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Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CaCu: Cancer Cérvico-uterino

ITS: Infecciones de transmision sexual.

LIEBG: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado.
LIEAG: Lesiones intraepiteliales de alto grado.

MNPCR (Multiplex Nested Polymerase Chain Reaction): Mdltiple Anidada

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

NCBI (National Center Biotechnology Information): Centro Nacional de

Informacién Bioinformatica.

OE-PCR (Overlap Extension Polymerase Chain Reaction): Sobrelapamiento de

Extension por Reaccidén en Cadena de la Polimerasa.
ORF (Open Reading Frame): marco abierto de lectura

RT-PCR (Reverse Transcription-Polimerase Chain Reaction): transcripcion

reversa del ARN.

RT-gPCR (Real Time- Polimerase Chain Reaction): reaccién en cadena de la

polimerasa en tiempo real.

VPH: Virus del Papiloma Humano



Resumen

La construccion de ADN recombinante es una tecnologia que ha abierto
oportunidades a instituciones académicas y centros de investigacion a realizar
estudios que permiten observar desde la expresion de un gen o grupo de genes
hasta la validacion de resultados de pruebas estandar de importancia en areas
como la industria alimentaria, legal, salud, entre otros. Para ello, se han empleado
una serie de metodologias y técnicas cuyo propésito es aislar, propagar o multiplicar
ADN a fin de manipularlo. Algunas de estas metodologias integran elementos como
las enzimas de restriccidon y técnicas basadas en la generaciéon de multimeros de
ADN mediante sobrelapamiento de extensién por la reaccién en cadena de la
polimerasa (OE-PCR), que como resultado generan ADN que procede de origenes
diversos y pueden combinarse para crear una nueva molécula, con nueva
informacion genética y con capacidad de replicarse en un microorganismo como las
bacterias. Esta tecnologia ha sido de gran importancia en su integracion en diversos
rubros a nivel mundial, en donde se encuentra la salud, ya que existen diversas
enfermedades que aquejan a la poblacién, y han sido un factor importante de
mortalidad. Algunas de estas enfermedades se encuentran las Infecciones de
Transmisién Sexual (ITS), como la ocasionada por Virus del Papiloma Humano
(VPH), cuya infeccién persistente puede llevar a la aparicion de lesiones y Cancer
Cérvico-Uterino, el cual es el cuarto tipo mas frecuente de cancer en mujeres a nivel
mundial, por ello un diagnéstico oportuno aunado a una deteccion temprana es
importante para revertir este problema de salud publica, sin embargo, aunque esta
tecnologia empleada para la deteccién de ITS como las ocasionadas por VPH es
una herramienta muy Util, los costos aun siguen siendo no accesibles para todos,
sobre todo en paises en vias de desarrollo. El objetivo del trabajo fue la construccion
de un control positivo para la deteccién de VPH con genotipos clonados en tandem.
Gracias a la aplicacion de estas tecnologias, en este trabajo de se logré obtener un
multimero de ADN correspondiente a genotipos de Virus del Papiloma Humano de

alto riego.
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1. Introducciéon

Los virus del papiloma humano (VPH) infectan habitualmente la piel y la superficie
mucosa en los seres humanos. Son agentes causales de varios tipos de cancer,
entre ellos el cancer cérvico-uterino (CaCu), resultado de una infeccion persistente
por uno o0 mas tipos de VPH de alto riesgo. En 2012, a nivel mundial se
diagnosticaron 528 000 casos nuevos de CaCu, cuya mortalidad resulto en 266 000
mujeres, de las cuales 231 000 mujeres se encontraban en paises de bajos o
medianos ingresos y 35 000 mujeres vivian en paises de ingresos altos (Broutet N
et al., 2016). En 2012, en el continente americano mas de 83 000 mujeres fue
diagnosticadas con CaCu y casi 36 000 fallecieron por esta enfermedad. La tasa de
mortalidad es tres veces mas alta en Latinoamérica y el caribe respecto a
Norteamérica haciendo evidente la desigualdad en los sistemas sociales y de
acceso a salud (Gaceta Mexicana de Oncologia. 2014; Organizacion panamericana
de la Salud; Organizacion Mundial de la Salud, 2018). En México, anualmente se
registran 13 960 nuevos casos de CaCu. En el 2013, en un grupo especifico de
mujeres de 25 afos en adelante se registraron 3 771 muertes por tumores malignos
por CaCu. Las entidades con mayor mortalidad por CaCu son Morelos, Chiapas y

