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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud de gran importancia tanto a nivel
internacional como nacional, reconociéndose como la cuarta causa de muerte por neoplasia en
mujeres a nivel mundial. Este tipo de cdncer esta estrechamente relacionado a la infeccién por
el Virus del Papiloma Humano (VPH) ya que se ha encontrado en el 99.8% de los casos. En la
actualidad se considera que el CaCU es una de las neoplasias potencialmente curables. La
posibilidad de detectar en forma temprana esta neoplasia hace factible reducir la mortalidad
secundaria al padecimiento.

El CaCU normalmente estd precedido por lesiones precursoras, incluso hasta por mas de 10
aflos antes. Sin embargo, los andlisis citoldgicos para deteccion del VPH en ocasiones no
identifican a un gran grupo de mujeres ya que no presentan anomalias citoldgicas, aunque
alberguen tipos de VPH con un potencial progresivo. Por lo tanto, las pruebas moleculares para
sélo un subconjunto de tipos de alto riesgo representan un beneficio costo-efectividad. Se
estima que de los mas de 150 tipos de VPH identificados, alrededor de 60 estan asociados a
lesiones anogenitales, intraepiteliales e invasoras y pertenecen al género Alphapapillomavirus.
Los VPH tipo 18 y 45 de la familia Alpha 7,perteneciente a dicho género, en conjunto
representan aproximadamente el 20% de incidencia en todos los casos de CaCU, destacando
ademas que el VPH 18 se posiciona como predominante para los casos de adenocarcinoma con
un porcentaje global de 37.7% considerandose asi, como un grupo de gran importancia en la
progresién de carcinomas.

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un método de deteccion para los tipos
virales 18 y 45 de alto riesgo y mayor incidencia pertenecientes a la familia Alpha 7, mediante Ia
creacién de un par de oligonucleétidos para PCR punto final a partir del gen L1. Para llevar a
cabo este trabajo se realizd el disefio del par de oligonucleétidos para la identificacion de
ambos tipos de VPH, posteriormente se realizd la técnica de PCR punto final para la
amplificacién de los fragmentos del gen L1 y se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los oligonucleétidos fueron evaluados tanto en lineas celulares con CaCU como en
muestras clinicas.

A partir de los resultados de amplificacidén en lineas celulares con CaCU, se obtuvieron datos
sobre sitios de integracidn del VPH que reiteran la capacidad de este virus para integrarse en
diferentes puntos del genoma humano, poniendo de nueva cuenta en consideraciéon que las
posibilidades de insercion del VPH en el genoma del hospedero comprenden mas puntos que
los ya conocidos "hotspots”, asi mismo los resultados aportan datos sobre la tendencia de
integracidn viral en sitios fragiles.



INTRODUCCION

Cancer

El cdncer es una enfermedad en la cual se desarrolla un crecimiento anormal y diseminado de
células que al avanzar entre los tejidos normales provocan su destruccion alterando por tanto
su funcionamiento e inicia de manera localizada. Puede aparecer practicamente en cualquier
lugar del cuerpo (WHO, 2018).

Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud de gran importancia tanto a nivel
nacional como internacional, reconociéndose actualmente como la cuarta causa de muerte por
neoplasia en mujeres a nivel mundial y ocupando una posicién mas alarmante en Latinoamérica
ya que representa la segunda causa de muerte por cancer en mujeres (Globocan, 2018). Este
tipo de cadncer esta estrechamente relacionado a la infeccidn por el Virus del Papiloma Humano
(VPH) ya que se ha encontrado en el 99.8% de los casos (Lépez y Lizano, 2006; Zhang, 2015).
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Figura 1. Mortalidad por CaCU en Latinoamérica hasta 2012. (GLOBOCAN, 2018).

En el cérvix se reconocen dos tipos histolégicos de carcinomas: el de células escamosas, vy el
adenocarcinoma. El primero se origina en el epitelio plano estratificado que recubre el
exocérvix (o ectocérvix) y el segundo en el epitelio cilindrico que tapiza el canal endocervical.

Cérvix

El cuello uterino, o cérvix, constituye la porcion inferior del Utero. Esta constituido por una
parte interna o endocérvix, en contacto con el cuerpo uterino, y otra externa o exocérvix, que
asoma a la vagina.



— Endocérvix

Revestido por un epitelio cilindrico simple, con células epiteliales mucosas y algunas
ciliadas interpuestas en la parte superior del cérvix. Este epitelio cubre la superficie de
la mucosa y reviste sus pliegues, hendiduras y tubulos. Los nlcleos son pequeiios y se
localizan en el polo basal durante la fase proliferativa precoz.

Las células de reserva del epitelio endocervical, ademds de presentar rasgos citolégicos
propios de las células de reserva (pequefias, con poco citoplasma y sin signos de
diferenciacién), tienen un citoesqueleto diferente del de las células cilindricas
mucosas.

— Exocérvix
Va desde el orificio cervical externo y asoma hacia la vagina. Esta revestido por un
epitelio plano estratificado no queratinizado que se contintda con el de la vagina. La
zona de transicidon entre el epitelio mucoso endocervical y el escamoso exocervical es
brusca.
Las distintas capas celulares del exocérvix son positivas para citoqueratinas propias de
las células de los epitelios escamosos.

La diferente composicién en citoqueratinas de las células de reserva y sus capacidades
bipotenciales para diferenciarse pueden explicar por qué y cdmo ambos epitelios en la unién
escamosa-columnar responden a las influencias regeneradoras y reparativas iniciadas por la
eversion del endocérvix y la especial sensibilidad de la zona de transformacion (el 95% de los
canceres se originan en la zona de transformacién) (Buy y Ghossain, 2013).

La gran importancia médica de esta zona de transformacion radica en su sensibilidad a
infectarse por determinados tipos de virus (como el VPH). La zona de transformacion, que se
localiza entre el restante epitelio mucoso endocervical y el primitivo epitelio escamoso
exocervical.

. Endocérvix
Cérvix

Zona de Ectocérvix

transformacién

Vagina =

Figura 2. Anatomia del utero (Modificado de Bengtsson y Malm, 2014).
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En la actualidad se considera que el CaCU es una de las neoplasias potencialmente curables. La
posibilidad de detectar en forma temprana esta neoplasia hace factible reducir la mortalidad
secundaria al padecimiento.

Incidencia mundial y en México

Como ya se menciond anteriormente el CaCU es la cuarta causa de muerte por neoplasia en
mujeres alrededor del mundo. Sin embargo, en México representa la segunda causa de muerte
por cancer entre las mujeres de mas de 25 afios (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 3. Numero estimado de muertes en mujeres mexicanas desde los 0 a 74 aiios hasta 2012. (GLOBOCAN, 2018).

Gracias al boletin epidemioldgico del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica se sabe
también que en 2019 hasta la semana 29 de vigilancia epidemioldgica los tres estados que
reportan mas casos son: Ciudad de México en primer lugar seguida por Jalisco e Hidalgo.

Relacion del CaCU con VPH

En 1977 Zur Hausen sugirié que podia existir asociacién entre VPH y cdncer cervical. Desde
entonces numerosos estudios epidemioldgicos han establecido la relacidon causal entre la
infeccion viral y el desarrollo de neoplasias de cuello uterino. Aunque se ha encontrado
secuencias virales del VPH en 99.8% de los casos de CaCU se cree es una causa necesaria pero
insuficiente para el desarrollo de carcinomas invasivos en dicha zona.
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Figura 4. Casos internacionales de cancer en mujeres asociados a agentes infecciosos hasta 2012 (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 5. Porcentaje de canceres en mujeres, por region, atribuidos a infecciones hasta 2012 (GLOBOCAN, 2018).

Como se puede observar en las graficas, el VPH es el agente infeccioso que lidera los casos de
cancer en mujeres en todo el mundo; sin embargo, no todas las personas que adquieren la
infeccidn progresan hasta CaCU. Uno de los procesos que parece estar mas involucrado en el
origen de las células malignas es el evento de integracidn del virus al genoma del hospedero a
partir de lo cual hay una alteracién genética importante que caracteriza las lesiones malignas y
que se relaciona con la pérdida o inactivacion de genes que pueden desarrollar la enfermedad a
largo plazo (Lépez y Ancizar, 2006).

Hasta la fecha se han identificado mas de 100 tipos de VPH de los cuales aproximadamente 40
infectan el tracto genital, siendo ésta una infeccidn de transmision sexual (ITS) presente en un

=

2



80% de la poblacion mundial con vida sexual activa. Al ser tan alta su incidencia se considera
gue la mayoria de las mujeres la contraen casi inmediatamente después de haber iniciado su
vida sexual, con la mas alta prevalencia en jovenes con menos de 25 afios, aunque mas estudios
han encontrado también otro pico de infeccidn en aquellas mayores que estan cercanas a la
edad en la cual aumenta la incidencia de cancer (Woodman, 2007).

Etiologia del CaCU (Integracion del virus)

El VPH es principal agente etiolégico del CaCU ya que éste es el resultado de una infeccion
previa, son pocas las excepciones en las que la neoplasia no estd asociada al virus (Arévalo et al,
2017). Dentro de una célula infectada el ADN viral puede encontrarse tres maneras:

* integrado al genoma celular (forma integrada)

* libre en el nucleo celular (forma episomal)

* compartiendo las formas integrada y episomal (forma mixta) (Lopez y Ancizar, 2006).

El primer paso en una infeccion es la adhesién de viriones intactos a células de un epitelio
escamoso a partir de lo cual pueden ocurrir dos tipos de infecciones: productivas o latentes.

En la infeccion de tipo latente, la infeccidn ocurre predominantemente en células inmaduras
(células basales o células metapldsicas) del epitelio escamoso. El ADN viral permanece dentro
de la célula en forma circular libre (forma episomal) sin replicarse. No hay cambios
morfolégicos identificables en la citologia, por lo que la deteccién viral en este tipo de
infecciones solo puede hacerse por métodos moleculares.

En las infecciones productivas o activas, el virus se integra al genoma del hospedero vy la
replicacion viral se lleva a cabo principalmente en células escamosas ya diferenciadas, esto es,
en las capas intermedia y superficial del epitelio escamoso, en donde ocurre una intensa
actividad de replicacion del ADN viral, con produccidn de proteinas de la capside y ensamblaje
de nuevos viriones, los cuales producen cambios celulares caracteristicos sobre las células
infectadas. El efecto citopdtico que se ha observado incluye vacuolizacién citoplasmica
prominente, atipia nuclear y binucleacion (De la Fuente et al, 2010). En el evento de integracion
mantiene una estrecha relacion con el aumento en la expresién de las oncoproteinas virales E6
y E7 (Lopez y Ancizar, 2006).

La oncoproteina E6 del VPH se une a p53 y esta unidn produce la degradacién de la proteina
p53, proteina que es un importante represor o controlador del crecimiento y diferenciacion
celular en parte por estimulacién de las proteinas p21 y p16. Asi mismo la proteina E7 parece
impedir la regulacién del crecimiento celular mediante una unién competitiva con la ciclina A1,
la proteina p107 y con la proteina del retinoblastoma (pRb), que regulan la progresién de las
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células desde la fase G1 a la fase S. Esto causa una importante pérdida del control de la
proliferacién celular y da como resultado una proliferacién no controlada (De la Fuente et al,
2010). La expresidon de estas proteinas se ha visto asociada a la disrupcién del gen E2 como
parte de la integracion viral.

En el proceso de integracion, la linearizacién del genoma circular es una etapa necesaria que
involucra el rompimiento de la doble cadena viral. Adicional al rompimiento en la mayoria de
casos se presentan deleciones de fragmentos virales. En VPH 16 se han identificado diferentes
patrones de ruptura de acuerdo a la secuencia viral afectada. Es posible que, asi como Ia
dindmica de integracion varie con la poblacién de estudio, ocurra lo mismo con los sitios
especificos de corte viral. Con relacién a las deleciones, en VPH 16 se han registrado pérdidas
en la regiéon E1 y E2, deleciones totales en E4 y E5; y parciales en L1 y L2. En VPH 18
aproximadamente la mitad del genoma viral se pierde en la integracién comprometiendo total
o parcialmente los genes E2, E4, E5, L1y L2 (Lopez y Ancizar, 2006).
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Figura 6. Progresion de la infeccion por VPH a CaCU asociada a la integracion viral (Modificado de Woodman, 2007).
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Patogenia

El VPH penetra al hospedero principalmente por abrasiones en el epitelio donde inicia su ciclo
infectando a las células poco diferenciadas del epitelio, y alli comienza la transcripcion de sus
genes. La replicacion viral se puede dar en dos ciclos, uno es la infeccidn litica en la que el virus
llega a las células parabasales con gran capacidad de replicacién, se introduce, primero en el
citoplasma y posteriormente en el nucleo, este ciclo lo presenta el VPH de alto riesgo 16; el otro
ciclo en que puede presentarse es la infeccion lisogénica donde se ve afectado directamente el
genoma celular, tal es el caso del VPH de alto riesgo 18. Al alcanzar el nucleo celular el virus se
integra al genoma de la célula hospedera, principalmente por la interaccion de las proteinas E6
y E7 con p53 y pRB, consideradas como proteinas supresoras de tumores (Vasquez et al, 2017).

