424.1
KP212153.1 KC470254.1 KX514430.1
KP212154.1 KC470255.1
KP212155.1 KC470256.1
KP212156.1 KC470257.1
KP212157.1 KC470258.1
KP212158.1 KC470259.1
KP212159.1 KC470260.1
KP874716.1 LR861845.1
KP874717.1 LR861941.1
KP874718.1 LR862061.1
KP874719.1
KU298880.1
KU298881.1
KU298882.1
KU298883.1
KU298885.1
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En la tabla anterior (Tabla 27) se detallan los GenBank codes de las secuencias escogidas
para el flanqueamiento de zonas conservadas entre secuencias, los cinco genotipos
escogidos (16, 18, 45, 58 y 31) son los que segun bibliografia y estudios poblacionales en
el Ecuador son los de més alta prevalencia en el pais (Moya-Salazar & Rojas-Zumaran,
2017) (Carridn et al., 2020) (Rivera et al., 2018) (Falcén-Cérdova & Carrero, 2021).

3.2.2. Alineamientos multiples
3.2.2.1.  Alineamiento global

Se realizaron alineamientos globales multiples para las secuencias de cada uno de los
genotipos con el fin de determinar la zona o0 gen mas conservado, asi como las diferencias
entre las secuencias consenso de los cinco genotipos escogidos, comprobando los
diferentes linajes a los que pertenecen (Figura 14).Los alineamientos globales buscan
similitudes a través de toda la longitud de la secuencia sin discriminar algin nucleétido
(Nguyen et al., 2016), por tal razén se utilizé el algoritmo Needlman-Wunch, mediante
el cual se determiné a la zona del Gen L1 (5559 — 7154pb), como la zona graficamente
mas conservada (Fig. 15, 16, 17, 18, 19), ademas, el gen L1 es un gen conservado utilizado

para el andlisis filogenético de variantes y genotipos de VPH (Egawa & Doorbar, 2017).

Figura 14.

Alineamiento global multiple de secuencias consenso de VPH
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= —=—ttoctttggeccctacasc gecacas Etgtcbattbttght brtttattt ttattabatgttasasegt

Nota. Alineamiento global multiple de secuencias consensos VPH Genotipos 16, 58. 18, 45, 58.
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Figura 18.Alineamiento global para secuencias de
HPV 58
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Figura 19. Alineamiento global para secuencias de

HPV 31
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3.2.2.2. Alineamiento local

Una vez detectado al gen L1 como el mas conservado, se extrajo la secuencia de
nucleétidos de cada uno de los archivos gendmicos y se realiz6 alineamiento local
multiple por genotipo, el algoritmo utilizado fue Smith-Waterman. Los algoritmos locales
identifican segmentos relacionados que pudieron evolucionar de manera individual pero
que mantienen un alto grado de similitud (Nguyen et al., 2016), de esta manera se pudo
evidenciar la baja tasa de mutaciones del mencionado gen (Fig. 20, 21, 22, 23, 24). Asi lo
corrobora (Yang et al., 2022) en la construccion de una base de datos para el virus de
VPH en China, la mayor tasa de mutaciones se encuentra en proteinas de tipo E6 (32%) y
L1 (24%), sin embargo, el porcentaje de mutaciones sin sentido en E6 es del 54%, al
contrario de L1 que posee un 28% de mutaciones no sindnimas Chen et al., (2016).

3.2.3.Disefo de Primers

El disefio de primers se enfoco en dos ambitos la especificidad y la eficiencia de los
cebadores en una PCR, en la Tabla 28 se puede observar las secuencias, temperatura de
melting (Tm) y el tamafio del producto de PCR.

La longitud de los primers disefiados se encuentran entre 19-21pb con un contenido de
CG de 55% la temperatura minima de todo el set de 10 secuencias es de 54.17°C y el
producto minimo es de 136pb, estos pardmetros se ajustan a los criterios 6ptimos del
disefio de primers propuestos por (Dieffenbach et al., 1993) longitud >18pb, Tm>54°Cy

terminacion GC en las 3 ultimas bases del extremo 3°.

El set para HPV58 en este caso, no se ajusta al ultimo criterio, sin embargo, el disefio de
primers es orientado al diagnostico clinico por lo cual tiene mayor fuerza el criterio de
especificidad por encima del de eficiencia, (Dieffenbach et al., 1993) (Chuang et al.,
2013)
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Figura 20. Alineamiento local para secuencias
de gen L1 HPV 16

de gen L1 HPV 18

Figura 21. Alineamiento local para secuencias

Figura 22. Alineamiento local para secuencias
de gen L1 HPV 45
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Figura 23. Alineamiento local para secuencias de gen
L1 HPV 58
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Tabla 28.

Primers diseriados para genotipificacion de VPH

TYPE Sequence (5’ - 3") Tm(°C) Product Size (pb)
F CTATAGGGGAACACTGGGGC 58.6

HPV16 R TCCATAGCACCAAAGCCAGT 58.04 136
F TACTATGGGTGACACTGTGCC 55.59

HPV18 R ACCCTGTGCCTTATGTAACC 54.17 160
F TTGGTTTGGGCATGTGTAGG 56.94

HPV45 R TGTGCAGGTTTACAAAGTGTG  57.23 245
F GGAGGACTGGCAATTTGGTTT  60.63

HPV58 R CGTTTTAGTCTGGGCTTTGCT 59.22 249
F ATTGACCACACCTCCCTCAG 56.72

HPV31 R GTGCCCTATATCCTGCCTG 55.31 215

3.24. Especificidad

La especificidad de cada pareja de cebadores fue evaluada, mediante el software
bioinformatico PrimerBLAST. Aqui se incluyeron a los organismos patdgenos de
transmision sexual descritos en la Tabla 15, y los genotipos de VPH que se evaluaron en esta
experimentacion. Los resultados se describen en las Figuras 25, 26, 27, 28, 29.