Veracruz (secretaria de Salud, 2015).
Virus del Papiloma Humano

Los VPH son virus pequefios de 45 a 55 nm de didmetro, con una céapside de
simetria icosaédrica, sin envoltura conformados por un genoma circular y hélice de
doble hebra de ADN de aproximadamente 8 kilobases, contiene 9 o 10 regiones
codificantes, denominadas zonas abiertas de lectura (Open Read Fragments por
sus siglas en ingles). Las ORFs son secuencias de nucleodtidos que codifican
proteinas no estructurales involucradas en la regulacion de funciones virales, asi
como proteinas estructurales involucradas de las diferentes particulas del virus (De
la Fuente-Villarreal et al., 2010; Unemo et al., 2013).

El genoma del VPH esta constituido por 8 genes de los cuales dos tipos lo
conforman, aquellos que son codificados en las etapas tempranas de la infeccion,

conocidos como genes E (Early) que codifican proteinas no estructurales, y aquellos



que son codificados durante etapas tardias del ciclo de replicacion del mismo,
conocidos como L (Late), que codifican proteinas estructurales. Se conocen seis
genes tempranos: E1, E2, E4, E6y E7, y dos tardios: L1y L2. Los genes tempranos
codifican proteinas involucradas en la replicacion y regulacién viral, asi como en su
capacidad carcinogénica. Por otro lado, los genes tardios codifican las proteinas

estructurales que conforman la capside viral (Sanabria, 2009).

Existen méas de 200 tipos diferentes, de los cuales 100 se han secuenciado y 40 se
sabe infectan especificamente la mucosa genitoanal de los seres humanos (Unemo
et al., 2013). Sin embargo, hay manifestaciones clinicas que incluyen lesiones
proliferativas en la piel y las mucosas oral y laringea (De la Fuente-Villarreal et al.,
2010). Los tipos de VPH que se detectan con frecuencia en la zona genitoanal se
subdividen en VPH de bajo riesgo asociados con condilomas acuminados y lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIEBG) cuyos genotipos se encuentra 6,
11, 42, 43 y 44 principalmente y VPH de alto riesgo u oncogénicos, asociados a
lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG) debido a que pueden ocasionar la
apariciéon de neoplasias malignas tanto en el epitelio escamoso como glandular
cuyos genotipos son 16, 18, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68
(Sanabria, 2009).

Para la deteccion de VPH se utilizan pruebas moleculares, debido a que no se
pueden cultivar in vitro. Algunas pruebas moleculares de deteccion son la
hibridacién in situ, utilizando sondas para detectar secuencias de ADN, observacion
de tejido infectado tefiido bajo un microscopio y la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR) (De la Fuente-Villarreal D et al., 2010) amplificando secuencias
especificas de ADN mediante el uso de oligonucledtidos convencionales y
oligonucledtidos degenerados consenso como se observa en el esquema 1. Estos
oligonucleotidos amplifican secuencias conservadas de genes tanto E (GP-E6/E7)
como L My-11/09; GP-5+/6+), asi como oligonucleoétidos para regiones especificos
para cada genotipo (HPV- 16,18, 31, 45, 59; HPV -33, 6/11, 58,52, 58; HPV-35, 42,
43, 44; HPV-68, 39, 51, 66) (Sotlar, K et al., 2004).



Un diagndstico oportuno aunado a una deteccion temprana de VPH permite una
medida de prevencion y/o tratamiento de lesiones que puedan desarrollarse como
CaCu (Instituto Nacional del Cancer, 2020).

Las pruebas de deteccion para VPH han demostrado tener una mayor sensibilidad
en el reconocimiento de secuencias de acidos desoxirribonucleico (ADN) de VPH
(Joshi M., 2010; Heredia-Caballero A. G et al., 2017). Estas pruebas se basan en
técnicas de biologia molecular, debido a no poder cultivar al virus con métodos
clasicos, es decir, requiere de técnicas que demandan tiempo e instalaciones
especializadas y costosas de cultivo celular para poder contar con ADN viral
requerido para pruebas de deteccion (Sabater-Cabrera et al., 2017). No obstante,
existen una variedad de pruebas comerciales y desarrolladas internamente por
laboratorios, sin embargo, en todos los casos se requiere del uso de controles

positivos que validen los ensayos (Unemo M et al., 2013).