La sobreexpresién de oncogenes E6 y E7 es el principal factor viral en la patogénesis de
displasias de cuello uterino. Actualmente se reconoce que la expresion de los genes E6 y E7 en
células epiteliales conduce al desarrollo de inestabilidades cromosomales e induce aneuploidia,
asi mismo la pérdida de la estabilidad genética del huésped favorece el evento de integracion.
Las regiones cromosomales donde se presenta mayor incidencia de imbalances asi como un
alto nimero de amplificaciones, coinciden con sitios fragiles comunes (CFSs por sus siglas en
inglés: Common Fragile Sites) y otros locis celulares descritos como sitios de integracion celular.

El proceso de insercidn viral no sélo afecta la estructura del genoma viral sino también los
genes celulares del hospedero interrumpidos durante la integracion. Por ahora han identificado
mas de 230 sitios de integracion celular. Aunque actualmente es aceptada la hipétesis en
donde se plantea que el evento de integracion viral ocurre aleatoriamente a lo largo del
genoma, un alto porcentaje de los sitios celulares de integracion corresponden a CFSs (Lépez y
Ancizar, 2006).

Lesiones causadas por VPH

En 1988 se implementd el Sistema Bethesda, el cual se utiliza para clasificar las diversas
caracteristicas reportadas en la citologia del cérvix uterino. Esta clasificacién ubica las lesiones
intraepiteliales del cérvix uterino: lesiones de bajo grado (LSIL por sus siglas en inglés: Low
grade Squamous Intraepithelial Lesion) que incluyen las NIC 1 y de alto grado (HSIL por sus
siglas en inglés: High grade Squamous Intraepithelial Lesion) correspondientes a las NIC 2 y 3,
segln su riesgo para el desarrollo de carcinoma invasor del cérvix (Figura 7). La importancia de
este sistema radica en identificar las lesiones mediante los criterios establecidos, como bajo
grado (displasia leve y condiloma), y alto grado (displasia moderada y severa) (De la Fuente et
al, 2010).
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El proceso de la integracidon y expresion de los oncogenes virales puede darse también en
forma incompleta, entonces las células provenientes de la superficie tendrian un crecimiento
nuclear menos importante y que pueden ser el equivalente de las células escamosas atipicas de
significado no determinado, denominadas como ASCUS por sus siglas en inglés Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance. Por lo contrario, si el proceso se desarrolla en
forma completa, las células del epitelio escamoso son identificadas morfolégicamente como
LSIL, las cuales promueven una replicaciéon productiva del virus (Woodman, 2007) pueden
establecerse al inicio y progresar a HSIL con el paso del tiempo, o establecerse al mismo tiempo
o en ausencia de HSIL (Lépez y Lizano, 2006).

Epitelio Infeccion VPH NIC : Carcinoma
normal A x invasor

Vacunacion Lesiones cervicales Cancer

de alto grado %Z ?tf,','g
Infeccion persistente

Figura 7. Progresion de lesiones intraepiteliales. Las células coloreadas en naranja representan a aquellas que han sufrido
alteracion debido la infeccion por VPH (Modificado de AEPCC, 2018).

El CaCU normalmente esta precedido por lesiones de bajo y alto grado, incluso hasta por mas
de 10 afios antes (Sanabria et al, 2011). Sin embargo, los analisis citoldgicos para deteccion del
VPH en ocasiones no identifican a un gran grupo de mujeres ya que no presentan anomalias
citoldgicas, aunque alberguen tipos de VPH con un potencial progresivo muy diferente debido a
las ya mencionadas infecciones latentes. Por lo tanto, las pruebas moleculares para solo un
subconjunto de tipos de alto riesgo podrian mejorar en pro de un beneficio costo-efectividad
(Clifford et al, 2005).

Estructura y taxonomia de los papilomavirus

Anteriormente, los papilomavirus pertenecian, junto con los poliomavirus, a la familia
Papovaviridae; sin embargo, con la posterior secuenciacion de genomas se observo que aunque
tienen una organizacidn genética semejante, su transcripcion es diferente: unidireccional en los
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papilomavirus y bidireccional en los poliomavirus, por lo que el Comité Internacional de
Taxonomia de los Virus decidié que los papilomavirus fueran una familia diferente, denominada
Papillomaviridae. Esta familia infecta los epitelios de mamiferos y otras especies vertebradas. El
VPH pertenece a cinco de 16 géneros (Tabla 1) de la familia Papillomaviridae: alfa, beta,
gamma, muy nu.

Actualmente, la clasificacién de los diferentes tipos virales se realiza por comparacién de la
secuencia nucleotidica del gen L1, una de las regiones mas conservadas dentro del genoma
viral. Un nuevo tipo viral se define cuando se identifica un nivel de variacién mayor al 10% en la
secuencia de L1 respecto a la secuencia de los tipos previamente clasificados, un subtipo entre
el 10 y 2% y una variante menos del 2%. De la misma manera, miembros de diferentes géneros
comparten menos del 60% de homologia en el marco abierto de lectura L1; especies de un
mismo género, entre el 60-70%, y tipos de una misma especie, entre el 71-89%. Igualmente, a
partir de las sustituciones nucleotidicas presentes en diferentes regiones del genoma viral,
como L1, L2, E6 y la region larga de control, conocida también como LCR (por sus siglas en
inglés: Long Control Region), se han definido cinco grupos filogenéticos o variantes: Europeo
(E), Asiatico (A), Asiatico-Americano (AA), Africano 1 (Af1) y Africano 2 (Af2). Esta definicidn fue
acordada en Quebec en 1995 en el "International Papillomavirus Workshop" (de Villiers et al,
2004).

Tabla 1. Géneros de virus de papiloma y organismos hospederos.

Género Hospedero

Alphapapillomavirus

Homo sapiens (Humano)

Betapapillomavirus

Homo sapiens (Humano)

Gammapapillomavirus

Homo sapiens (Humano)

Deltapapillomavirus

(Rumiantes)

Epsilonpapillomavirus

Bovinae (Bovinos)

Etapapillomavirus

(Aves)

lotapapillomavirus

Rodentia (Roedores)

Kappapapillomavirus

Lagomorpha (Conejos)

Lambdapapillomavirus

(Perros y gatos)

Mupapillomavirus

Homo sapiens (Humano)

Nupapillomavirus

Homo sapiens (Humano)

Omikronpapillomavirus

Phocoenidae (Marsopas)

Pipapillomavirus

Mesocricetus auratus (Hamster)

Thetapapillomavirus

(Aves)

Xipapillomavirus

Bovinae (Bovinos)

Zetapapillomavirus Equus ferus caballus (Caballos)

(Santos et al, 2014).
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El virus Papiloma infecta una variedad de especies (Burd, 2003), siendo especifico para cada
una de ellas. (Rivera et al, 2002). Por tanto, los VPH Unicamente se encuentran en humanos y
sélo se pueden transmitir entre ellos, la transmisiéon se da principalmente por via sexual
(Vasquez et al, 2017).

Los papilomavirus (PV) son una gran familia de virus relacionados con genomas de ADN de
doble hélice circulares de 8 kb de tamafio que se replican y se ensamblan exclusivamente en el
nucleo (Zheng y Baker, 2006). Su genoma (Figura 8) esta dividido en tres regiones: temprana
(E), tardia (L) y la regidén larga de control (LCR); su cdpside es de simetria icosaédrica, mide
alrededor de 55 nm de diametro y esta compuesta por 72 capsdémeros en forma de estrella
(Burd, 2003). Algunos tipos de PV causan hiperplasias epiteliales que van desde verrugas
exofiticas benignas a, como ya se ha mencionado antes, lesiones premalignas que pueden
progresar hasta cancer invasivo (Jastreboff y Cymet, 2002).

La region temprana (E) abarca aproximadamente el 50% del genoma del virus y contiene seis
genes no estructurales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) cuyos transcritos son descritos en la Tabla 2. Por
otra parte, la region tardia (L) cubre alrededor del 40% del genoma viral y se encuentra rio
debajo de la regidn E, contiene dos genes estructurales: L1 y L2 (Tabla 2).

La region larga de control (LRC por sus siglas en inglés: "Long Control Region") es un segmento
de aproximadamente 850 pb (10% del genoma), no codifica para ninguna proteina, pero se
encarga de controlar la expresion de los genes temprano E6 y E7 (zur Hausen, 2002; Zheng y

Baker, 2006).
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Figura 8. Estructura y organizacion del genoma de VPH (Santos et al, 2014; Lopez y Lizano, 2006).
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Tabla 2. Proteinas del virus y funciones asociadas

Proteina Funcién
Replicacion viral, regula actividad transcripcional, funcionando como
£l helicasa.
E2 Replicacion viral, transcripcion, segregacion gendmica y encapsidaciéon
E4 Regula la expresidn de genes tardios, controla la maduracién viral y la salida
de los viriones.
Estimula la actividad transformante de E6 y E7, promoviendo la fusiéon
ES celular, aneuploidia e inestabilidad cromosdmica, contribuyendo a la
invasion de la respuesta imunitaria.
Se une a la proteina supresora de tumores p53 promoviendo su
degradacidn, inhibe apoptosis, interactia con proteinas del sistema
€6 inmunitario, contribuyendo a la evasion de la respuesta, y por lo tanto a la
permanencia del virus, activa la expresiéon de la telomerasa.
Se une e induce la degradacidn de la proteina supresora de tumor pRB,
incrementa la actividad de cinasas dependientes de ciclinas, afecta la
E7 expresion de genes de fase S por interaccion directa con factores de
transcripcién E2F y con histona desacetilasa, contribuye a la evasion de la
respuesta inmunitaria.
Proteina mayoritaria de capside, conforma el 80% de la capside
L1 Reconoce receptores sobre la célula hospedera. Es altamente inmunogénica
e induce anticuerpos neutralizantes.
Proteina minoritaria de capside, conforma el 20% de la capside
L2 Participa en la uniéon del virién a la célula, en su entrada a la célulay

transporte al nucleo, la liberacidén del genoma y el ensamble de los viriones.
(Santos et al, 2014, Lépez y Lizano, 2006)

Grupos de alto y bajo riesgo

Mas de 150 tipos de VPH han sido identificados, alrededor de 60 estan asociados a lesiones
anogenitales, intraepiteliales e invasoras y pertenecen al género Alphapapillomavirus (Bernard
et al, 2006; Burk et al, 2011). De principal interés son los tipos considerados de alto riesgo
oncogénico, principalmente 16 y 18, vinculados a canceres ginecoldgicos y no ginecolégicos
(Rivera et al, 2002).

Los, aproximadamente, 60 tipos de VPH asociados a lesiones son frecuentemente clasificados
en bajo riesgo (BR) como los tipos 6 & 11; y alto riesgo (AR) como los tipos 16 y 18. Esta
clasificacion es dada en relaciéon a su capacidad para causar HSIL y carcinoma invasivo (zur
Hausen, 1991; Burk et al, 2011). Existe un grupo intermedio para aquellos tipos que se han
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identificados como de probable alto riesgo (Tabla 3). Cabe sefialar que los virus BR estan
asociados con la aparicién de condilomas acuminados que generalmente no progresan a
lesiones malignas como lo hacen aquellos virus AR (Bernard et al, 2006).

Tabla 3. Clasificacion de los tipos de VPH asociados a lesiones

16,18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 6,11,40, 42, 43, 44, 54,55,
52,56, 58, 59, 67,68,73y 26,53 y66 57,61, 62, 64,69, 70,71,
82 72,81, 83, 84 y CP6108

(Vasquez et al, 2017).

Importancia de los Alphapapillomavirus

El género de los Alphapapillomavirus estd relacionado a infecciones en humanos
considerandolos por tanto como VPH. Los tipos virales de este género se caracterizan por ser
causantes de lesiones mucosas y cutaneas ademds de que la mayoria de ellos infectan el area
genital. (Lopez y Ancizar, 2006; Silva et al, 2013).

Este género consta de 14 subdivisiones dentro de las cuales encontramos a los
Alphapapillomavirus 7 y 9, estas familias contienen a los tipos de VPH de alto riesgo con mayor
prevalencia en la poblacion, los tipos de virus pertenecientes a estas dos familias, en conjunto,
se encuentran presentes en aproximadamente el 90% de las infecciones por VPH. La mayoria
de tipos de VPHs AR estan agrupados en las familias A7, siendo el VPH 18 el de mayor
representacién con incidencia aproximada del 15% en todos los casos de CaCU a nivel
internacional; y en la familia A9 dentro de la cual encontramos al VPH 16 con incidencia
mundial aproximada de 75%. Es debido a estos altos porcentajes que estas dos familias,
particularmente, han sido objeto de amplio estudio (Chen et al, 2013).