Ademas, realiz6 el ensayo de manera in silico con las secuencias de oligonucleo6tidos

sintetizados para cada genotipo y el genoma consenso de cada genotipo en estudio, los

resultados se describen en las Figuras 30, 31, 32, 33, 34.
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Figura 25. Reporte de especificidad de los
cebadores para VPH Tipo 16
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Figura 28. Reporte de especificidad de los cebadores
para VPH Tipo 58
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Figura 27. Reporte de especificidad de los
cebadores para VPH Tipo 45
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Figura 29. Reporte de especificidad de los
cebadores para VPH Tipo 31
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Figura 30. PCR in sillico VPH Tipo 16
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Figura 31. PCR in silico VPH Tipo 18
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Figura 32. PCR in silico VPH Tipo 45
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Figura 33. PCR in silico VPH Tipo 58 Figura 34. PCR in silico VPH Tipo 31
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3.3.Temperatura de Annealing (Ta)

Para la temperatura de annealing se prob6 un rango basado en los valores de Temperatura de
Melting (Tm) que fueron proporcionados por el software de disefio de primers NetPrimer, la
casa de sintesis de oligonucledtidos AZENTA vy la calculadora de Tm de Thermofisher
scientific (Tabla 29).

Tabla 29.

Ta experimentales para cebadores de VPH

Tm (°C)
TIPO Net Tamafio
Primer Primer Azenta  Thermofisher  producto (pb)

F 58.60 64.0 (LS) 59.5

HPV16
R 58.04 60.0 57.8 136
F 55.59 57.8 60.8

HPV18
R 54.17 60.0 56.2 160
F 56.94 60.0 57.6

HPV/45
R 57.23  53.9(LI) 57.6 245
F 60.63 55.9 60.8

HPV/58
R 59.22 55.9 60.0 249
F 56.72 62.0 59.0

HPV31
R 55.31 60.0 56.4 215

Nota. F: Forward R: Reverse, LS: Limite Superior, LI: Limite Inferior

El gradiente de temperaturas fue establecido en base a los limites superior e inferior de los
cebadores y la capacidad de variacion de temperatura del equipo termociclador BIORAD
CFX96 de LEM Ochoa, las temperaturas definidas, se describen en la Tabla 30.

Los componentes para cada muestra de este ensayo, asi como el programa de termociclado

se encuentran en el apartado 2.2.5.1 de la metodologia, se cargaron ocho reacciones de 19
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uL de mastermix y 1uL de ADN plantilla (Gen sintético) a una concentracion de 1x10° ng/uL
(1 — 3 millones de copias) para cada genotipo en cada columna de la placa de PCR y en cada
fila se aplico una temperatura de annealing diferente (Figura 35). La concentracion de ADN
plantilla fue determinada en un primer ensayo de comprobacién de reactivos, en el cual la
concentracion inicial marcaba un efecto significativo en la lectura de fluorescencia (Anexo
6).

Tabla 30. Figura 35.

Gradiente de temperaturas para Ta Placa de 96 pocillos para Ta

Fila Temperatura (°C)
A 64.00

63.50

62.30

60.40

57.90

56.00

54.70

54.00

I G m m O O W

Se realizaron dos repeticiones de este ensayo, y se analizaron las graficas por genotipo de
VPH, Figuras 36, 37, 38, 39, 40. La temperatura de annealing (Ta) es una de las variables
del test de PCR que debe ser resuelta antes de la aplicacion a la experimentacién objetivo,
segun Sugiarti et al., (2021), una Ta demasiado baja da lugar a la formacion de productos
inespecificos, y asi mismo una Ta demasiado alta compromete el rendimiento de la PCR y
en consecuencia la pureza del amplicdn es baja, todo esto como consecuencia del deficiente

annealing de los primers.

En la Figura 36 se describe el ensayo de Ta en todo el gradiente de temperaturas, del genotipo

VPH 16 existe amplificacion en todo el rango de temperaturas, y resalta la figura A)
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correspondiente a 64°C ya que posee la curva con el menor Cq de todos. Ademas,
gréficamente se puede observar que no existe diferencias en las formas de las curvas de
amplificacion. Con respecto a los Cq de cada curva (Tabla 31), los datos son homogéneos,
asi lo denota la desviacion estandar (SD) <0.85 y el coeficiente de varianza (CV) menor al
0.4. En ambas repeticiones (Cql y Cg2) la SD es 0.55 y 1.12 para cada una, por lo cual se
puede inferir que los primers poseen la misma capacidad de hibridacion en todo el rango de
temperaturas, sin embargo, las temperaturas con el menor ciclo de amplificacion se tomaron

como las 6ptimas. La temperatura de hibridacion éptima para VPH 16 es 64°C.

En la Figura 37, ensayo de Ta para el VPH 58, se puede observar que las curvas de
amplificacion son homogéneas para todas las temperaturas, la temperatura A) 64°C posee el
menor Cq de todo el ensayo y se toma como la mejor temperatura para este ensayo, asi mismo
la SD <0.84 y CV <0.03 determina que los datos son homogéneos entre réplicas, y entre
temperaturas con SD <0.10 y <0.78 (Tabla 32).

En la Figura 38. se describe el ensayo de Ta para el VPH 45, graficamente existe un
decrecimiento a nivel de amplitud de las curvas a partir de la seccion D) correspondiente a
60.4°C, aun asi, existe amplificacion con Cq similares a las otras temperaturas (Tabla 33).
El apartado D posee una grafica con una curva minima, esto se puede deber a una
inconsistencia en el pipeteo, sin embargo, en la réplica 2 existe amplificacion de esta curva,
lo que corrobora el funcionamiento a dicha temperatura. Los datos son homogéeneos con
respecto a las repeticiones (SD <0.82, CV <0.04) y con respecto a las temperaturas (Cql:
0.24y Cq 0.21) (Tabla 33), es decir los primers son capaces de hibridar en todo el rango de
temperaturas, sin embargo, se escogieron los Cq mas tempranos. La temperatura de
hibridacion optima para VPH 45 es 64°C.

59



Figura 36.

Curvas de amplificacion Ensayo Ta, VPH 16

Cg: 23.24 Cq: 24.39 Cq: 24.55 Cq: 24.61

E F G H
| /
Cq: 23.63 Cq: 25.20 Cq: 24.82 Ca: 24.46

Nota. Curvas de amplificacion para las temperaturas A) 64°C, B) 63.5°C, C) 62.3°C,
D) 60.4 °C, E) 57.9°C F) 56°C G) 54.7°C D)54°C.