Una opcidn para obtener controles positivos es la tecnologia del ADN recombinante
y técnicas de biologia molecular como Sobrelapamiento de extension por reaccion
en cadena de la polimerasa (OE-PCR por sus siglas en ingles) que permite clonar
secuencias especificas del genoma que proviene de origenes diversos como
alternativa a las empleadas con enzima de restriccion (Van der Ent F. & Lowe J.
2006; Lee J 2010; Chun You et al., 2011; Bryksin A. & Matsumura I. 2013; GOmez-
Marquez J. 2013).
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Esquema 1. Tamafio de fragmentos de genotipos utilizando los oligonucleétidos E6/E7
para deteccion vy tipificacion (GP-E6/E7). La genatipificacion utilizando una reaccién en
cadena de la polimerasa multiple Anidada (MNPCR) agrupada en 4 grupos HPV-16, 18, 31,
45, 59; HPV-33, 6/11, 58,52, 58; HPV-35, 42, 43, 44; HPV-68, 39, 51, 66) tomado de Sotlar
(Sotlar, K et al., 2004).

2. Antecedentes

En 2006, De Guglielmo y colaboradores realizaron un estudio sobre el VPH en
lesiones intraepiteliales escamosas de cuello uterino, cuyas muestras de pacientes
con resultados positivos de ADN viral, se procesaron para ser tipificados mediante

una multiple reaccién en cadena de la polimerasa (MPCR) de kit comercial.

En un estudio de Suarez y colaboradores en 2006, detectaron y tipificaron muestras
genitales mediante técnicas de biologia molecular, utilizando oligonucledtidos
consenso y microarreglos (Papillomavirus Clinical Arrays), para detectar 35

genotipos de VPH mas frecuentes.



En el 2005, Charles W. Noah y colaboradores realizaron un estudio donde
desarrollaron cepas de Salmonella typhimurium DT104 y Escherichia coli O157:H7,
enterohemorragica para expresar la Proteina Verde Fluorescente modificada (GFP)
mediante técnicas de ADN recombinante y un vector pAG408, para ser utilizadas

como posibles controles positivos en el andlisis de muestras.

En 2006, Amaresh Das y colaboradores, desarrollaron un ARN de control positivo
interno para detectar el ARN del Virus de la influenza Aviar mediante
oligonucledtidos que amplifican una secuencia del Gen Unica utilizando

transcripcion inversa RT-PCR y RT-qPCR en tiempo real.

En 2011, Chun You y colaboradores realizaron un estudio de mutagénesis sitio-
dirigida, utilizando el OE-PCR para insertar un multimero de ADN a Escherichia coli

y Bacilus subtilis.
3. Justificacion

Para poder validar la realizacion del procedimiento de PCR, es necesario un control
positivo, por ello es importante contar con una fuente de controles adecuados, sin
embargo, en el caso de VPH una de las fuentes para contar con ello, implica altos
costos y la utilizacién de equipamiento e instalaciones especializadas en el manejo
aplicado de cultivos celulares como fuente de genotipos virales. Por otro lado, la
PCR en biologia molecular ha sido una herramienta muy util debido a su
especificidad y sensibilidad en deteccidén de secuencias de interés como genotipos
de alto riego, lo cual contribuye a una obtencion de mas informacién para un
diagnéstico temprano de VPH evitando su desarrollo a formas mas graves de la

infeccion.

Por ello, utilizando técnicas moleculares como OE-PCR como técnica de
ensamblaje de secuencias de interés que permite la unidon de fragmentos de
secuencias especificas de ADN para generar un nuevo fragmento, sin el uso de

enzimas de restriccion.



La generacion de estos controles como resultado de OE-PCR nos permitira obtener
clones, los cuales, contribuyen a una fuente mas de genotipos de alto riesgo para

su deteccién en el Centro de Deteccion Biomolecular.
4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Obtener un control positivo interno clonado en tandem mediante sobrelapamiento
de extensiéon por reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de Virus

del papiloma Humano.

4.2 Objetivos especificos

» Procesamiento de muestras con diagnostico positivo a genotipos 16, 18, 31,
45, 59 de Virus de Papiloma Humano.

» Disefiar oligonucleétidos de sobrelapamiento para cada genotipo in sillico
mediante el Software SNAPGENE.