En México los tipos 31, 33,45, 58 representan el 13% de los tipos detectados en CaCU y aunado

a los tipos 16 y 18 representan el 90% todos estos tipos corresponden a las variantes A7 y A9
(Salcedo et al, 2014).
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Tabla 4. Clasificacion de las familias del género Alphapapillomavirus

Genero Familia Tipo

Alpha-1 VPH 32
Alpha-2 VPH 10
Alpha-3 VPH 61
Alpha-4 VPH 2
Alpha-5 VPH 26
Alpha-6 VPH 53

. . Alpha-7 VPH 18

Alphapapillomavirus

Alpha-8 VPH 7
Alpha-9 VPH 16
Alpha-10 VPH 6
Alpha-11 VPH 34
Alpha-12 Macaca mulata Papillomavirus 1
Alpha-13 VPH 54
Alpha-14 VPH 90

(Bernard et al, 2010)

Familia a7 del VPH

Los papilomavirus de la especie Alpha 7 (A7) estdan comprendido por los tipos 18, 39, 45, 59, 68,
70, 85, 97 y 177 (PaVE, 2018). Los VPH tipo 18 y tipo 45, en conjunto representan
aproximadamente el 20% de incidencia en todos los casos de CaCU (Chen et al, 2008). Por
tanto, se considera a la familia A7 como la segunda especie de mayor en importancia en la
progresién carcinomas (Chen et al, 2013).

En el estudio realizado por Mufioz y colaboradores se encontré también que los VPH tipo 16,
18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35 (en orden descendiente por frecuencia) se han reportado como los
ocho tipos mdas comunes en pacientes incluyendo infecciones multiples y sencillas. En este
mismo estudio el VPH 18 fue el segundo tipo mds comun con prevalencia del 15% a nivel
internacional seguido en tercer lugar por el VPH 45 con 5.9% (Mufioz et al, 2003).

Dichos datos coinciden también con lo reportado en el meta-andlisis global hecho por Clifford y
su equipo en 2003 donde reportan que el VPH 18 es el segundo mdas comun para los casos de
carcinoma de células escamosas con 12.3% pero en adenocarcinoma se posiciona como el
predominante con un porcentaje global de 37.7% seguido por el VPH 16 (26-36%) y el VPH 45
con 5.8 %. Este ultimo tipo también se reportd como el tercero mas comun para carcinoma de
células escamosa pero un porcentaje menos que en adenocarcinoma (3.4%) (Figura 9).
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Figura 9. Prevalencia de diferentes tipos de VPH AR en 10058 casos internacionales de CaCU segtin tipo histoldgico
(Modificado de Clifford et al, 2003).

La prevalencia de los diferentes tipos de VPH puede variar un poco entre las diferentes regiones
globales; sin embargo, los tipos mas importantes después del VPH 16 son el VPH 18 y VPH 45
(Clifford et al, 2003).

En México también se han observado datos semejantes de los tipos virales sefalados en los
anteriores estudios, segun la investigacion de Lépez y colaboradores los tipos de VPH
encontrados con mas frecuencia en muestras de cérvix normal han sido 16, 18, 31, 33, 39, 45,
53,58 y 59 (Lopez et al, 2012).

Factores de riesgo

Existen diferentes factores que se asocian a la infeccidn viral y pueden determinar la evolucién
hacia lesiones intraepiteliales y cdncer, varios de ellos guardan estrecha relacién con el
comportamiento sexual:

* Laedad al primer coito antes de los 20 afios y especialmente antes de los 18 afos, dada
la vulnerabilidad del epitelio cervical en esas edades. La infeccidon en edades tempranas
hace que el epitelio cervical, aun inmaduro, se exponga por un tiempo mayor a la

accidn deletérea de estos virus, lo que aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad.
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El inicio de la vida sexual en la adolescencia, se convierte en un factor de riesgo dado
que el epitelio cervical es de tipo simple, no estratificado y, por tanto, no es capaz de
brindar una proteccion efectiva contra las infecciones

Infecciones de transmisidon sexual como el Herpes Simple Genital tipo 2 (HSG-2) que
puede actuar de manera sinérgica en la accién oncogénica y el VIH aumentar las
lesiones por la supresién del sistema inmune.

Promiscuidad sexual, sobre todo cuando no se tiene en cuenta el uso del preservativo
(Rodriguez et al, 1999).

Multiparidad, debido a que durante el embarazo se produce una depresidon
inmunoldgica adicionalmente el mayor nimero de traumas, desgarros y laceraciones
provocados en los partos, podrian facilitar la aparicién de lesiones.

Incremento del riesgo de CaCU en mujeres con infeccién activa por VPH ya que las
lesiones pueden progresar mas rdpidamente a cancer invasor (Rodriguez et al, 2014).

Tabaquismo, se sefiala que los mecanismos de este efecto pudieran estar relacionados
con el efecto directo de los carcindgenos de los cigarrillos en el epitelio cervical. La
acumulacién de la nicotina y de su producto de degradacidn, la cotinina, en las células
de las glandulas productora de moco, interfieren con el funcionamiento normal de esas
células (Diaz et al, 2014).

Vacunas

Actualmente en el mercado existen tres vacunas aprobadas por la FDA (por sus siglas en inglés:

Food and Drug Administration) para la prevencién primaria frente al VPH una de ellas: (Tabla 5).

Tabla 5. Vacunas contra preventivas contra VPH

Cervarix vph2 ® Bivalente 16y 18 (AR) Si
Gardasil vph4 © Tetravalente 16y 18 (AR); 6y 11 (BR) Si
. 16, 18, 31, 33, 45,52y 58
Gardasil9 ® Nonavalente No
(AR); 6y 11 (BR)

(Vasquez et al, 2017)

23



Todas estas vacunas permiten la presentacion lenta del antigeno viral por los monocitos hacia
los linfocitos B.

Cabe sefialar que la infeccién por algun tipo de VPH no inhibe le prevencidn para el resto de
tipos de VPH; sin embargo, hay que tener en cuenta que estas vacunas son de caracter
profilactico y no tienen accion terapéutica para inducir regresidon o prevenir la progresion de
infecciones que ya estan establecidas (Vasquez et al, 2017).

Las vacunas funcionan mejor si se administran antes de la exposicién a los VPH. Por tanto, es
preferible administrarlas antes del inicio de la vida sexual.

Algunos paises han empezado a vacunar a los nifios, dado que la vacuna previene distintos tipos
de céncer y verrugas genitales en ambos sexos. La OMS recomienda que se vacune a las nifias
de edades comprendidas entre los 9 y los 13 afios (WHO, 2018). Cabe sefialar que, tanto en
nuestro pais como en todos aquellos con esquema de vacunacién contra el VPH, esto no debe
considerarse como sustituto a las pruebas de deteccién del CaCU.

Métodos de deteccion

La infeccidn causada por este virus puede evidenciarse indirectamente mediante examen
citolégico o histopatoldgico a partir de cambios morfolégicos sugestivos o directamente
mediante pruebas moleculares que, a diferencia de los anteriores, permiten detectar al virus e
identificar el tipo incluso en infecciones latentes.

También se utilizan pruebas seroldgicas basadas en la deteccidn de anticuerpos circulantes y la
respuesta inmunitaria al nivel celular inducida por la infeccidn viral, que incluyen el estudio de
péptidos de las regiones E2, E4, LI, L2, E6 y E7 de los tipos 16 y 18 de VPH y la deteccidon de
anticuerpos frente a proteinas E6 y E7, asi como de las proteinas de la cdpside L1 y L2
(Guglielmo y Rodriguez, 2010).

A continuacién, se presentan los métodos comerciales usados actualmente para la
identificacion molecular de virus vy tipificacidon, se incluyen aquellos que detectan a partir del
ADN viral (Tabla 6).
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Tabla 6. Métodos comerciales para identificacion y tipificacion moleculares del VPH

Método

Técnica

Fundamento

Tipos

Equipo

Resultado

GP5+/6+

PCR punto
final

Amplificacién de un fragmento de
150pb del gen L1 flanqueado por
oligonucledtidos degenerados.

6,11, 16, 18, 26,

31,32, 33, 34,
35,42, 45, 51,
52, 53, 55, 56,
58, 59, 61, 66,
67, 68, 69, 70
73,57,62y 72

Termociclador.

Banda Unica
para cualquiera
de los tipos
detectados.

Captura
de
hibridos
HC2

Hibridacion
ADN: ARN

En fase liquida el ADN: ARN son
capturados sobre una superficie que
contiene anticuerpos especificos para
estos hibridos, reaccionan con
anticuerpos conjugados con fosfatasa
alcalina. La unidn es detectada por un
sustrato quimioluminiscente de
dioxetano, produciéndose una seiial
amplificada por lo menos 3.000.

AR: 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58,
59y 68
BR: 6,11, 42,43
y 44

Lumindmetro
(RLU), agitador
orbital, lavador

de placas.

No identifica
tipos virales
individuales.

MY11/ 09

PCR punto
final

Amplificacién de un fragmento de
450pb del gen L1 flanqueado por
oligonucledtidos degenerados.

6, 11, 16, 18, 26,

31, 32, 33, 34,
35, 42, 45, 51,
52, 53, 55, 56,
58, 59, 61, 66,
67, 68, 69, 70
73,57,62y 72

Termociclador.

Banda Unica
para cualquiera
de los tipos
detectados.

AMPLICOR
HPV test

PCRy
reaccion
enzimatica
colorimétrica

Amplificacién del ADN blanco por PCR,
seguida de hibridacién de los acidos
nucleicos para la identificacion de VPH
de alto riesgo oncogénico en células
cervicales recolectadas en un medio de
transporte; adicionalmente, evalta la
presencia del gen humano de b-
Globina, como control interno de la
amplificacidn y de calidad de la

AR: 16, 18, 31,

33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58,
59y 68

Termociclador.

No identifica
tipos virales
individuales.
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muestra bioldgica.

Utiliza iniciadores biotinilados para VPH
con sondas especificas inmovilizadas en

Linear Array :6,
11, 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39,
40,42, 45,51,
52,53, 54, 55,

Iniciadores
biotinilados,
termociclador,

Linear | ipridacign | Un sustratosolido; la hibridaciones | 5o"og' 5g 69 | pario de agua, | Identifica tipos
Array detectada mediante reaccién . .
reversa por . X 62, 64, 66, 67, agitador, virales
e colorimétrica. Con ambos métodos se e s s
. PCR i L, 68, 69, 70, 71, hibridacion individuales.
INNO-LiPA amplifica un fragmento de la regién L1 .
del genoma viral, de 450y 65 pb 72,73,81, 82, automatizada
8 e yoop 83, 84,1539 y (para alto
P ' CP6108 rendimiento).
INNO-LiPA: 32
tipos ARy BR
A5/A6: 51,56y
Sisterna 66 Casetes de
. A7:18, 39, 45, transferencia Identificacion
Inv2 automatizado Compuesto por un por 3 pool de 59y 68 de enerefa de or grupo A5/6
de sondas sondas tipo especificas A5/A6, A7 y A9. y & . porerup ’
fluorescentes A9: resonancia A7y A9.
16,31,33,35,52y | fluorescente.
58
Software
Se basa en lo que se conoce como
W " , procesador de
guimica invasora" como método de ceRial
lificacion de | fial I
Resonancia am.pll cacion de gsena palrfa @ 16, 18, 31, 33, fluorescente, . .

. deteccidn de secuencias especificas de . No identifica
Cervista fluorescente acidos nucleicos virales. Este método 35,39, 45,51, termociclador, tipos virales
HPV HR de . T 52,56, 58,59, | lector de placa pos

, usa dos tipos de reacciones Individuales.
transferencia | . ., . 66, 68 de
) isotérmicas: una que se produce en la ,
de energia . fluorescencia,
secuencia de ADN blanco y la otra que
(FRET) N computadora
genera la seial fluorescente. "
con "Call
R t n
Cervista Utiliza la misma tecnologia de Cervista 16v 18 ssgc(xaf; Identifica
HPV 16/18 HPV. y ’ individualmente
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Test

VPH 16y 18

Amplifica un fragmento de gen viral L1.
Esta reaccién es una variante mejorada
de la PCR convencional que permite un
proceso de amplificacién génicay
deteccidn simultanea del ADN

Termociclador

Solo identifica
individualmente

o es " 16, 18, 31, 33, Cobas Z, tipo1l6y 18
Cobas amplificado en "tiempo real"; el . L
. . , 35, 39, 45,51, | equipo Cobas x | Los demas tipos
4800 HPV gPCR monitoreo simultaneo del progreso de
Test la amplificacion del ADN blanco se logra 52,36, 58,59, 480y el no son
.p . .. & 66, 68 analizador identificados da
mediante una reaccion quimica que usa
Cobas z 480. manera
compuestos fluorescentes que e
. ., e individual.
proporcionan una deteccién especifica,
empleando instrumentacion
especialmente disefiada para la lectura.
6, 11, 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, Equino
Hibridacién por microarreglos 40,42, 43, 44, es e?:iaIFi)zado
. . n pormi §105, 45,51, 52, 53, P Identifica tipos
Microarreglo | mediante la hibridacion de una sonda para observar .
CLART e L, 54, 56, 58, 59, virales
s especifica para la deteccién de VPH que los resultados, s
. 61, 62, 66, 68, individuales.
detecta 35 genotipos de VPH 70 71.72. 73 software
Lo SAICLART.