Tabla 31.

I O m m OO Ww >

60

Valores de Cq para el ensayo Ta. HPV 16

Temperaturas

64.00
63.50
62.30
60.40
57.90
56.00
54.70
54.00

Promedio

SD
CcVv

(°C)

Cql

23.34
24.39
24.55
24.61
23.63
25.20
24.42
24.46

24.33
0.55
0.02

Cq2

21.64
25.17
24.25
25.09
24.99
24.98
24.90
25.11

24.52
1.12
0.05

Promedio Cq

22.49
24.78
24.40
24.85
2431
25.09
24.66
24.79

SD

0.85
0.39
0.15
0.24
0.68
0.11
0.24
0.32

CVv

0.04
0.02
0.01
0.01
0.03
0.00
0.01
0.01



Figura 37.

Curvas de amplificacion Ensayo Ta, VPH 58

A B 8 D
T o i T 7 | T — i
) — M Z___ |l 7
Cq: 23.52 Cq: 25.08 Cq: 25.61 Cq: 26.02
E F G H
— el - e B | o p—=
Z__ Il '—— Z T | | ,
Cq: 26.22 Cq: 25.62 Cq: 25.55 Cq: 25.70

Nota. Curvas de amplificacion para las temperaturas A) 64°C, B) 63.5°C, C) 62.3°C,

D) 60.4 °C, E) 57.9°C F) 56°C G) 54.7°C D)54°C.

Tabla 32.

Valores de Cq para el ensayo Ta. HPV 58

Temperaturas R1 R2 Promedio SD Ccv
(°C)

A 64.00 25.20 23.52 24.36 0.84 0.03
B 63.50 25.36 25.08 25.22 0.14 0.01
C 62.30 25.17 25.61 25.39 022 0.01
D 60.40 25.27 26.02 25.65 0.38 0.01
E 57.90 25.27 26.22 25.75 0.48 0.02
F 56.00 25.41 25.62 25.52 0.11 0.00
G 54.70 25.29 25.55 25.42 0.13 0.01
H 54.00 25.09 25.70 25.40 031 0.01

Promedio 25.26 25.42

SD 0.10 0.78

Ccv 0.00 0.03
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Figura 38.

Curvas de amplificacion Ensayo Ta, VPH 45

Cq:23.31 Cq:24.13 Cq: 23.87 Cq: 23.77
E F G H

J J ﬁC (I S—
Cg: 23.92 Cq: 23.56 Cq:23.72 Cq: 23.62

Nota. Curvas de amplificacion para las temperaturas A) 64°C, B) 63.5°C, C) 62.3°C,
D) 60.4 °C, E) 57.9°C F) 56°C G) 54.7°C D)54°C.

Tabla 33.

Valores de Cq para el ensayo Ta. HPV 45

Temperaturas Cql Cq2 Promedio SD CcVv
(°C) Cq
A 64.00 23.35 24.81 24.08 0.73 0.03
B 63.50 24.17 25.09 24.63 0.46 0.02
C 62.30 23.92 25.18 24.55 0.63 0.03
D 60.40 23.83 25.10 24.47 0.64 0.03
E 57.90 23.98 25.49 24.74 0.75 0.03
F 56.00 23.62 25.45 24.54 091 0.04
G 54.70 23.78 25.40 24.59 0.81 0.03
H 54.00 23.62 25.27 24.45 0.82 0.03
Promedio 23.78 25.22
SD 0.24 0.21
CcVv 0.01 0.01
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Figura 39. Tabla 34.

Curvas de amplificacion Ensayo Ta, VPH 18 Valores de Cq para el ensayo Ta. VPH 18

A B C D Temperaturas Cql Cg2 Promedio SD Cv
O p—— i — | p— : (°C) Cq

— |1 = : =l ' 64.00 2182 2258 2220 038 0.02
/" o 63.50 2265 2405 2335 070 0.03
—7 == | | 62.30 22.83 24.25 2354 071 0.03
o | e R 60.40 23.14 24.49 23.82 0.67 0.3
Lpen (q:22.55 (g;:22.83 {f:21 57.90 23.11 23.39 23.25 014 0.01
E F 6 H 56.00 23.57 24.62 24.10 0.53  0.02
= - = e =] [ = 54.70 23.62 24.98 24.30 0.68 0.03
RelE T 54.00 2758 2510 2634 124 0.5

Vi ; 1 . _J/-\ Promedio 23.54 24.18

'’ . A “ ' SD 1.62 0.79

Cq:23.11 Cq: 23.57 Cq: 23.62 Cq:27.58 cVv 0.07 0.03

Nota. Curvas de amplificacion para las temperaturas A) 64°C, B) 63.5°C, C) 62.3°C,
D) 60.4 °C, E) 57.9°C F) 56°C G) 54.7°C D)54°C.
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Figura 40. Tabla 35.

Curvas de amplificacion Ensayo Ta, VPH 31 Valores de Cq para el ensayo Ta. VPH 31

A B C D Temperatura Cql Cg2 Promedio SD Cv
ol g S | p—— ¢C) Cq
=2\ |} all | d|| | f 64.00 24.55 29.59 27.07 252 0.09
> | X 63.50 26.56 29.53 28.05 149  0.05
W= , = 62.30 2535  29.61 2748 213 0.08
s Gl ° PP T ' g 60.40 23.88 28.49 2619 231  0.09
Cq: 24.55 Cq: 26.56 Cq: 25.35 Cq: 23.88 57.90 24.43 28.72 26.58 215 0.08
: F G H 56.00 24.58 32.35 2847 388 014
] = ] - 54.70 24.87 29.02 2695 208 0.08
= 54.00 27.23 28.03 2763 040 001
= = _______ 5 — _J/\ Promedio 2518  29.42
.’ T L LR SD 1.07 1.23
Cq: 2.3 Cq: 24.58 Cq: 24.87 Cq:27.3 .y 0.04 0.04

Nota. Curvas de amplificacion para las temperaturas A) 64°C, B) 63.5°C, C) 62.3°C,
D) 60.4 °C, E) 57.9°C F) 56°C G) 54.7°C D)54°C.
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En la Figura 39 se describe el ensayo de Ta para el VPH 18, graficamente las curvas
poseen forma y amplitud similar en todo el rango de temperatura, excepto en H) 54°C,
esta temperatura no es la ideal para hibridacion de VPH 18 pues posee el Cq mas tardio
de todo el ensayo ademas de no poseer una zona plateau. Con respecto a los valores de Cq
(Tabla 34) entre repeticiones la temperatura H) posee SD >1 por lo cual no se considera
una temperatura confiable, asi mismo el SD entre temperaturas es >1.62 en Cql, es decir
los Cq entre temperaturas no son homogeneos. La temperatura de hibridacion éptima para
VPH 18 es 64°C.