» Establecer las condiciones para el Sobrelapamiento de extension por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (OE-PCR) para la union genotipos-

genotipo.



6. Disefio experimental

Procesamiento de muestras con
resultado positive a VPH 16, 18, 31,
45 59

Disefio y analisis in silico de
oligonucledtido mediante el software
SMNAPGEME

L‘ Disefio de oligonucledtidos OE-PCR

OE-PCR in sflico

Analisis in Vitro
Oligonucledtidos OE-PCR

Obtencidén de material genético

|
PCR de verificacion (muestras
verificadas para cada genotipo)

Amplificacién de region de genes

X
EG/ET (GP-EG/ET)

Genotipos (OE-FCR)

Sobrelapamiento de extensidn por
reaccion en cadena de la polimerasa
(OE-PCR)

_‘ PCR. de verificacion genotipica

PCR deteccion VPH nuevo control

7. Metodologia

7.1 Muestras

Se trabajé con muestras con resultado positivo a Genotipos de alto riesgo 16, 18,

31, 45, 59 en el Centro de Deteccién Biomolecular.

14



7.2 Disefio y andlisis in silico de Oligonucleétidos
7.2.1 Disefio de Oligonucleétido OE-PCR

Las secuencias utilizadas se obtuvieron de GenBank de NCBI, para genotipo 16
(K02718), 18 (KY502094), 31 (KX638481), 45 (KY565653) y 59 (KU298922). Para
el vector de clonacién p.Bluescript SK (+) con nimero de acceso (X52325). Se utilizé
el Software SNAPGENE para realizar el disefio de oligonucleétidos para OE-PCR
tanto para los genotipos como del plasmido de clonacion, siguiendo el protocolo de
Bryksin A. & Matsumura I. (Bryksin A & Matsumura I. 2013). También se utilizaron
programas como PRIME 3 (Untergasser A et al., 2012), Thermo Fisher Scientific
(Termo Fisher Scientific Web Tools 2019). Como se muestra en el esquema 2,
donde inicialmente se selecciond el grupo de genotipos de interés para combinar
fragmentos de ADN. En el genotipo 16 (amarillo) en la region 5°tiene superpuestas
secuencias de la region terminal 3"del plasmido (rosa-amarillo) y en el extremo
terminal 3" del genotipo 16, tiene superpuestas secuencias de la regién 5° del
genotipo 18 (amarillo-azul). 2) En el genotipo 18 (azul) en la region 5" tiene
superpuestas secuencias de la region terminal 3"del genotipo 16 (azul-verde) y en
el extremo terminal 3"del genotipo 18, tiene superpuestas secuencias de la region
5°del genotipo 31 (azul-verde). 3) En el genotipo 31 (verde) en la regién 5° tiene
superpuestas secuencias de la region terminal 3"del genotipo 18 (azul-verde) y en
el extremo terminal 3"del genotipo 31, tiene superpuestas secuencias de la region
5°del genotipo 45 (verde-morado). 4) En el genotipo 45 (morado) en la regién 5
tiene superpuestas secuencias de la region terminal 3"del genotipo 31 (verde-
morado) y en el extremo terminal 3"del genotipo 45, tiene superpuestas secuencias
de la regién 5”del genotipo 59" (morado-gris). 5) En el genotipo 59 (gris) en la regién
5" tiene superpuestas secuencias de la region terminal 3"del genotipo 45 (morado-
gris) y en el extremo terminal 3"del genotipo 59, tiene superpuestas secuencias de
la region 5°del plasmido (morado-rosa) (Van der Ent F, Lowe J. 2006; Nelson M.D,
Fitch D.H.A. 2012; You C, Percival Z. 2012).
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Esquema 2. Esquema de disefio de oligonucledtidos para OE-PCR (BioRender 2020).
7.2.2 OE-PCR in silico

Se realzaron OE-PCR en el programa SNAPGENE utilizando los oligonucleétidos
disefiados (tabla 1), y el producto amplificado se utiliz6 como inserto para el
ensamble en el plasmido de clonacién p. Bluescript SK (+). Se evaluaron los
pardmetros utilizando herramientas para el calculo de Tm usando SNAPGENE,
Thermo Fisher Scientifics Tools, NEB Tools (Termo Fisher Scientific Web Tools,
2019; NEB, 2019).
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Tabla 1. Oligonucleétidos para OE-PCR.