81, 83, 84, 85,
89

(Guglielmo y Rodriguez, 2010; Qu et al, 1997; Picconi, 2013; Ginocchio et al, 2008; WHO, 2018).
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Oligonucleotidos y PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain
Reaction) es una poderosa técnica de amplificacidn a partir de la cual se puede generar una alta
cantidad de un segmento especifico de ADN partiendo de cantidades de ADN muy pequeias
(Lorenz, 2014).

El proceso que sigue la PCR semeja el proceso de divisidn celular mitdtica, en el cual se crea una
copia del genoma para cada nueva célula somatica. Con la creacién de estas copias se duplica la
cantidad de ADN que se comparte por igual entre las dos nuevas células. La duplicacién del
ADN nuclear tiene lugar en cada divisién celular, ya que se crea un organismo multicelular
mediante la division celular continua a partir de la célula progenitora original. La copia del
genoma unico en la célula progenitora original se convierte en muchos miles de millones de
copias en el organismo completamente maduro. La PCR se basa en principios similares y
componentes aislados de este proceso para asi lograr convertir dichas concentraciones muy
bajas de ADN en concentraciones muy altas.

Los componentes fisicos de la PCR son:
e Templado de ADN, es decir, el ADN que se copia
e Desoxinucleétidos trifosfatos, el ADN se compone de cuatro nucledtidos diferentes:
adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C)
e Oligonucledtidos o cebadores, son secuencias cortas de ADN complementarios al
templado a las que se une la polimerasa para elongar la cadena.
e Solucion tampdn de fuerza iénica y pH apropiados.
e Enzima Taq polimerasa, esta se encarga de unir los nucledtidos creando una secuencia
complementaria (A-T, G-C).
La enzima ADN polimerasa utilizada en la PCR es termoestable, la Tag polimerasa es derivada
de la bacteria termofilica Thermus aquaticus. La estabilidad térmica permite que la enzima
resista el calentamiento requerido para desnaturalizar el ADN y mantener la actividad a
temperaturas relativamente altas (Waters, 2014).

El desarrollo de la PCR consta de tres pasos basicos (Figura 10):

* Desnaturalizacién. Consiste en la separacién de las dos cadenas del ADN por ruptura de
los enlaces de hidrdgeno. Las condiciones tipicas de desnaturalizacidon son 952C por 30
segundos.

* Alineamiento. Consiste en la hibridacién de los oligonucledtidos. Para ello se baja la
temperatura y las condiciones serdn tales que se facilitard la unién de los mismos a las
cadenas molde. La temperatura, aproximada de 50-60°C, y el tiempo requerido para el
alineamiento de los oligonucledtidos depende de la composicién, tamano vy
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concentracion. Una Temperatura de alineamiento puede ser 52C menor a la
temperatura a la que hibridan los oligonucledtidos, conocida como Ta (temperatura de
alinemaiento), de los mismos.

* Extension (o Elongacion). Se efectiia a 722 C, temperatura a la cual, la polimerasa lleva a
cabo su accidn, insertando los diferentes nucledtidos complementarios en el orden que
le va indicando la cadena que actua como molde. El tiempo de extensién debe
aumentarse para fragmentos mads largos. La Taq polimerasa agrega nucledtidos a una
velocidad de aproximada de 2,000/min por lo que un tiempo de extensién de 30
segundos es apropiado para este paso.

e para productos de PCR de menos de 1 kb de longitud.

El nimero éptimo de ciclos dependera principalmente de la concentracion inicial del templado
cuando los otros parametros son optimizados (Seaman et al, 2010).

Nucleodtidos

Oligonucledtidos >
g Alineamiento Extension

Desnaturalizacion T 1T 1T 1T} ! -

Figura 10. Pasos principales de la PCR. Figura realizada por Alaniz-Barraza, 2019.

Al repetir este proceso a través de varios ciclos, la concentracién del ADN objetivo aumenta
exponencialmente. Si, por ejemplo, hubiera una sola copia del objetivo disponible para la
amplificacién, un ciclo de PCR generard una sola copia que duplica la cantidad del objetivo. En
el segundo ciclo de PCR habrda dos objetivos que se pueden copiar, duplicando la cantidad del
objetivo a cuatro. El tercer ciclo duplica el objetivo de cuatro a ocho, luego de ocho a dieciséis,
y asi sucesivamente. Suponiendo una eficiencia perfecta de la PCR, después de cada ciclo, la
cantidad de ADN es dos veces la anterior asi, después de n ciclos tendremos 2" cantidad de
ADN. La PCR se realiza de manera rutinaria durante 25 a 35 ciclos, por lo que la PCR puede
multiplicar la cantidad de ADN objetivo en el orden de 2 25 a 2 35 veces (Seaman et al, 2010).

El éxito de los experimentos de PCR dependen, en gran medida del disefio de los
oligonucleétidos y la optimizacion de la reaccidn para el experimento. Los oligonucleétidos son
fragmentos de 18-30 nucledtidos complementarios que se van a unir a cada una de las dos
cadenas separadas del templado de ADN. Al disefiar un conjunto de cebadores para una region

especifica del ADN deseado para la amplificacién, un cebador debe recocer la cadena positiva
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("forward"), orientada en la direccion 5 ' 3'y el otro cebador debe complementar la cadena
negativa ("reverse"”), orientada en la direccion 3 '=> 5' (Lorenz, 2014). Los factores principales

que afectan la funcidén de los oligonucledtidos son: la temperatura de fusion, la posible

homologia entre los iniciadores, el tamafo del mismo y el contenido CG. La seleccion de

oligonucleétidos iniciadores es muy importante en la PCR (Dinc et al, 2010).

A continuacion, se describen los parametros para un buen disefio de oligonucledtidos.

Especificidad. A menudo hay varias regiones de secuencia muy similar dentro de un
genoma. ldentificar secuencias apropiadas para el alineamiento de los oligonucledtidos
es esencial y puede llegar a ser un fuente comun de error. Dependiendo del propdsito
del experimento, los cebadores necesitan alinearse en regiones Unicas o no Unicas del
templado. Si el propésito es amplificar una secuencia blanco, los oligonucleétidos deben
recocer las regiones exclusivas de ese blanco, de lo contrario podrian amplificar
secuencias que no son el objetivo. Las secuencias intrénicas e intergénicas son
generalmente sitios de unién a cebadores apropiados para la amplificacién de regiones
diana Unicas. En contraste, las secuencias codificantes conservadas compartidas por una
familia de genes son utiles para amplificar miembros de esa familia de genes. Las
regiones genéticas funcionales como los dominios cataliticos o de unidon al sustrato
definen la identidad del gen. Estas regiones estdn altamente conservadas, y si el gen
objetivo es parte de una familia de genes, los oligonucleétidos que se unen a estas
regiones conservadas pueden amplificar mas de un miembro de la familia de genes.

Temperatura de fusidn (Tm). La temperatura a la que el ADN de doble cadena se separa
y se convierte en ADN de una sola hebra es la Tm. Debe tomarse en consideracion que
la Tm ideal para la seleccidn de los cebadores se debe encontrar entre los 50 y 65°C sin
que difieran entre ellos por mas de 2°C.

Longitud. La longitud dptima de los cebadores de PCR es de 18 a 30 pb. Los cebadores
de esta longitud logran el equilibrio adecuado entre la especificidad y la temperatura de
alineamiento; cuanto mas largo sea el oligonucledtido, mayor sera la especificidad y
mayor sera la temperatura de alineamiento.

Contenido de GC, total, y extremo 3'. El contenido total de GC de un cebador debe ser
del 50% + 10%. Gs y Cs dentro de los cinco nucleétidos del extremo 3' de los cebadores
estabilizan los cebadores.

Estructuras secundarias "hairpins”. Si los extremos 5 'y 3' de un oligonucledtido son
complementarios entre si, el extremo 5' puede retorcerse y unirse al extremo 3'
formando una estructura en horquilla también llamada "hairpin”. Estas estructuras
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pueden interferir seriamente con la union del cebador. Para evitar que la formacién de
"hairpins" interfiera con con el rendimiento de la PCR, la Tm de este debe ser menor
que la de los oligonucledtidos.

Heterodimeros y homodimeros. Un cebador puede unirse tanto a si mismo
(homodimero) como a su par (heterodimero). Esto debe tenerse en cuenta y evitarse,
en particular las secuencias complementarias en el extremo 3 'de los cebadores. La
energia de formacion de estas estructuras, A G, debe ser mayor a -9 kcal/mole para que
su formacién sea un impedimento en la hibridaciéon de los oligonucleétidos con el
templado.

Repeticidén de secuencia. Una secuencia repetida (poli A, poliT, poliG, poliC) dentro del
sitio de unién del cebador puede llevar a un cebado incorrecto y debe evitarse. Cuando
no sea posible evitar la secuencia de repeticion, deben mantenerse al minimo y, como
regla general, no exceder de cuatro (Waters, 2014).

Elegir los cebadores apropiados para la tarea que se busca cumplir es probablemente el factor
mas importante para obtener resultados en la PCR.

El proceso de disefio y seleccién de oligonucledtidos especificos involucra dos etapas.

1.

Generar manualmente o mediante herramientas de software los cebadores que
flanquean las regiones de interés.

Buscar los cebadores en una base de datos de secuencias de nucledtidos adecuada
utilizando herramientas como "BLAST" para examinar los posibles blancos. Aunque el
programa "BLAST" se ha utilizado ampliamente para la deteccion del objetivo del
cebador, de hecho no es una herramienta ideal para este propdsito, ya que BLAST es un
algoritmo de alineacidn local y no necesariamente devuelve informacién de coincidencia
completa en todo el rango del cebador y el objetivo, particularmente cuando el "match”
no es perfecto hacia los extremos. Ahora bien, la herramienta "Primer-BLAST" combina
"BLAST" con un algoritmo de alineacién global para garantizar una alineacién completa
entre el cebador y el objetivo, y es lo suficientemente sensible como para detectar
blancos que tienen un numero significativo de desajustes con los oligonucleétidos. El
software de "Primer BLAST" también ofrece flexibilidad para cambiar la configuracion de
especificidad.

Varios estudios han investigado los efectos de los desajustes entre las secuencias blanco y los

oligonucleétidos y han demostrado que un objetivo puede amplificarse incluso si tiene algunos

desajustes con los cebadores. En general, los desajustes hacia el extremo 3' afectan la

amplificacién del blanco mucho mas que los desajustes hacia el extremo 5'. Un solo desajuste
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de base (incluso en el extremo 3 '), asi como algunos desajustes en el medio o hacia el extremo
5', todavia permiten la amplificacién, aunque con una eficiencia reducida para algunos casos.

Existen otros programas de software, como "In Silico PCR" y "Reverse ePCR" que determinan los
objetivos de amplificacién de los pares de cebadores suministrados por el usuario. "Autoprime”
disefia cebadores que abarcan uniones exén o intrones para que los cebadores solo se dirijan al
ARNm. Sin embargo, no aborda el problema de especificidad del cebador. "QuantPrime" es una
herramienta especializada para disefiar cebadores especificos del objetivo para detectar ARN
mensajero en PCR en tiempo real. Estas herramientas de software utilizan principalmente una
estrategia basada en indices, que requiere un preprocesamiento computacionalmente
intensivo de la base de datos de busqueda, estan limitadas por la disponibilidad de bases de
datos y generalmente no son lo suficientemente sensibles como para detectar objetivos que
tienen un nuamero significativo de desajustes con los cebadores aunque sean potencialmente
amplificables. Por lo cual, ninguna de estas herramientas garantiza un recuento preciso de las
coincidencias de nucledtidos entre el oligonucleétido y el objetivo debido a que todas ellas
utilizan un algoritmo de alineacion local (es decir, "BLAST"). En cambio, "Primer-BLAST" si
incorpora un mecanismo de alineacion global y estd disenado para ser muy sensible en la
deteccidon de posibles objetivos de amplificacién.

Dicho de otro modo, el programa Primer-BLAST es altamente recomendado para verificar la
amplificacién entre los oligonucledtidos "forward" y "reverse”, ademas este programa también
verifica las amplificaciones que pudieran surgir de cualquiera de los cebadores solos, por
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ejemplo, cuando el "forward" también pueda actuar "reverse"” (o viceversa) si coincide con

algunas regiones en la otra cadena del templado (Ye et al, 2012).

Una vez que los cebadores han sido disefiados, analizados, verificados in silico y estan listo para
usarse, la PCR debe ser probada empiricamente para ajustar las condiciones que optimicen la
reaccion.

El resultado de la PCR se analiza mediante electroforesis en gel. Cuando la PCR tiene éxito, se
detecta una banda o bandas del tamafio esperado con intensidad de sefial alta. En cambio, en
el carril del control negativo no debe haber ninguna banda.