En la Figura 40, se detallan las curvas de amplificacion para el ensayo de Ta del VPH 31,
las curvas comparten son graficamente similares a excepcion de la curva probada en la
temperatura H) 54°C, posee un Ct tardio y no posee zona de plateau por esta razon, se la
considera la menos eficiente para la amplificacion de HPV 31. Ademas, la SD (Tabla 35)
de este genotipo estd por encima de 1, los datos nos son homogéneos y se debe establecer
una temperatura o un rango de dos temperaturas para la amplificacion del genotipo. La

temperatura de hibridacion éptima segun el Cq para VPH 31 es 60.4°C.

El promedio de los Cq para cada variacion de calor se describe en la Figura 41, el mapa
de calor realizado indica las temperaturas a la que los cebadores de cada genotipo tienen
mayor efecto en el proceso de PCR. En base al grafico, se puede determinar que la
temperatura de 64°C es la 6ptima para la hibridacién de cebadores de los genotipos 16,
58, 45 y 18 (Cgs homogéneos), sin embargo, para el genotipo 31 con datos de Cgq mas
dispersos la temperatura éptima es 60.4°C, las temperaturas coinciden con el postulado de
(Sugiarti et al., (2021) que argumentan que deben estar proximas a la temperatura de

melting en un rango de £5°C.
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Figura 41.
Mapa de calor para la temperatura de annealing del VPH

Temperatura

O [e0] Lo [e0) —
— Lo < i o
o > > > > >
°C) a a a a a
T T T T T

64.00 27.07

63.50 23.35

62.30 24.40 25.39 24.55 23.54 27.48
60.40 24.85 23.82

57.90 24.31 23.25 26.58
56.00 25.52 24.54 24.10 -
54.70 24.66 25.42 24.59 24.30 26.95

54.00 24.79 25.40 24.45 - 27.63

Nota. Verde: Amplificacion temprana, Rojo: Amplificacion tardia

En un andlisis en conjunto, se establece que las temperaturas de annealing >60.4°C son
las mas eficientes para la prueba de genotipificacion de PCR, segln Silalahi et al., (2021),
una baja temperatura de melting produce una falsa hibridacion del primer, mientras que
temperaturas sobre la 6ptima produce que el primer no se pegue al ADN y por lo tanto no
existe el proceso de PCR, en el ensayo existe amplificacién, por lo cual se puede aumentar
la misma sobre el rango de 60°C que segin ThermoFisher scientific, (2023) es la
temperatura de annealing 6ptima a nivel universal. Asi mismo Obradovic et al., (2013),
en su ensayo de optimizacion de PCR con promotores EFGR, establecié temperaturas
Optimas superiores (61°C) al Tm calculado (56°C) atribuyendo esto, al alto contenido de
GC del ADN plantilla.
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3.4.Tiempo de Annealing (ta)

Para el tiempo de annealing se probaron 2 variables de tiempo en el programa de
termociclado, 30 segundos, y 15 segundos segun la enzima. Los componentes de cada
muestra de ensayo y el programa de termociclado se encuentra en la seccion 2.2.5.2 de la

metodologia

Para este ensayo se utilizaron las temperaturas anteriormente determinadas. En la Figura
42 se observa las curvas de amplificacion para cada genotipo, graficamente no poseen
diferencias en su forma y amplitud en los dos tiempos de annealing probados. Los datos
de Cq para cada repeticion son homogéneos a excepcion del genotipo 31que posee SD de
2.305 y 0.915 para los ensayos de 30 y 15 segundos respectivamente (Tabla 36 y 37), se

asume un error en el pipeteo.

En la Tabla 38 se describen los promedios de cada tiempo de annealing para cada
genotipo, el tiempo de annealing con Cgq mas temprano es el de 30 segundos a excepcién
del genotipo 58 que varia en <0.5 ciclos. En un analisis en conjunto el tiempo de 30
segundos representa ser el mejor parametro de acuerdo con los Cqg, sin embargo, segun
Lo et al., (2006), afirma que si la temperatura de annealing de los cebadores es >60°C se

puede combinar el paso de annealing con el de extension en un ciclo de PCR de dos pasos.

El tiempo de annealing utilizado con mayor frecuencia es de 30-45 segundos, un
incremento en el tiempo de annealing en muchos casos hasta 2 0 3 minutos, por ejemplo,
no influencia significativamente en el proceso de la PCR, al contrario, un largo periodo
de annealing, puede incurrir en la aparicion de productos inespecificos, debido a la
actividad reducida de algunas polimerasas en el rango de temperatura de 45 a 60°C
(Caister Academic Press, 2023). Debido a esto en los proximos ensayos se utilizara el
tiempo de 15 segundos con la posibilidad de fusionar el tiempo de annealing con el de
extension de la enzima BlasTag.
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Figura 42.

Curvas de amplificacion para el ensayo tiempo de annealing (ta) del VPH

S0°sc :bD

o
0

19°'ve :bD

9T AdH

it s
2
Cych

B B B E W W B -
9/'vT:b
[€ . "
§ i
i .
i .
Lo

LT'ST:bD

85 AdH

Ampite v

Ampatcanin

10°92:bD

€8'€z:bD

St AdH

Cyeles

vT €Z:bD

8T AdH

Ampication

ngH

|

Aepatiatan

¥9°'1€ :bD

88'€T :bD

T€ AdH

68



Tabla 36.