Oligonucledtido  Secuencia 53" Tm pb GC%
OEi16.FOR CACAGTTATGCACAGAGCTGCA 59° 22 50
OE16i.REV TGTTATTTCTATGTCTTGCAGTGAAGTGCATATATTCATGCAATGTAGGTGTATCTCCATGCATGATTAC 68° 70 37
OEi18.FOR TTGCATGAATATATGCACTTCACTGCAAGACATAGAAATAACCTG 65° 45 36
OE18i.REV AGTTCATGCAATTTCGTTGTGAAATCGTCGTTTTTCATTAAGGTGT 67° 46 35
OEi31.FOR GACGATTTCACAACGAAATTGCATGAACTAAGCTCGGCA 67° 39 44
OE31i.REV GTAATGCACTTTTCCACCACATATACCTTTGTTTGTCAATTTTTCTAATGTTGT 66° 54 31
OEi45.FOR AACAAAGGTATATGTGGTGGAAAAGTGCATTACAGGATGGC 66° 41 41
OE45i REV GTTCCCCTTTGACCTCTGTGCGTTCCAATGT 67° 52 52
OEi59.FOR CGCACAGAGGTCAAAGGGGAACTGCAAGAAAGAGAG 68° 36 53
OE59i REV TATAACAGCGTATCAGCAGCTCATGT 60° 26 42
Secuencias de oligonucledtidos para amplificar genotipos para OE-PCR

(SNAPGENE, 2019)
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Oligonucledtidos
Genctipo 16
Genotipo 18
Genotipo 31
Genotipo 45

Genotipo 59

OE-PCR --5 genotipos

1408 pb

Esquema 3. Ensamble de genotipos 16, 18, 31, 45 y 59 producto de OE-PCR, con los

Oligonucledtidos del genotipo 16 se obtiene un producto amplificado de 487 pb,
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sobrelapando 43 pb con el genotipo 18. Oligonucleétidos del genotipo 18 se obtiene un
producto de 353 pb, que sobrelapa 29 pb con el genotipo 31. Oligonucleétidos del genotipo
31 se obtiene un producto de 295 pb, que sobrelapa 33 pb con el genotipo 45.
Oligonucledtidos del genotipo 45 se obtiene un producto amplificado de 179 pb, que
sobrelapa 22 pb con el genotipos 59. Oligonucleétidos del genotipo 59 se obtiene un
producto amplificado de 229 pb. El fragmento obtenido con los 5 genotipos tiene un tamafio
de 1408 pb.

8. Analisis in vitro
8.1 Procesamiento de material genético

Se utilizaron muestras con diagnostico positivo a genotipo 16, 18, 31, 45y 59 para
realizar extraccion de ADN. Siguiendo el protocolo de extraccion High Pure Viral
Nucleic (ROCHE®), se cuantifico el material genético en nanofotémetro
(Nanophotometer IMPLEN®), se almaceno a -20°C.

8.2 PCR de Verificacién (muestras verificadas para cada genotipo)

Se realiz6 PCR utilizando Thermo Scientific™ Dream Taq DNA Polymerases
(5U/uL) para verificar que los Oligonucleétidos disefiados (tabla 1) amplifiquen los
productos esperados, utilizando muestras verificadas para genotipos (16, 18, 31,
45, 59) en el centro de deteccion biomolecular (anexo 2: tabla 24). Con el siguiente

protocolo.

Preparacién master mix

Reactivos 5 reacciones
H,O 15.9 pL
Master mix 7.7 uL
Oligonucledtidos (F) Genotipificacion/OE- | 5 pL
PCR
Oligonucledtidos (R) Genotipificacion/OE- | 5 pL
PCR
Templado 2 uL
Volumen final por reaccion 25 uL




Programa de amplificacion

Numero de Pasos PCR Temperatura Tiempo
ciclos
1 Desnaturalizacion 95 °C 2 minutos
inicial
35 Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Alineamiento 55°C 30 segundos
58°C 30 segundos
62° C 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de amplificacion se visualizo en electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido en bromuro de etidio y expuesto en fotodocumentador (Gel logic 212 PRO),

utilizando el software Carestream.
8.3 Amplificacion de regidones conservadas de los genes E6/E7
8.3.1 Amplificacién E6/E7

Para generar una mayor concentracion de ADN de la regién E6/E7, para su posterior
genotipificacion, se realizé una primera PCR con oligonucleétidos degenerados GP
E6/E7 a las cinco muestras positivas a genotipos de VPH (16, 18, 31, 45). Utilizando
Thermo Scientific™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL). Las PCR se realizaron

en Labnet™Termociclador MultiGene. Con el siguiente protocolo.