En caso de falla de la PCR, esta necesita ser optimizada. La alteracion de cualquiera de sus
parametros, ya sea en cuanto a componentes o condiciones del ciclo, puede afectar el
resultado final. Sin embargo, la Ta y la concentracién de Mg 2" tienen el mayor impacto. Si la Ta
es demasiado alta o la concentracion de Mg 2+ es demasiado baja, los cebadores no se uneny
si la Ta es demasiado baja o la concentracion de Mg 2+ es demasiado alta, los cebadores se
unen de manera no especifica, dando oportunidad a la amplificacion de secuencias que no son

el objetivo.
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En comun con la mayoria de los experimentos, se puede incluir una variedad de controles
positivos y negativos en los experimentos de PCR. Estos controles son opcionales con una
excepcion muy importante: el control negativo sin templado, es decir, sin ADN molde. Para
detectar la presencia de secuencias contaminantes, se debe incluir un control negativo de sin
templado en todos los experimentos de PCR.

Cabe mencionar que los protocolos de PCR son solo guias. Cada laboratorio necesita
determinar empiricamente las condiciones que permiten la amplificacién de un fragmento
particular de ADN ya que cada mdaquina de PCR, ADN polimerasa y muestra de ADN se
comportaran de manera diferente y afectan el resultado de la PCR.

Los compuestos tales como DMSO y betaina debilitan los enlaces de hidréogeno entre
nucledtidos y también se pueden utilizar en la PCR para relajar las estructuras secundarias que
puedan interferir con la polimerizacién del ADN. Estos compuestos ya sea adicionados juntos o
por individual mejoran el rendimiento de la reaccién (Waters, 2014).

El uso de las sondas de PCR y oligonucledtidos especificos en la deteccidn de secuencias de
patégenos especificos se ha utilizado extensivamente en el diagndstico de patdgenos virales,
particularmente cuando el patégeno en la muestra esta presente en nimeros bajos o cuando la
cantidad de muestra es limitada. Se ha utilizado habitualmente para detectar el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la leucemia de células T humanas (HTL V tipo | y Il),
el virus del papiloma humano (VPH), enterovirus, citomegalovirus, virus de la hepatitis humana
(B, C, D y E) y otros agentes infecciosos, incluidos los patédgenos bacterianos, fungicos y
parasitarios, y tiene una importancia considerable en la practica diagndstica clinica (Ramesh et
al, 1992).
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Justificacion

El CaCU es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres mexicanas. Los genotipos de
VPH pertenecientes a la familia A7 estdn estrechamente relacionados con lesiones
carcinogénicas, principalmente CaCU, en mujeres mexicanas, dicha situacién remarca la
importancia de disefiar un sistema para su deteccion diferente a las pruebas usadas
actualmente debido a que estas requieren de una amplia variedad de reactivos, equipo costoso
y especializado, siendo en su mayoria parte de kits comerciales. Ademads, este tipo de pruebas
comerciales no focalizan la deteccién por familia, por lo que el implementar un nuevo sistema
para detectar Unicamente a los genotipos de importancia oncogénica de la familia A7, 18 y 45,
basado en PCR punto final, disminuye el costo y permite realizar una deteccién dirigida. El
disefio que se propone implica que el diagndstico pueda llevarse a cabo con menor costo y de
manera dirigida para los genotipos de alto riesgo oncogénico del grupo A7, 18 y 45, que en
conjunto representan aproximadamente el 20% de incidencia en todos los casos de CaCU,
sefialando ademadas que el VPH 18 es el segundo tipo mds comun y el predominante para los
casos de adenocarcinoma, con un porcentaje de incidencia de 37.7% global.

Objetivos

Objetivo general

Disefiar un sistema de oligonucleétidos, para PCR punto final, empleando herramientas
bioinformaticas, con la finalidad de identificar los tipos 18 y 45 de la familia a7 del virus del
papiloma humano.

Objetivos particulares

» Obtener las secuencias nucleotidicas completas de los VPH tipo 18 y 45 comparando
genomas de referencia.

» lIdentificar dentro de la secuencia completa la region L1 para ambos tipos, util para el
disefio del par de oligonucleétidos, a partir de las cuales se realizard el alineamiento en
las plataformas "BLAST"y "EMBOSS".

» A partir de los alineamientos, verificar las zonas de hibridacion del par de
oligonucleétidos disefiados con los diferentes tipos de la familia.

» Verificar de manera experimental la hibridacion de los iniciadores en muestras
bioldgicas de pacientes previamente tipificadas disponibles.

» Estandarizar las condiciones de PCR para el par de cebadores disefiados.
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Hipotesis

Debido a la homologia entre las secuencias de los VPH tipo 18 y 45 de alto poder oncogénico
podrdan ser detectadas por el mismo par de oligonucleétidos.

Materiales y Métodos

Se disend un par de oligonucleétidos para la deteccién por PCR de los tipos de VPH 18 y 45,
pertenecientes a la familia A7. El trabajo experimental se llevd a cabo en el laboratorio de
Oncologia Gendémica de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas
ubicada en el Hospital de Oncologia de Cetro Médico Nacional Siglo XXI.

Tabla 7. Reactivos

] Acetato de amonio
Termociclador 2720 Thermal cycler de

Applied Biosystems by Life Technologies
Espectofotometro NanoDrop ND-1000

Proteinasa K
Isopropanol
Buffer de lisis nuclear

Transiluminador UV
Etanol al 70%

Centrifuga .
Master mix para PCR
Termoblock L. i
Muestras clinicas tomadas de pacientes
Vortex

con lesiones precursoras y CaCu

Campana estéril ) o
Oligonucledtidos a9x

Refrigerador . -
Oligonucledtidos a9y

Guantes .
Agua destilada
DMSO (dimetilsulféxido) al 5%
Agarosa
TBE

Bromuro de etidio

Camara para electroforesis horizontal
Micropipetas de 1-100uL
Puntas para micropipeta

Diseno del par de oligonucledtidos

» Obtencion de secuencias
Se analizaron las secuencias de los tipos 18 y 45 de la familia A7 del VPH obtenidas
de la base de datos PaVE, se descargd la secuencia completa de cada genotipo
(Anexo 1), asi como la correspondiente al gen L1 para ambos casos.
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» Alineamiento
Para encontrar las regiones adecuadas para la creacion del par de oligos se realizo6 el
alineamiento utilizando la herramienta "Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)"
en su subdivision "Nucleotide BLAST".

» Diseio de oligonucledtidos
Fueron seleccionados de manera manual al encontrarse una regién que cumpliera
con los parametros establecidos en la Tabla 8.

Tabla 8. Criterios de seleccion para el par de oligonucleétidos.

v" % CG: 40-60% v" Diferencia de Ta v Dimeros: AG>
v" Ta: 50-65°C maximo 2°C -9 kcal/mole
v" Afinidad por v" Cambio de v" Menor variacién
VPH 18 y 45 nucledtido al de nt posible
v’ 18-30nt centro del oligo v Tm de Hairpins
v No regiones v Tamafio de menor que la del
poliG o poliC amplificacién oligo
maximo 300 pb

Se analizaron diferentes opciones con "Primer BLAST" de la plataforma NCBI, para revisar
especificidad y temperatura de alineamiento (Ta). Se utilizé también el programa "Oligo
Analyzer" de IDT version 3.1 y "Primer3Plus" para verificar %CG, Ta, Tm y estructuras
secundarias que se pudieran formar por interaccién entre el par de oligonucledtidos con el

mismo fin se revisaron los AG, los cuales nos indican al ser mayor a valores de -1Kcal/mol que el

oligonucleétido no formara horquilla (Anexo 3).

A partir de dicho andlisis se obtuvo el siguiente par:
e Forward (A7F): CCT TCT GTG GCA AGA GTT GT
e Reverse (A7R): ACC TAA AGG CTG ACC ACG

Procesamiento de muestras

» Extraccion de ADN
Se extrajo ADN a partir de muestras incluidas en parafina tomadas de biopsia de cérvix,
agregando 1 ml de Xilol a la muestra parafinada en un microtubo cénico "Eppendorf®".
Para disolver la parafina, se dejé en el termoblock (a 67°C) durante 10 minutos, se
centrifugé a 14,000 rpm durante 5 minutos, dejando salir los gases cada vez que la
muestra salia de la centrifuga y decantando, se repitieron los lavados con Xilol hasta
eliminar la mayor parte de parafina.
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Posteriormente se realizo la extraccion de ADN con el método de acetato de amonio:
Se agregaron 300 ul de buffer de lisis de nuclear y 20ul de proteinasa K a la muestra y se
dejo en el "termoblock" a una temperatura de 67°C por aproximadamente 24 horas.
Posteriormente se agregaron 300ul de acetato de amonio 5M y se mezclé por inversién
dejandose por 30 minutos a -20°C. Después se centrifugd la muestra a 14,000 rpm por
30 minutos y el sobrenadante se pasd a un nuevo tubo. Se agregaron 500ul de
isoproponanol frio, dejandose a -20°C durante toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugd la muestra a 14,000 rpm por 15 minutos, al sacarla de la centrifuga se
decantd para posteriormente pasar a los lavados con 1ml de etanol al 70% frio, se
centrifugd a 7,500 rpm durante 5 minutos cada vez. El boton que se obtuvo en el tubo
se dejé secar en el "termoblock" a 67°C por 2 o 3 minutos para eliminar el etanol
restante, por evaporacion. Finalmente, para la resuspensidn se agregaron de 20 a 30ul
de H,0, dependiendo del tamafo de botdn obtenido.

» Cuantificacion
El ADN obtenido de la extraccién se cuantificd utilizando el espectrofotémetro
NanoDrop ND-1000.

» Electroforesis
Se realiz6 en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del ADN extraido.

» Tipificacion de las muestras
El ADN obtenido de la extraccion se sometié a tipificacion viral usando los kits
comerciales Linear Array® HPV genotyping e INNO LiPA® HPV genotyping para
determinar el tipo viral presente en la muestra (Tabla 9).

Tabla 9. Tipificacion de muestras con Linear Array e INNO LiPA.

No. de Muestra  Tipo de lesidn del que se tomé la muestra VPH presente

129 Bajo grado (LSIL) 16

185 Bajo grado (LSIL) 16,31y 45
64 Alto grado (HSIL) 52y 58
183 Bajo grado (LSIL) 16y 52
148 Bajo grado (LSIL) 18

118 Cancer (CaCU) 33,58 y 66
170 Cancer (CaCU) 16y 31
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Estandarizacion de oligonucleoétidos

Forward (A7F): CCT TCT GTG GCA AGA GTT GT
Reverse (A7R): ACC TAA AGG CTG ACC ACG

Se estandarizé el par de oligonucleétidos determinando la Temperatura de alineacion (Ta) para
la PCR punto final, para tal fin se emplearon muestras de ADN de lineas celulares con tipo viral
16 y 18 ademas de muestras ya tipificadas, seleccionando las que presentaban infeccién con los
tipos de interés: 18 y 45.

La PCR punto final se llevé a cabo en el equipo 2720 "Thermal Cycler" de "Applied Biosystems"
by Life Technologies con las muestras previamente tipificadas para comprobar el
funcionamiento de los oligonucledtidos disefiados para amplificar una regién del gen L1.

Las cantidades utilizadas para la PCR fueron:

10uL Master mix

1uL oligo Forward [20 pmoles]
1uL oligo Reverse [20pmoles]
1uL muestra de ADN [€£100ng/uL]
1uL DMSO [5%]

6ul H,0 libre de nucleasas

20pL

Para el caso de los testigos negativos se utilizé un volumen de 7ulL de H,0 ya que no se cargaba
muestra de ADN.

El programa empleado para la estandarizacion fue el siguiente considerandose X como la Ta a
definir segun los resultados obtenidos por cada reaccion.

94°C 94°C

72°C

i

]

0:30 o |
\ xec / 0:30 ! 5:00 \ aoc

0:30

72°C

5:00

(o]
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Tabla 10. Tipo viral de la lineas celulares empleadas.

Linea Celular VPH 16 VPH 18
SiHa v
Hela v

Dichas lineas celulares fueron empleadas por el tipo viral que contienen, siendo el tipo 18
perteneciente a la familia A7, uno de los dos tipos hacia los cuales fue orientado el disefio de
cebadores, por otro lado, el tipo viral 45, no esta establecido en lineas celulares.

Electroforesis de los productos de reaccion

Después de cada reaccion de amplificacién se realizd electroforesis en gel de agarosa al 2%
cargando 5uL de los productos de reaccién en cada pozo y 3uL del marcador de pares de bases
(100 pb). Posterior al tiempo de corrida el gel se visualizé en un Transiluminador.