Valores de Cq para el ensayo de 30 segundos

Tabla 37.

Valores de Cq para el ensayo de 15 segundos

Genotipo Cgl Cqg2 Promedio SD Ccv Genotipo Cgl Cqg2 Promedio SD CcVv
(Ca) (Ca)
HPV 16 24.61 25.09 24.85 0.24 0.01 HPV 16 25.05 25.86 25.46 0.405 0.02
HPV 58 2527 26.02 25.65 0.375 0.01 HPV 58 2476 25.35 25.06 0.295 0.01
HPV 45 2383 251 24.47 0.635 0.03 HPV 45 26.01 26.18 26.10 0.085 0.00
HPV 18 23.14 24.49 23.82 0.675 0.03 HPV 18 24.88 25.29 25.09 0.205 0.01
HPV 31 23.88 28.49 26.19 2.305 0.09 HPV 31 31.64 33.47 32.56 0.915 0.03
Tabla 38.
ta 30 segundos vs. ta 15 segundos.
Genotipo 30 segundos 15 segundos

HPV 16 24.85 25.46

HPV 58 25.65 25.06

HPV 45 24.47 26.10

HPV 18 23.82 25.09

HPV 31 26.19 32.56
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3.5.Concentracion de Primer ([P])

En este ensayo se variaron tres concentraciones de primers para la reaccién, se probaron
concentraciones de 1X (10uM), 0.5X (5uM) y 0.1X (1uM) en busca de la cantidad 6ptima
a utilizar en el ensayo de genotipificacion, la concentracion de primer recomendada para
los ensayos de PCR se encuentra entre 0.1uM y 1 uM (Altshuler, 2006), sin embargo, en
fragmentos diana de menor tamafio que rondan los 100pb puede ser necesario una mayor
cantidad de primer, superior a 1uM (Oswald & Kennedy, 2011), por esta razon se probo

concentraciones superiores a las recomendadas.

Las curvas de amplificacion (Figura 43) presentan una mayor amplitud en la
concentracion de 1X a nivel general, sin embargo, la zona de plateau de las curvas son
mas prolongadas a dicha concentracidn. La zona de plateau representa el decrecimiento
significativo de la hibridacion de primers con respecto al ADN plantilla debido al exceso
de producto formado y la insuficiente cantidad de enzima para la amplificacion (Lo et al.,
2006), al existir una zona plateau mas temprana y prolongada da indicios que la
concentracion de primer estd en exceso, ya que el nimero de moléculas de primer es
proporcional al de ADN plantilla para la amplificacion (Applied Biosystems, 2022),

sugiriendo asi la reduccion de ésta.

Los datos de Cq para cada concentracion de primer se describen en las Tablas 39, 40 y
41, los datos de desviacion estandar sugieren que los datos son homogéneos a
concentracion de 1X y 0.5X de primer, a excepcion del genotipo 31. Para el ensayo a
concentracion de 0.1X los datos no son totalmente homogéneos para las repeticiones
SD>1, sin embargo, presentan amplificacion y zona de plateau menos prolongada (Figura
43), lo cual representa equidad entre concentracion de primer y ADN plantilla (Life

Technologies Corporation, 2012).
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Figura 43.

Curvas de amplificacion para el ensayo concentracion de primer
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Tabla 39.

Valores de Cq para la concentracion de primer 0.1X

Tabla 40.

Valores de Cq para la concentracion de primer 0.5X

] Promedio Genotipo  Cql Cg2 Promedio SD Ccv
Genotipo Cql Cqg2 SD Ccv
(Ca) (Ca)
HPV 16 26.39 29.44 27.92 1.53 0.055 HPV 16 26.96  25.83 26.40 0.57 0.021
HPV 58 32.56 34.38 33.47 0.91 0.027 HPV 58 26.24  26.55 26.40 0.16 0.006
HPV 45 34.26 28.25 31.26 3.01 0.096 HPV 45 26.06  25.83 25.95 0.12 0.004
HPV 18 26.05 25.72 25.89 0.17 0.006 HPV 18 25.04  25.35 25.20 0.16 0.006
HPV 31 35.68 31.53 33.61 2.08 0.062 HPV 31 27.46 34.7 31.08 3.62 0.116
Tabla 41.

Valores de Cq para la concentracion de primer 1x

Genotipo Cql Cqg2 Promedio SD cv
Cq

HPV 16 25.61 26.07 25.8 0.23 0.009

HPV 58 26.62 26.44 26.5 0.09 0.003

HPV 45 25.22 25.01 25.1 0.10 0.004

HPV 18 24.75 24.88 24.8 0.06 0.003

HPV 31 28.08 28.02 28.1 0.03 0.001
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En la Tabla 42, se compara el promedio de los Cq para cada concentracion de primers, a
nivel general, las concentraciones de 1X y 0.5X no varian en mas de un ciclo en todos los
genotipos a diferencia que en el ensayo con 0.1X. Se puede escoger a la concentracion de
0.5X (5uM) como la mejor experimentalmente debido a que posee el Cq méas bajo y no
tiene mayor variacién con 1X, sin embargo, segun (Altshuler, 2006) si los primers poseen
la capacidad de formacion de dimeros, una alta concentracion de estos incurre en la
amplificacion de oligdbmeros de cebadores, ademas de la creacion de productos
inespecificos de PCR, por esta razén es justificable bajar la concentracion en los proximos

ensayos.

Tabla 42.

Valor promedio de Cq para cada concentracion de primer

Genotipo 0.1X 0.5X 1X
HPV 16 2792  26.40 25.84
HPV 58 3347  26.40 26.53
HPV 45 31.26 25.95 25.12
HPV 18 25.89  25.20 24.82
HPV 31 33.61  31.08 28.05

3.6.NUmero de ciclos

No fue necesario variar el nUmero de ciclos debido a que los controles amplifican antes
del ciclo 40, reiterando el rango de amplificacion de los controles, es decir entre el ciclo
15 hasta 40 ciclos. Segun Kadri, (2020) para 0.1jug de ADN gendmica alrededor de 20 a
40 ciclos son suficientes para obtener una cantidad de ADN medible, asi mismo, elevar el
numero de ciclos sobre los 40, tiende a generar productos inespecificos por la alta cantidad
de ADN, dNTPs y energia que se ha aplicado durante la PCR (Tamay de Dios et al.,
2013). Se trabajé en un principio con 45 ciclos, debido a que los primers son de

73



caracteristicas experimentales y se debia asegurar la hibridacion de los cebadores, asi
como el objetivo de amplificacion, sin embargo, luego de los ensayos realizados se opt6

usar como limite maximo 40 ciclos de amplificacion.