Purificacion de bandas

En los resultados donde se obtuvieron bandas con diferente tamafio al esperado se procedié a
la reamplificacion de esa muestra con las mismas condiciones a las que se habia obtenido. Con
los siguientes volumenes:

10pL Master mix

1ul oligo Forward [20 pmoles]
1ul oligo Reverse [20pmoles]
5uL producto de reaccién

1uL DMSO [5%]

2ul H,0 libre de nucleasas

20pL

A partir de esta reaccién de reamplificado se hizo el corrimiento en camara electroforética en
gel de agarosa al 2%. Se recuperaron las bandas obtenidas en este gel para realizar el
procedimiento de purificacién con el kit comercial "Wizard SV gel and PCR clean-up system®"
de Promega (Anexo 2).

Se cuantificd el ADN recuperado de la purificacién y se mandd a secuenciar al laboratorio de
Diagndstico Molecular de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Nacional
Auténoma de México.
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Analisis de resultados de secuenciacion

Los archivos de secuenciacidn se revisaron y analizaron utilizando el programa SnapGene y la
herramienta de NCBI Nucleotide BLAST donde se compararon las secuencias obtenidas
buscando altas y bajas coincidencias.

Resultados

Diseiio de oligonucledtidos

Una vez alineadas y analizadas las secuencias del gen L1 del VPH tipo 18 y 45 se disefaron los
oligonucleétidos y se evaluaron para seleccionar la opcién que cumpliera con los criterios de
seleccion mencionados previamente (Tabla 8).

Las secuencias del par de oligonucledétidos resultantes a partir del andlisis de su especificidad y
caracteristicas termodindmicas se muestran en la Tabla 11 en la cual se incluyen también los
resultados mas destacados de la formacidon de estructuras secundarias evaluadas en la
herramienta de IDT Oligo Analyzer, los valores obtenidos a partir de tal andlisis (mostrados sélo
los valores mas altos en la tabla 11 y en el Anexo 3 los resultados completos) indicé que los
oligonucleétidos son adecuados para el uso experimental.
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Tabla 11. Oligonucleétidos disefiados para deteccion del gen L1 de los VPH 18 y 45 de la familia A7

Forward (A7F) Reverse (A7R)

Secuencia 5’- 3’ CCT TCT GTG GCA AGA GTT GT ACC TAA AGG CTG ACC ACG
Longitud 20nt 18nt
%CG 50% 55.6%
Ta 55.2°C 54.6 °C
CCTTCTGTGGCAAGAGTTGT vpH18 CGTGGTCAGCCTTTAGGET VPH1S
Alineamiento VPH 18y 45 LELLTLEELEE FEELLTT LELEE LEEELLLELTT]
CCTTCTGTGGCCAGAGTTGT VPH45 COTEEGECAGCCTTTAGGT VPH4S
Tamaiio de amplificacion 297pb 300pb
P - ™~ // © T
Fd ’ ’ \ / = / |
T P - e N\ p ¢ . ) - a
\:I [ ] L] 1 , - e [} . 7/
\ 8= ¥ ~ L , \ , )
Hairpin maximo . / \ ]
L AN N ,
Tm 29.6 °C Tm37.9°C
2' CCTTCTGTGGCRAAGRAGTTET Sk ACCTARNGECTGEACCRCSE

Homodimero

11
3 TETTGAGRACGGTGTCTTCC

Delta G: -3.9 kcal/mole (3 pb)

[11
3' GCACCAGTCGGRRATCCR

Delta G: -4.67 kcal/mole (3 pb)

Heterodimero

5" CCTTCIGTGECARGAGTTET

=

3" GCACCAGTCGGARATCCR

Delta G: -6.61kcal/mol (4 pb)

Evaluacion in silico del par de oligonucleétidos A7F/R

Se evalud con la herramienta "Primer BLAST" de "NCBI" el par A7F/R para verificar in silico la

region de hibridacién del par de oligos, obteniéndose los datos presentados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Alineamiento global del par de iniciadores A7F/R usando "Primer BLAST"

Resultados de alineacidn para el par de oligonucleétidos A7F/R

Sequence (5'->3') Length
Forward primer (A7F) CCTTCTGTGGCAAGAGTTGT 20
Reverse primer (A7R) ACCTAAAGGCTGACCACG 18

Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
58.03 50.00 5.00 1.00
5656 5556 400 200

=MEZ88727 1 Human papillomavirus type 18 isolate 14945

product length = 297

Forward primer 1 CCTTCTETGGECAAGAGTTGT 28

Template 5652 iiiiiiieenmraraaaan 5671
Reverse primer 1 ACCTAAAGOCTOACCACG 18
Template SO4E i 5931

=MEZ288726.1 Human papillomavirus type 18 isolate 13143

product length = 297

Forward primer 1 CCTTCTATGGECAAGAGTTET 28

Template = = 5B5E3  .....iiieieiniaianaann 5E77
Reverse primer 1 ACCTAAAGOCTGACCACG 18
Template ] 5937

=MEZ285725 1 Human papillomavirus type 18 isolate C4516

product length = 297

Forward primer 1 CCTTCTATGGECAAGAGTTET 28

Template = 5E77
Reverse primer 1 ACCTAAAGOCTGACCACG 18
Template L 5937

=KU049755 1 Human papillomavirus type 45 isolate 14Uk3

product length = 368
Forward primer 1

Template

CCTTCTGTOGCAAGAGTTGT 28
........ 1457
Reverse primer 1

Template 170a

=KU049754 1 Human papillomavirus type 45 isolate 14Uk3

product length = 368
Forward primer 1

Template

CCTTCTGTOOCAAGAGTTGOT 2@
........ 14357
Reverse primer 1

Template 178a

=KU049753 1 Human papillomavirus type 45 isolate 14Uk3

product length = 368
Forward primer 1

Template

CCTTCTGTGOCAAGAGTTGT 2@
........ 14357
Reverse primer 1

Template 17@a

El alineamiento global realizado con la herramienta bioinformdatica "Primer BLAST" muestra las

secuencias con coincidencias para todo el rango abarcado por los iniciadores, esta herramienta

permite los templados que pueden ser amplificados por el par de oligonucledtidos en

evaluacién incluso cuando hay algunos "mistmatch” o desajustes entre el cebador y la

secuencia blanco, como en el caso del resultado obtenido para el VPH 45 el cual presenta un

"mismatch" en la base 12 de A7F sentido 5'

-3' y otro sobre el nucledtido 13 de A7R 5'-3".

Cuando existe un solo desajuste de base entre el iniciador y el templado aun es posible la

amplificaciéon del fragmento, por tanto, la coincidencia con VPH 45 se muestra como un

resultado para la alineacidn global del sistema A7F/R. Por otro lado, también se obtuvo como

blanco de alineacidn las secuencias nucleotidicas propias del VPH tipo 18, con una alineacién

completa para ambos cebadores. Por lo cual,

con este analisis in silico confirma el adecuado
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funcionamiento del par de oligonucleétidos disefiados para amplificar secuencias
pertenecientes al gen L1 del VPH tipo 18 y 45.

Es de interés sefalar que esta herramienta también nos ofrece informacién respecto a la
longitud del fragmento que amplifican los cebadores evaluados, en este caso el analisis sefiala
gue el tamano del producto de reaccion esperado para hibridacion con secuencias de VPH 18 es
de 300 pares de bases (pb) y para VPH 45 es de 297 pb.

Estandarizacion de oligonucledtidos

Se realizdé la PCR a diferentes temperaturas para determinar la Ta O6ptima para el
funcionamiento del par A7F/R iniciando con 55°C ya que fue la Ta obtenida a partir de las
evaluaciones in silico. Posteriormente, se evaluaron también temperaturas mas altas. El tamafo
esperado de los productos de amplificacién fue de 300 pb para VHP 18 y 297 pb para VPH 45. A
continuacion, se presentan las imagenes de los resultados obtenidos.

—> Lineas celulares

Reaccion a 55°C 35 ciclos 5%DMSO Reaccion a 58°C 35 ciclos 5%DMSO
100 pb  Neg ela SiHa Lf 100pb Neg Hela SiHa Lf
3 e ' .
oot v : ‘700 pb "“ ~700 pb
~ ~ . .500pb 500 pb" P 5005
300pb Gavr L300 pb
pe— “ S 200 pb — 200 pb
—
‘ e e S =

Gelde agarosa2% 100V 30 min

Figura 11. Reacciones en lineas celulares efectuadas a 55 y 58°C

En esta evaluacion se utilizd como control negativo una muestra sin ADN (Neg) y otra mas con ADN de
linfocitos ("Lf"), ya que estds células no son un blanco de infecciéon para el virus.

Se iniciaron las reacciones con Ta de 55°C ya que fue el valor ideal obtenido mediante los
analisis in silico (Tabla 11) con diferentes herramientas bioinformaticas. A esta temperatura son
apreciables bandas en el control negativo con ADN de linfocitos ("Lf") lo cual sugiere que la
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temperatura evaluada no es la adecuada por tanto se continué evaluando temperaturas,
elevando los grados paulatinamente para observar el efecto en la reaccién.

Evaluando la reaccion con Ta de 58°C, desaparecen las bandas de carril “Lf”, confirmandose por
tanto que el resultado a 55°C amplific6 mds bandas que la esperada por el uso de una Ta de
alineacidn insuficiente. Se observaron mas bandas de tamanos diferentes a los esperados en los
carriles con muestra de linea celular Hela y SiHa, por tanto, se continud la evaluacion probando
el efecto producido por el incremento de temperatura.

Reaccion a 62°C 35 ciclos 5%DMSO

100pb Negl Hela SiHa Neg2

L.
- N

: ' S
: 4V a : A 62°C se observa disminucién de las bandas
o @ —— W= 700 pb .
S 500 pb que no corresponden al tamafio esperado de
. > 300 pb utilizando las mismas lineas celulares.
.
. \
KT e

Gelde agarosa2% 100V 30 min

Figura 12. Resultado de reaccién de PCR efectuada a 62°C utilizando lineas

— Muestras clinicas

Reaccion a 60°C 35 ciclos Reaccion a 62°C 35 ciclos

Negl VPH 18 VPH 18 Negl VPH 18 VPH 18
100p_% DMSO 5% DMSO 5% DMSO 10%

100pb___ DMSO 5%  DMSO 5%  DMSO 10%

UM I Ml ey ¢ e

Gel de agarosa2% 100V 30 min

Figura 13. Reaccion de PCR efectuada en muestra clinica a 60y 62°C
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La evaluacion de reaccidon en muestra clinica No. 148 con VPH tipo 18 (Tabla 9) se probd
a 60 y 62°C contemplando los resultados en lineas celulares, sin obtener bandas a 60°C
lo cual es un indicador de que esta temperatura no es éptima para la reaccion, contrario
al resultado obtenido al evaluar Ta de 62°C ya que con esta temperatura se obtuvo la
banda esperada (300pb) por igual en diferentes concentraciones de DMSO, por lo que
se considerd como éptimo para la reaccién la Ta de 62°C con 5% de DMSO.

A B C D E

T=62°C 40 ciclos DMSO 5%
100V 30min

M — Marcador 100pb
/00 pb A— Negativo,
500 pb 500 pb B — Muestra de ADN con VPH 45/ 16/31
C — Muestra de ADN con VPH 16
U0 . D — Muestra de ADN con VPH 52/58
200 pb E— Negativo,

Figura 14. Reaccion de PCR efectuada en muestra clinica a 62°C

lz

1l

Para evaluacién de muestra clinica con VPH tipo 45 se emplearon las mismas condiciones de las
cuales se obtuvo la banda esperada con la muestra clinica con VPH 18. La muestra con VPH 45
corresponde a una infeccion multiple con VPH 16 y 31, considerandose este un factor de
influencia, ya que como se observa en el carril B, el resultado obtenido no corresponde al
tamafio esperado de 300pb.

Las tres bandas obtenidas de diferentes tamafios 200 pb, 500 pb y 700 pb se etiquetaron como
A7B1, A7B2 y A7B3 respectivamente fueron reamplificadas y purificadas para su posterior
secuenciacion y analisis.

Purificacion de bandas

Recuperando las bandas, obtenidas a partir de las muestras de lineas celulares, con tamafios
diferentes al esperado segun el disefio del par A7F/R se llevd a cabo la purificacion de las
mismas obteniéndose los resultados de la Tabla 13.

Tabla 13. Cuantificacion de ADN de las bandas recuperadas.

Tamaiio aproximado (pb)  Concentracién de ADN indice 260/ 280

A7B1 200 14.6 ng/ pL 1.96
A7B2 500 17.7 ng/ uL 2.56
A7B3 700 15.2 ng/ pL 2.86
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Estos purificados se mandaron a secue al laboratorio de Diagndstico Molecular de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala d I Universidad Nacional Auténoma de México. A
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TATTTCTOBOGTAATAAT CTOT TAT TTCCTACCT TCTOGCTAACTTTOGOAACTAATT TIRTTOT TTTITTCCTABGTTCCTTOAG!

N Ao ~ |8

s & Z 160 170 180 150 o0

Figura 17. Cromatograma de secuenciacion de la banda 2 (B2) a partir del oligo Forward (A7FB2). Imagen de SnapGene.

TAAACAACCTAACTTTATACCTCAAGO AACTAGOGAAAAAACAATAAATTAGTTCCAAAGBGTTAGBGCAGAAGBOTAGG AAATAAC

e z20

| A SN alda Ao 4 a
290 30 310

240 250 60 270 280

Figura 18. Cromatograma de secuenciacion de la banda 2 (B2) a partir del oligo Reverse (A7RB2). Imagen de SnapGene.

BT BT GCCTOTOTOTOTOTTYCOTOTOTCTOTOCAGTCTOCATOTOCABGOTOO60OTOGOG66AAGB60CTOTOEG CTCTOBCACTCC TGO AT |

AQARTIY u.ﬂdﬂ " ) .AJM ¥

130 40 s0 160 170 180 190

Figura 19. Cromatograma de secuenciacion de la banda 3 (B3) a partir del oligo Forward (A7FB3). Imagen de SnapGene.

200
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TTOAGTTTOGCATTTTCTAAGCAATAGGGGCATAAATOGG6CTTOCTGOBGOCATTTCACCAACAGAGGBGTGTGO6O6CG6AGBT GACTGGA

——

U Ml

DAUA

Figura 20. Cromatograma de secuenciacion de la banda 3 (B3) a partir del oligo Reverse (A7RB3). Imagen de SnapGene.
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Secuenciacion

Se obtuvieron seis secuencias resultantes de la secuenciacidn de las tres bandas enviadas que
fueron analizadas para su identificacion (Tabla 14). Las secuencias completas estan disponibles
en el Anexo 4.

Tabla 14. Resultados de hibridacion de las bandas secuenciadas.

Cobertura de la
Secuencia pb analizadas Resultado de BLAST ! Identidad
secuencia

Homo sapiens ch11
clone RP11-678L3

A7B1 Forward 147 pb 94% 94%

Homo sapiens ch11

128 pb 94% 4%
A7B1 Reverse P clone RP11-678L3 ’ i

Homo sapiens ch12

A7B2 Forward 339 pb 100% 100%
clone RP11-96H19
Homo sapiens ch12

A7B2 Reverse 377 pb 100% 100%
clone RP11-96H19
Homo sapiens ch2

A7B3 Forward 273 pb 100% 100%
clone RP11-498022
Homo sapiens ch12

A7B3 Reverse 459 pb 100% 100%

clone RP11-498022
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Discusion

Partiendo de las secuencias completas (Anexo 1) de los tipo 18 y 45 recuperadas de la base de
datos PaVe se realiz6 el alineamiento en la regién del gen L1 por ser esta una de las zonas mas
conservadas del genoma viral, es decir que presenta menos variacion entre secuencias
pertenecientes a la misma familia como es el caso de de VPH 18 y 45. El alineamiento es la
herramienta con la que se cuenta para encontrar la zonas de mayor coincidencia, que en este
caso eran las mas adecuadas debido a que se buscaba la deteccidn de ambos tipo con un Unico
par de oligonucleotidos (Tabla 11).

Dinc y colaboradores en 2010 refieren que los criterios de seleccion empleados para el disefio
de los oligonucledtidos (Tabla 8) son una parte muy importante ya que, de estos pardmetros
como la longitud del oligonucleétido, el porcentaje CG, la Ta y formacién de las estructuras
secundarias, depende el éxito de la amplificacion mediante PCR. Para llevar a cabo el disefio de
oligonucleétidos se hizo la busqueda de estas secuencias cortas que cumplieran con los
criterios a lo largo de las secuencias alineadas del gen L1 tipo 18 y 45. El cumplimiento de los
parametros para le seleccion del par de iniciadores fue evaluado y verificado con "Primer
BLAST", "Oligoanalizer", "Primer3Plus" y "EMBOSS" llegando asi a la selecciéon del sistema de
oligonucledtidos nombrado A7F/R. Considerando el trabajo de 2013 de Chuang et al que
menciona que los enfoques tedricos para el disefio de oligonucledtidos dependen de
predicciones de estructura y que por tanto es recomendable el empleo se sistemas
experimentales de prueba previo a la aplicacion in vivo, se realizé la evaluacion in silico para la
formaciéon de estructuras secundarias de este par en "Oligoanalizer" (Anexo 3), con los
resultados obtenidos a partir de este analisis se ratificé que la formacion de estructuras
secundarias como dimeros y "hairpins” no representaba impedimento para su adecuado
funcionamiento. Igualmente se realizé la prueba in silico de alineamiento global del par A7F/R
con la herramienta "Primer BLAST" para verificar las secuencias nucleotidicas que se pueden
amplificar con A7F/R. Los resultados obtenidos (Tabla 12) sefialan coincidencia Unicamente
para los genotipos 18 y 45 del VPH, sin opcién de hibridacién con ningun otro tipo, reafirmando
por tanto de manera in silico que el par cumple con el objetivo de identificar las secuencias de
los VPH 18 y 45 de la familia A7, siendo considerados entonces como adecuados para el uso
experimental.

Ahora bien, en la verificacidn in vivo del sistema de oligonucledtidos A7F/R se obtuvo como
resultado para la muestra clinica correspondiente a una lesién de bajo grado con VPH 18, un
producto de amplificacién de 300 pb, que es en efecto, el tamafio de amplificacidn para el cual
fue disefiado el par de iniciadores A7F/R. En cambio, para la identificacion del VPH 45 se
esperaba un tamafio de amplificacion de 297 pb y se obtuvieron diferentes bandas de 200, 500
pb, tamanos que no son correspondian al esperado, esto es debido a que la muestra que
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contiene el VPH 45 presenta infeccion multiple con otros dos genotipos virales de alta
incidencia, por lo que la hibridacién de los oligonucleétidos pudo haberse visto afectada como
consecuencia del efecto competitivo entre los diferentes genotipos presentes en la muestra,
afectando principalmente la deteccidn de los tipos que se encuentren en menor concentracion
relativamente como lo reporta van Doorn en su estudio de 2006. Este patréon de bandas (200 y
500 pb) se obtuvo también en la muestra con infeccién simple por VPH 16 (carril C de la Figura
14) y en los carriles donde se evaluaron las lineas celulares provenientes de CaCU: Hela y SiHa
de la Figura 12.

Lépez y Ancizar en su publicacion de 2006 mencionan que en las lesiones avanzadas y CaCU
prevalecen las formas integradas y que como parte del proceso de esta integracién ocurre la
linearizacion de genoma circular que involucra el rompimiento de la doble cadena viral y en la
mayoria de los casos se presentan deleciones de fragmentos virales. Las células Hela, en las
cuales se evalué también el par A7F/R, provienen de una paciente con CaCU por VPH 18, siendo
asi que en estas células el genotipo 18 se encuentra de forma integrada; como consecuencia de
la fragmentacion sélo aproximadamente la mitad del genoma esta presente en estas células
comprometiendo total o parcialmente la integridad de los genes E2, E4, E5, L1 y L2. Tomando
en cuenta que en esta muestra las bandas obtenidas presentan diferentes tamafnos 200, 500 y
700 pb y que tales no corresponden al tamafio disefiado para la amplificacion de este genotipo
se puede, por tanto, considerar como efecto de la fragmentacion del gen L1 mencionada por
Corden en 1999. En el mismo afio Meissner asi como Rosl y colaboradores en 1989 exponen
también las zonas integradas del gen L1 del VPH al genoma de las células Hela, en dichos
trabajos podemos encontrar que parte de la secuencia ausente del gen L1 coincide con la zona
de unién de A7F, por tanto al verse suprimida la zona de unién de uno de los oligos se dio
oportunidad a los oligonucledtidos amplificaran el patrén de tamafios 200 pb, 500 pb y 700 pb
diferentes al establecido en el disefio.

El repetido patron de bandas obtenido en las diferentes muestras, correspondientes a los
tamafios 200, 500 y 700 pb (etiquetado como A7B1, A7B2 y A7B3 respectivamente) fue
secuenciado y los resultados (Tabla 14) arrojaron que dichas bandas correspondian a clonas de
los cromosomas 11 (region 11g24.3) en A7B1; cromosoma 12 (regién 12q13.11) en A7B2 y
cromosoma 2(regién 2p24.1) en A7B3.

La region 11924.3 amplificada en A7B1 igualmente fue encontrada por Hu y colaboradores en
2015 como un sitio donde se encontraron integradas secuencias del virus del papiloma
humano, en este trabajo los autores seifialan integracidn del virus en seis puntos diferentes
correspondientes a los genes ETS1, BARX2, ARHGAP32, APLP2, PRDM10 y TMEM?225. Siguiendo
con la secuencia recuperada en A72B se encontrd también que la insercidn del virus en algunas
de las muestras evaluadas por Hu y su equipo se vieron afectadas en la zona donde se

encuentran los genes SLC38A4 y SLC38A2, esta zona estd ubicada en la regidon 12g13.11, misma
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que fue identificada en la secuenciacién de la banda A7B2 amplificada en este trabajo. Estas
zonas han sido escasamente reportadas como blanco de insercidn del VPH y no son reconocidas
como "hotspots”, es decir, zonas donde la probabilidad de insercién es mayor. No obstante, el
no tener muchos reportes que indiquen puntos de insercidén en tales regiones no descarta la
capacidad que el virus posee de insertarse en diferentes sitios a lo largo del genoma tal como lo
mencionan Xu y colaboradores.

Blumrich y su equipo, describen en 2011 que el sitio fragil FRA2C ubicado en la regién 2p24
consta de dos sitios fragiles comunes en 2p24.3 y 2p24.2. Los sitios fragiles comunes
cromosodmicos son regiones gendmicas inestables que se rompen bajo el estrés de la
replicacion, Fungtammasan et al en 2012 seiiala también que estos sitios se han visto
involucrados en reordenamientos cromosdmicos en el cancer y como sitios de integracion viral.
Estos sitios son muy cercanos a la region amplificada en A7B3: 2p24.1 lo cual sugiere la
susceptibilidad de esta regién como sitio de integracion. En otro estudio realizado en 2008 por
Dall et al se presenta justamente esta regién como un sitio de integracién teniendo como gen
mas cercano HS1BP3, dato que se reitera con los hallazgos realizados en 2015 por Hu y su
equipo en los cuales dentro de la regién 2p24.1 mencionan también insercién en un punto
correspondiente a HS1BP3 y tres puntos mas dentro de la misma regidn cromosdmica sin
reportes previos los cuales corresponden a los genes KLHL29, APOB, RHOB.

Los resultados de este trabajo sefialan que con el sistema de oligonucledtidos A7F/R fue posible
cumplir el objetivo de hibridar con secuencias del VPH 18, perteneciente a la familia A7, y
obtener la amplificaciéon el fragmento esperado de 300 pb en muestras donde la fragmentacion
del genoma viral al integrarse no represente delecién de las zonas de unién de los
oligonucleétidos. En el caso de las lineas celulares de cancer cervicouterino, en las cuales el
virus ya ha cursado por un proceso de integracién que conlleva deleciones parciales o
completas de los genes virales entre ellos L1 se encontré que las zonas de unién del sistema
A7F7R se vieron comprometidas por dichas fragmentacion, obteniéndose como consecuencia
un patrén de amplificaciéon de bandas de tamafios diferentes al del disefio (200, 500 y 700 pb),
el analisis de secuencias de estas bandas permitié identificar que estos fragmentos a su vez
corresponden a regiones cromosémicas donde se han encontrado insercién del VPH. Por tanto,
la hibridacién de los oligonucleétidos A7F/R no descarta su relacidn con presencia deteccion de
la presencia viral.

Conclusiones

Mediante la evaluacién in silico del par A7F/R se confirmé la capacidad del mismo para hibridar
con las secuencias del gen L1 de manera selectiva para los miembros de interés de la familia A7
bajo ciertas condiciones de reaccion que posteriormente fueron evaluadas también en
muestras bioldgicas.
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La verificacion de los oligonucleétidos disefiados en muestras bioldgicas dio como resultado la
amplificacién de la banda esperada de 300 pb en la muestra clinica con infeccion simple por el
genotipo 18, cumpliendo en este caso el objetivo de identificacion de esta secuencia
perteneciente la familia A7 mediante el sistema de oligonucleétidos A7F/R. Por otro lado, el
resultado para verificacion de deteccion multiple fue variable para la muestra que contenia el
tipo 45 ya que correspondia a una infeccion mixta donde adicional al tipo buscado se
encontraban los VPH 16 y 31, por lo cual no se descarta que el efecto competitivo entre estos
diferentes tipos afectara la capacidad de los oligonucleétidos para hibridar con el otro miembro
de interés de la familia A7.

Adicional a los objetivos puntualizados para este trabajo se obtuvieron, a partir de los
resultados de amplificacion en lineas celulares con CaCU, datos sobre sitios de integraciéon del
VPH que reiteran la capacidad de este virus para integrarse en diferentes puntos del genoma
humano mas alla de los ya registrados como "hotspots"” asi como la tendencia de integracion
viral en sitios fragiles. Por lo cual, |la hibridacién del par de oligonucledtidos A7F/R no descarta
su relacion con presencia deteccidn de la presencia viral.
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Anexos

Anexo 1

Secuencias del gen L1 obtenidas de PaVE de National Institute of Allergy and Infectious Diseases.
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https://pave.niaid.nih.gov/#explore/reference_genomes/human_genomes/locus_view/fetch?id=HPV45REF&format=Locus%20view&hasStructure=none

Anexo 2
Protocolo de purificacién de bandas con kit comercial "Wizard ®".