3.7.1dentificacion del Background

Para la identificacion del background o ruido, se probaron reacciones de cada componente
de la reaccion (Figura 44) con el fin de determinar la fluorescencia que emitian los

mismos y poder discriminar amplificacién, ruido y posibles productos inespecificos.

Figura 44.

Esquema para la disposicion de muestras del background

C16+ M16 | C58 + M58 | C45+ M45 | C18 - M18 | C31 + M31
M16 M58 M45 M18 M31
E E E +H20 E +H20 C-
C16 C58 C45 C18 C31

Nota. C: Control, M: Mastermix, E: BlasTaq Mix, H20: Agua.

La identificacion de Background es necesaria en la mayoria de los ensayos de
optimizacion, sirve para establecer los limites de Cq o limites de cuantificacion (Applied
Biosystems, 2022) en el caso de esta experimentacion el limite de deteccion de la fase
exponencial, ademas este ensayo se combino para identificar productos inespecificos. Se
probo la esquematizacion descrita previamente (Figura 45), la enzima (E) no amplifico y
la fluorescencia emitida esta por debajo de la linea de threshold, asi como los controles

para cada uno de los VPH.
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En la Figura 45 se corrio el ensayo y se observaron dos grupos de curvas, el primero
corresponde a la amplificacion de producto especifico (Gen L1 VPH 16/58/45/18/31) se
encuentran entre los Cq 24.03 y 27.11 y el segundo grupo que se encuentra entre 32.02 y
35.76, este ultimo son productos inespecificos, pues segin Dnasoftware, (2015), los
dimeros de primers frecuentan aparecer en ciclos >35, sin embargo, el aparecimiento de

amplificacion prematura Cq:32.02 se debe a la alta concentracion de primer 0.5X (5uM).

En la Figura 46 se observa la amplificacién del programa 2, con la correccién de
temperatura de annealing a 64°C, como se determind anteriormente en el ensayo de Ta
(Figura 41) y se mantuvo la [P], el aumento de temperatura hace que la hibridacién de los
primers sea mas compleja, si es cercana a la fase de desnaturalizacién haria que los primers
no hibriden y o que no amplifiquen (BIORAD, 2023a). Se observd entonces una

disminucion de la amplificacion de productos inespecificos hasta el ciclo 35.18 — 38.89.

En la Figura 47 se corrigié la concentracién de primer, se realizd una dilucién
0.05X(0.5uM). Se trabajo a Ta de 64°C y la concentracion de ADN plantillaa 10 ng/pL.
Se elimind el ruido o amplificacion inespecifica por parte de los primers, y se observé un
solo patron de curvas correspondiente al gen L1 de cada genotipo, el genotipo 31 no
amplificd, esto se debe al factor de dilucidn que se esta utilizando para el ADN plantilla.
La concentracion de primer 6ptima segin (BIORAD, 2023a) en sus ensayos es de 0.2uM
- 1uM y un exceso de esta concentracion incide en la aparicién de productos inespecificos

debido a la alta cantidad de energia que le otorga la PCR, lo que se corrobor6 en el ensayo.
3.8.Protocolo para genotipificacion de VPH
Con las condiciones anteriores se dio paso a la creacion del protocolo in house para la

deteccion de variantes 16, 58, 45, 18 y 31 (Tabla 43 y 44) que fue disefiado para

condiciones y equipos del departamento de Biologia Molecular del LEM Ochoa

76



Tabla 43.

Componentes de la RT-PCR para el protocolo de Genotipificacion de VPH

Componentes Concentracion Volumen Final
Final (uL)

Polimerasa BlasTag™ 2X 1X 10
gPCR MasterMix

H>O Grado PCR ROCHE® -- 4
Primer Forward 0.5 uM 2
Primer Reverse 0.5uM 2
ADN 0.05 pg./uL ADN 2

sintético
Volumen total -- 20
Tabla 44.

Programa de termociclado para el protocolo de Genotipificacion de VPH

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 40
Hibridacion 64°C 155 40
Extension / Lectura 60°C 455 40
Mantenimiento 4 o0 --
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3.9.Sensibilidad

Para la sensibilidad del método se realizaron diluciones seriadas de cada control de VPH
con un factor de dilucion 1:10, se realizaron cinco diluciones seriadas para cada genotipo
(Tabla 45), se instaur6 la PCR de acuerdo con la formulacion ya establecida en el

protocolo.

Tabla 45.

Diluciones para cada control de VPH

Genotipo Diluciones (ng/uL)

VPH 16 103 10 10° 106 107
VPH 58 1073 10 10° 106 107
VPH 45 103 10 1077 107 1011
VPH 18 103 10 1077 107 101t
VPH 31 102 103 104 10° 10©

En la Tabla 46. Se establece el ensayo de diluciones para cada variante de VPH, los
genotipos 58 y 31 poseen su limite inferior en la dilucion 107 ng/uL (Figura 49) y 10°
ng/uL (Figura 50), se puede observar una relacion curva-dilucion graficamente y como

la cantidad de ADN plantilla influye en el ciclo de cuantificacion (Cq)
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Tabla 46. Curvas de Amplificacion para las Diluciones de VPH

Figura 48. Diluciones VPH 16

Amplification [
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Nota. A) 10° ng/uL (Cq:14.45), B) 10* ng/uL
(Cq:20.81) C) 10° ng/uL (Cq: 23.49) D) 10 ng/uL
(Cq: 33.02) E) 107 ng/uL (Cg: 33.11). Fuente: CFX96
Manager