Anadir 75ml de etanol al 95% a "Membrane Wash Solution". Después de cortar la banda esta se puede almacenar a 4°C o -20°C. Afadir
"Membrane Binding Solution" 10 ul por cada 10mg, mezclar con vortex e incubar 10 minutos entre 50-65°C ayudarse del vortex para
terminar de disolver la agarosa y centrifugar brevemente. Colocar "SV Minicolumn" en un "Collection Tube". ARadir el gel ya disuelto en la
columna e incubar por un minuto a temperatura ambiente. Centrifugar a 14000rpm por un minuto. Desechar lo que quede en el tubo
inferior. Agregar 700 pl de "Membrane Wash Solution" y centrifugar por un minuto a 14000rpm. Repetir el lavado con 500 ul y centrifugar
por cinco minutos a 14000rpm. Vaciar el tubo y centrifugar por un minuto con la tapa de la centrifuga abierta para evaporar el etanol.
Transferir la columna a un tubo de 1.5ml. Afiadir 30 pl de agua libre de nucleasas sin tocar la membrana. Incubar por un minuto a
temperatura ambiente. Centrifugar por un minuto a 14000rpm. Desechar la columna y almacenar el purificado a -20°C.

Anexo 3
Evaluacion completa en OligoAnalyzer
SEQUENCE 5.CCT TCT GTG GCA AGA GTT GT -3
FORWARD (A7F) COMPLEMENT 5. ACA ACT CTT GCC ACA GAA GG -3
LENGTH 20
Structure Tm
Mame Image AG(kcal.mole)  [9C)
1 -0.35 29.6
2 0.1 23.8
"Hairpin"
3 0.44 16.8
4 0.47 18.9
5 0.64 13.4
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Homodimero

Heterodimero

Dimer Sequence:

- CCTTCTGTGGCAAGAGTTGT -3
Maximum Delta G: -36.5 kcal/mole

Deilta G: -3.9 kcalimole Base Pairs: 3

SRR ETIET

— e o 3 o e e
3 IS TERGARCGEIETCITICC

Delta G: -3 54 kcalimole Base Pairs: 3

= Far ———
5" e

A Il AL ARA L Ll

3" TCIICRCEACGETCICITCE

Deita G: -3.17 kcalimole Base Pairs: 3

57 SCTTCTGT GAGTTGT
Il =

3' IGITERERACGEIGICITICC

Deita G: 3 14 kesl/mole Baes Paire: 2

§' CCTICIGIGERAGACTIGT
- | N

Deita G: -3.07 kcallmole Base Pairs: 2

= CCT o e e
5 Il GIGGCARGRET TET
B W i g .
- e e

Delta G: -155 kcalimole Base Pairs: 2

5" CCTICIGIGGCAAGASTIGT
" T

3' IGTIGAGRARCGGTGICTIICC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2

§' CCTICTGTGECARGAGTICT
- I == =
3" TGTTGAGRACEGIGTCITICC

Frimary Sequence: o= LCNICIGIG=CAMGEAL | 1 -3 ‘patyiG; <185 kealimicle  Dase Pairs2

Secondary Sequance: I ACCTAMAGGCTGAZCACG 3

Maomurm Data B J36S Kealimale

Delkta Gt -6 61 kecl'mplc Baoae Moira®

g CCTTCCEIGECARGECTTET

Dells G: -8 37 beclinioe Base Feirs?

' CCTICTECERRALTICT
= SRCCACTIEERRATOR

DetxG: 311 kczlmoe Esee Fzirl
GETIEY

R T
= RSTILIEEE

Dells G: -3.07 kuelvwe Base Feans?

= ST 35 R e =T
|

&' CRADCLCTCOCRRITCOR

5* CCTTICTETCEIRAGAITINT
I
A LS R ST ESR R AT T

Delo 61 <1.0% lcabimole  Boac Moired

L' CCTICTIORRARGAITINT
I 3-8
3 FATTRGITGERATICN

Del= G: 185 kzabmale Boss Faiel
5 CCTICTEHOIRAGITIN

1 AT AOTCOCARRT TR L& iad TAEE AR

etz G0 o148 imalmsie Hase ol

= =TXCICTOCCROILTICT

3" GCADCASTCOERIATICN

Nedra G -1 Aicalimae  Aase Peira?
L SUTTTIGTICAASASTTICT
+ & 1

3 CCACCASTOCIALITOCL

A#itA G .16 kealimala - Aaga Falrs?
LY CCTTCTGIGGCARGRGTTET

Lo - oane R
3 BUALUALLL LLARALLCR

Delta Gt -1.6 kealimelz  Basa Maira2

L i CCTICISIGGTRAGASTTET
(3}

3" GCACCROTICGGAARTCTA

Pl Gz -1 @ bcakionkb:  Fivser Faiod
" CCTTCTCICCOROACTICT

Delts G 1.3 ccalmols Saze Paire2

8°  CLTOCTRIGECARERSTTST

37 FLASSRIICSERARITIR

Dells G: -1.3% acelanvls  3asc Pains2
B CCTTCTCICCCARCACTTICT

3 GOACCAGTCGERARTICN

Delia G: -1.3£ ccalivoe Base Pzimd

EECARRE Tl

v ErANTATITAAITL

Dbl G: -1:3% scalfvoe  Bewe Prira2

CILOCEETSZSAMRTICA

DelizG: 134 wslivole Baee Pzimd
E£* CCTITCTCTCECRD CIC

Ll
= OCACCASTOCCIANTSN
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REVERSE (A7R)

SEQUENCE

COMPLEMENT

LEMGTH

5-ACC TAA AGG CTG ACC ACG -3

- CGT GGT CAG CCT TTA GGT -3

jiki]

"Hairpin"

Structure
Name Image AG[kcal.mole™)

1 -0.84

2 -0.65

B
(°C) AH{kcalmole’)  AS{cal.K'mole)

379 -20.4 -65.59

347 -20.5 -56.59

Homodimero

Delta G: -4.67 kcallmole Base Pairs: 3

T i ——
a SLCTLAL CECTEEOCS:
O T T e ———
= Sl Sl L 0 LU LS

Delta G: -1.95 kcalfmole Base Pairs: 2

% e A TR R s 5' RCCTIRRLCECTIEACCACE
! e e e e T
= Felilazllebannliis o e e e e e e
CCACCEETOE-ALETCOCR

i
[

Delta G: -1.6 kcal/mole Bage Pairs: 2

= o —— g gy =
f= sl 008l = A S A
- g o o
p=1 i A il LA 0l Wl

Delta G: -0.96 kcal/mole Base Pairs: 2

A o i o PR i i iy |t = LCOCTIRRREECTERCCRCE
- ) e s
= edlenizl ol s AT AT~ AT TR
= bl Sl=l i et L0
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Anexo 4

Resultados de secuenciacion

Nombre Tan?ano Secuencia
analizado
A7B1 CCCAACAACCAGAACTTCTATGTTTCTCGACCTCAGCAGGATCTGGCCCACTCAGCACTTGATCAGGGCTGATTCATGGAGAAACCCAGGTGCTTGT
forward | 147 Pb g?XGGGAGTGAAACTGAA‘I‘I’GCTGAACGTAGTGACC'I'I'CCACTCCTCCTGTCCAGACTGGAATCATTAACTCAGGCAGGCACGTGGTCAGCCTI’TAG
A7BL ACCTTAAATGCAATCAGTACTGGACGTGAGGGAGTGGCAGTGCCACATATGCGCATCTTTCATATTTCACTCCCATCACCCTCACCTGGGTTTCCCAT
128 pb | GGAACAAGCCCTGATCAAGTGCTGATGGATGCCCAATCCTGCTGAGGATGATAAAATATGAATTCTGGATTCAAAACATTAACACAGCTCTTGCCCC
Reverse CCAAGGAAACTCTTGCCACAGAAGGA
GGGGGTTAAGTTCTGATTTTATTTATITGAGTGTTTTTTCTTAGTCTAGCTACAAGTTTGTCACTTTTATTTATCTTTTAAAAAACCAACTCTCAGTTTCA
TTGATTTTTTTCTATTGTTTTTATATTTTCTCTCTCATTTATTTCTGGGTAATAATCTGTTATTTCCTACCTTCTGCTAACTTTGGAACTAATTTATTGTTTT
A7B2 , | TTCCTAGTTCCTTGAGGTATAAAGTTAGGTTGTTTATTTGAGACATTTTGTCTTTTGTAATGTAGATGTTCATCACCATAAACTTCTCTCTTACTACTGCT
Forward | 33°P TTTGCTATACCCTATAGGCAGTGGTATGTTGTGTTTTCATTTTTATTTGTATTGAGATATTTTCTAATTTCCTTTTGATTTCCTCGTAACTCAATTGTTGTT
TATAAGTATGTTGTTTAGTTTCCATATATCTGTGAATTTTTCAGTTTTCCTTTCTGCTACTGATTTCTCGTTTCATTTCCATCGTGGGTCAGCCTTTTAGG
TATAAA
TTGGAAATCAGTTAGCAGAGGAAACTGAAAATTCACAGATATATGGAAACTAAACAACATACTTATAAACAACAATTGAGTTACGAGGAAATCAAA
AGGAAATTAGAAAATATCTCAATACAAATAAAAATGAAAACACAACATACCACTGCCTATAGGGTATAGCAAAAGCAGTAGTAAGAGAGAAGTTTA
A7B2 377 op | TOGTGATGAACATCTACATTACAAAAGACAAAATGTCTCAAATAAACAACCTAACTTTATACCTCAAGGAACTAGGAAAAAACAATAAATTAGTTCCA
Reverse P AAGTTAGCAGAAGGTAGGAAATAACAGATTATTACCCAGAAATAAATGAGAGAGAAAATATAAAAACAATAGAAAAAAATCAATGAAACTGAGAG
TTGGTTTTTTAAAAGATAAATAAAAGTGACAAACTTGTAGCTAGACTAAGAAAAAACACTCAAATAAATAAAATCAGAACTGGAAAGAGGAAACATT
ACAAACTCTTGCCACAGAAGGA
GGGTTTGTTTGTTCGTGTGTCTTTGTCTGTGTTGTGTGTATGTCTGGGTGTCATGCGGTCCGCCTGTGCAGGTGAGCGGGCAGTGCCCGTGTGTGTC
A7B3 TGTGTGTCTGTGTCTCTGTGTGTTGTGTGTGTGCCTGTGTGTGTGTTCGTGTGTCTGTGCAGTCTGCATGTGCAGGTGGGTGGGAAGGGCTGTGCTC
273 pb | TGCACTCCTGATGGATGCCGCTGTGCTCCTCCAGGAGGCCTTGAATTCCCCATTCAGTGCTGAGCCTGCGAGGGATCCAGTCACTCGCCCACACCTCT
Forward GTTGGTGAAATGCCAGCAAGCCATTTATGCCCCTATTGCTTAGAAAATGCAAACTCAAGTCATTCAACAAAAGCAGCCCTTGAATGGGTCTTGCCGA
CTGGCCCTTCGGGGCCTCAGGGCCTGGCTGTCATGGACCCATGGCGGCGA
TCAATTTGGTGGGCCCCAGATTGCCCTGCAGAGCCCGGCCCTGGACAGCAGCCGGGAGAACCATCCAGGCTTTTCTGTTCGCAGGGAAAAAAGAAC
AGTAAGCGGATGAGTGAAAAACACTTCCTGTGACCAGGAACTTCCCAGGGACCACCTGCGGGGCCCGCCAACCCCACTGTCCACGCTGAGGCCTGC
A7B3 GGCTCCCCGCCACGGCTCCATGACAGCCAGGCCCTGAGGCCCCGAAGGGCCAGTCGGCAAGACCCATTCAAGGGCTGCTTTTGTTGAATGACTTGA
Roverce | 459 Pb | GTTTGCATTTTCTAAGCAATAGGGGCATAAATGGCTTGCTGGCATTTCACCAACAGAGGTGTGGGCGAGTGACTGGATCCCTCGCAGGCTCAGCACT

GAATGGGGAATTCAAGGCCTCCTGGAGGAGCACAGCGGCATCCATCAGGAGTGCAGAGCACAGCCCTTCCCACCCACCTGCACATGCAGACTGCAC
AGACACACGAACACACACACAGGCACACACACAACACACAGAGACACAGACACACAGACACACACGGGGCACTGCCCGCTCACCTGCACAGGCGE
ACCGCATGACACCCAGACATACACACAACACAGACAAAAGACACACGGACACACACACGGCACATACACAACTCTTGGCCACAGAAGGATA
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