Figura 49. Diluciones VPH 58
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Nota. A) 10 ng/uL (Cq:15.47), B) 10* ng/uL
(Cq:20.82) C) 10 ng/uL (Cqg: 30.97) D) 106 ng/uL
(Cq: 34.47) E) 107" ng/uL (Cg: N/A). Fuente: CFX96
Manager

Figura 50. Diluciones VPH 31
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Nota. A) 102 ng/uL (Cq:34.30), B) 102 ng/uL
(Cq:37.86) C) 10 ng/uL (Cq: 38.82) D) 10 ng/uL
(Cq: 36.57) E) 10 ng/uL (Cq: N/A). Fuente: CFX96
Manager

Figura 51. Diluciones VPH 18 Figura 52. Diluciones VPH 45
Amplification lﬂl Amplification Iﬁ
Cycles () Log Scale Cycles (0 Log Scale
Nota. A) 102 ng/uL (Cq:18.68), B) 10 ng/pL (Cq:20) C) 107 | Nota. A) 10° ng/uL (Cq:21.47), B) 10°° ng/uL (Cq:24.75) C) 107
ng/uL (Cg: 21.90) D) 10° ng/uL (Cq: 21.91) E) 10" ng/uL (Cq: | ng/uL (Cq: 27.03) D) 10° ng/uL (Cq: 27.94) E) 10! ng/uL (Cq:
23.83). Fuente: CFX96 Manager 30.32). Fuente: CFX96 Manager
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Tabla 47.

Limite de deteccion del protocolo de genotipificacion

Genotipo  Concentracion  Factor de  Concentracion
Inicial (ng/pL)  dilucion Final (pg./pL)

VPH 16 50 1.00E-7 5.00E-3
VPH 58 50 1.00E-7 5.00E-3
VPH 45 50 1.00E-11 5.00E-7
VPH 18 50 1.00E-11 5.00E-7
VPH 31 50 1.00E-6 5.00E-2

En la Tabla 47. Se describen los célculos para obtener la concentracién final de ADN
plantilla que es capaz de reconocer el método desarrollado, ya que el procedimiento esta
dirigido a una prueba de genotipificacion en conjunto se tomo el factor de dilucion al que
el primer genotipo no sea capaz de hibridar con los primers, determinando la cantidad
minima de ADN plantilla capaz de reconocer que es de 0.005pg (VPH 58) de ADN. Segln
ThermoFisher Scientific, (2023), la cantidad de nanogramos de ADN para asegurar una
correcta amplificacion estd entre 10 a 100ng de ADN gendmico, en el protocolo

desarrollado se necesitd una cantidad menor que la propuesta.

Finalmente, la integridad de los amplicones se comprobd en base a las curvas de melting,
que se describen en las Figuras 53, 54, 55, 56 y 57. La técnica de curva de fusion o curva
de melting es una técnica de biologia molecular usada frecuentemente para el diagndstico
(Heydari et al., 2019). Consiste en analizar los productos de acuerdo con el punto de
fusion de las cadenas de ADN, la temperatura de fusion es la temperatura a la cual el 50%

de las cadenas dobles de ADN se vuelven monocatenarias (Farrar & Wittwer, 2017).
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Figura 53 Curvas de Melting VPH 16.

Temperature, Celsius

Fuente: CFX96 Manager
Figura 56. Curvas de Melting VPH 18

Figura 54. Curvas de Melting VPH 58
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Figura 55. Curvas de Melting VPH 31
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Figura 57. Curvas de Melting VPH 45
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Los productos extensos de PCR poseen un patron de fusiéon de transiciébn multiple
(mdltiples picos sobre el Ct) mientras que productos pequefios se presentan en fusiones
de transicion simple (Farrar & Wittwer, 2017). Todos los patrones de VPH poseen un
solo pico de melting, es decir poseen un patrén de fusion simple, que cumple con el criterio
de obtener un solo producto (Figura, 53, 54, 55, 56, 57) en este caso el fragmento de L1
de cada genotipo de VPH. En el caso de VPH 31 no existe curva de melting notoria pero
si un pico minimo que se asume es la amplificacion del gen, esto se puede relacionar con
la curva de amplificacion del mismo genotipo en la Figura 50, se asume
contaminacion/degradacion del control 31 en esta fase, sin embargo, el correcto
funcionamiento de este par de primers para el mencionado genotipo se corrobora en el
desarrollo in silico de la primera fase del disefio de primers mediante la verificacion de
especificidad en primer Blast y la PCR in silico (Figura 29 y 34), ademas el andlisis de
dimerizacion que se encuentra en el Anexo 3, el cual demuestra el cumplimiento con los
pardmetros de energia libre de Gibbs (AG)> -9kcal/mol y >-2kcal/mol en harpins o loops
(Benchling, 2023) se recomienda la adquisicion de un nuevo control para corroborar la

parte experimental.

El método de curvas de melting, es confiable para la deteccidn de productos en PCR, asi
lo demuestra Njage & Buys, (2020), en su ensayo de genotipificacion de 3-lactamasas en
Escherichia coli, en done la optimizacion de las condiciones para la curva de melting
pueden ser utilizado en ensayos de genotipificacion ya que permite la deteccion de un

cambio de pb en los primers marcados con sonda.
3.10. Integridad de Amplicones

Una vez establecido, se realizo electroforesis de los productos de PCR, para comprobar
su integridad en un gel de agarosa al 2%, se usé como referencia el marcador de peso
molecular Tracklt™ de Invitrogen®, no se corrid el genotipo 31 por la premura del tiempo

para adquirir un nuevo control positivo
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En la Figura 58 se puede observar la amplificacion del gen L1 de cada VPH con sus
respectivos controles, el tamafio en pb se referencié de acuerdo con el Ladder, lo que
corrobora la presencia de cada genotipo, la integridad de bandas de ADN y el
funcionamiento del protocolo para los genotipos en experimentacion.

Figura 58.

Electroforesis de Amplicones Gen L1 VPH Genotipos 16, 58, 45, 18
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Nota. Gel de agarosa al 2% Zona A) Productos de PCR para VPH 16, 58, 45, 31 B) Controles para VPH
16, 58, 45 y 18. Fuente: Laboratorio de Investigacion de Inmunologiay Virologia (ESPE)

Si bien la RT-PCR no necesita del revelado de la amplificacion de productos para el
diagnostico, este es un método comprobatorio para la verificacion del protocolo, como en
la experimentacion de Tsakogiannis et al., (2015) en la construccion de un método
multiplex para la genotipificacion de VPH donde utiliz6 este método para detectar

fragmentos de diferente tamafio para la identificacion de cada genotipo.

El ensayo anterior culmina con la primera fase de este proyecto y da paso a la optimizacién

y resolucién de problemas para la instauracion de la prueba diagndéstico en proximas fases.
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CAPITULO IV.-

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

El disefio de cebadores especificos cumple con los pardmetros bioinformaticos para el
desarrollo de una PCR, los criterios de especificidad y eficiencia se evaluaron mediante
PCR insilicoy BLAST, verificando el funcionamiento y la capacidad de genotipificacion

para las variantes 16, 18, 45, 58 y 31.

El mejor programa de termociclado para la genotipificacion de las variantes de VPH 16,
18, 45, 58, 31 es una PCR de tres pasos en el ciclado. Empieza con la activacion de la
enzima polimerasa a 95°C por 3min, seguido de 40 ciclos de tres pasos desnaturalizacion
a 95°C por 15s, annealing a 64°C por 15s y extensién a 60°C por 45s. posteriormente se
realiza un enfriamiento a 4°C por 3min. El programa fue estandarizado en el equipo
BIORAD CFx96 con la enzima BlasTaq 2X gPCR MasterMix.

Las curvas de dilucion dieron una vision aproximada del limite de deteccion para ADN
sintético, para una prueba en conjunto es necesario al menos 0.05pg de ADN sintético, asi
mismo el gel de electroforesis demostré la integridad de los amplicones y corroboro el

funcionamiento del protocolo desarrollado para los genotipos 16,18, 45 y 58.

Finalmente, se ha disefiado un protocolo de diagnéstico molecular por RT-PCR para la
genotipificacion de las variantes de VPH predominantes en Ecuador (Genotipos 16, 18,
45, 58 y 31) para uso como un prototipo de genotipificacion in house para el Laboratorio

de Especialidades Médicas Ochoa & Ochoa.
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4.2. Recomendaciones

Analizar la capacidad de los cebadores para poder desarrollar PCR mediante

tecnologia TagMan con el fin del desarrollo de protocolos multiplex.

e Procurar adquirir enzimas de base liquida no jabonosa para los ensayos de RT-
PCR, las burbujas son un factor de error en la absorbancia y al trabajar con

volimenes micrométricos, influencia en la produccién de datos confiables.

e Entablar un codigo de bioética claro y conciso dentro de la institucion para el
desarrollo de una segunda fase del proyecto en donde se pueda aplicar el método

en muestras humanas.

e Optimizar el protocolo para el genotipo 31 por separado y analizar los resultados.
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ANEXOS

Anexo 1.

Analisis de dimeros Primer F/R HPV 16

Cross Dimeros Self dimeros

Total Found = 3 Total Found =1

1. AG =-8.96 kcal/mol (3’ Cross Dimer) 1. AG =-6.59 kcal/mol

2. AG =-7.21 kcal/mol (3’ Cross Dimer)

3. AG =-4.03 kcal/mol

Runs F Runs R

AAA 1.6 4 GGGG
2. 16 4 GGGG
Anexo 2.
Analisis de dimeros Primer F/R HPV 18
Cross Dimeros Self dimeros F
Total Found =3
1. AG =-7.48 kcal/mol
Total Found = 2
1. AG =-4.3 kcal/mol (3' Dimer)
2. AG =-5.41 kcal/mol (3' Cross Dimer)
' ' 2. AG =-4.3 kcal/mol (3' Dimer)
3. AG =-3.3 kcal/mol (3' Cross Dimer)
Self dimero R
Total Found =1
1. AG =-3.91 kcal/mol (3' Dimer)
Runs F Runs R
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Anexo 3.

GGG

GGGG
GGGG

1.6 4
2. 16 4

Andlisis de dimeros Primer F/R HPV 31

Cross Dimeros

Total Found = 1

1. AG =-4.55 kcal/mol (3' Cross Dimer)

Harpin F
Total Found = 1
1. AG =-0.03 kcal/mol (3' Hairpin)
rACACCAGTTA '

L

Runs F

3 CCC

Self dimeros F

Total Found =1
1. AG =-4.53 kcal/mol (3' Dimer)

Self dimero R

Total Found = 2
1. AG =-3.91 kcal/mol

2. AG =-3.4 kecal/mol

Anexo 4.

Andalisis de dimeros Primer F/R HPV 45

Cross Dimeros

Total Found = 2
1. AG =-5.84 kcal/mol

AG =-4.26 kcal/mol

2.
' TTGGTTTGGGCATGTGTAGG

Self dimeros F

Total Found =1

1. AG =-5.38 kcal/mol

Self dimero R
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Total Found = 2
1. AG =-7.05 kcal/mol

2. AG =-4.3 kcal/mol (3' Dimer)

Runs F
1. 3 TTT
2.8 3 GGG

Runs R
1. 9 3 TTT
2. 14 3 AAA

Andlisis de dimeros Primer F/R HPV 58

Cross Dimeros

Total Found = 2
1. AG =-8.04 kcal/mol (3' Cross Dimer)
' GGAGGACTGGCAATTTGGTTT 3'
I

3" TCGTTTCGGGTCTGATTTTGC 5!

2. AG =-4.52 kcal/mol

Self dimeros F

Total Found =1
1. AG =-5.36 kcal/mol

AATTTGGTTT 3

SGAGGACTGGCAATTTGGTTT 3'
Il H
TCETTTCGGE TCTGATTTTG
Runs F Runs R
1. 14 TTT 1.3 4 T
2,12 3 GGG
2. 19 TTT
3. 16 3 TTT
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Anexo 6.

Ensayo de comprobacion de reactivos

RFU (1043)

=
}

Amplification

T T T
/ § - —
T —
_5__...’,'; .................. T
: : : :

Cycles ] Log Scale

Fuente: CFX96 Manager (LEM Ochoa)
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