Preparacién de master mix

Reactivo 5 reacciones
H,0 77 pL
5 x Phusion HF Buffer 25 pL
10 mmMm dNTPs 10 uL
Forware GP-E7-3F (10mM) | 5 uL
Reverse GP-E6-5B y GP-E7-68B (10mM) | 5 uL
Template DNA 2 uL
Phusion DNA Polymerase 1puL
Volumen final por reaccion 25 uL




Programa de amplificacion region E6/E7

Numero de Pasos PCR

ciclos

1 Desnaturalizaciéon
inicial

35 Desnaturalizaciéon
Alineamiento
Extension

1 Extension final

8.3.2 PCR Genotipo individual

Temperatura

95°C

Tiempo
2 minutos

1 minuto

30 segundos
30 segundos
30 segundos
1 minuto

10 minutos

Se realizaron cinco reacciones PCR con los oligonucledétidos disefiados (Tabla 1)

correspondientes a cada genotipo a amplificar, utilizando Thermo Scientific™

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL). Con el siguiente protocolo.

Preparacién de master mix

Reactivo 1 Reaccion

H,O Adicionar hasta 20 pL

5 X Phusion HF Buffer 4 pL

10 mM dNTPs 2 uL

Forware (10mM) 1uL

Reverse (10mM) 1puL

Template DNA 2 uL

Phusion DNA Polymerase 0.2 pL

Volumen 20 pL

Programa de amplificacion genotipo Individual (Centro de Deteccién Biomolecular).

Numero de  Pasos PCR

ciclos

1 Desnaturalizaciéon
inicial

35 Desnaturalizacién
Alineamiento
Extension

1 Extension final

Temperatura

95°C

Tiempo
2 minutos

1 minuto

30 segundos
30 segundos
30 segundos
1 minuto

10 minutos



5 ul del producto de PCR de cada reaccion fue visualizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%, tefiido en bromuro de etidio revelado en fotodocumentador

(Gel logic 212 PRO), utilizando el software Carestream.

Se obtuvo la medicién de concentracion de 1 pL de producto final de PCR de cada
genotipo amplificado con el nanofotometro (Nanophotometer IMPLEN®) para su

posterior utilizacién en la OE-PCR.
9. Sobrelapamiento de Extension por Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

En el OE-PCR se utilizé el protocolo de Bryksin & Matsumura (Bryksin & Matsumura,
2013), realizando en tandem la adicion de un fragmento a la vez como se muestra

en el esquema 4.

QE-PCR Ge":éip:\:l-—-—-—
59
3
ﬂGmulipo
45 59
OE-PCR l
Genotipo
18

Genotipo  Genotipo Genotipo
s SR Genatpo” ey

OE-PCR }

Genotipo o
16 TITTTTTTT
_//— G, " " G il
P P P P
18 31 45 59

TTTTITTTTY /
Genotipo 7 OE-PCR

i p Genotipo P
16 18 31 45 59

Fragmento 5 Genotipos

Created in BioRender.com bio

Esquema 4. Cada fragmento amplificado con los oligonuclettidos disefiados es

sobrelapado un fragmento a la vez para unirlo con su correspondiente extremo

complementario y formar una sola secuencia producto de OE-PCR.

Para realizar el OE-PCR, se tomaron los fragmentos amplificados con

oligonucledtidos disefiados (tabla 1), utilizandolos como megaoligonucledtidos, es
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decir, sin adicién en la mezcla para OE-PCR de oligonucleétido alguno. Calculando

la concentracion a utilizar de cada genotipo amplificado, basado en protocolo

(Nelson M.D., Fitch D.H.A. 2012), en el cual la concentracion de cada fragmento

amplificado debe ser equimolar en la mezcla de PCR, esto mediante la férmula

(Anexo 1) utilizada en el programa BIOMATH (Promega, 2019), donde se coloca el

tamafio del fragmento (pb) y la concentracion registrada con nanofotometro

(Nanophotometer IMPLEN®) convertida en pug/uL para obtener los pmol/uL de cada

fragmento.

OE-PCR genotipos 45-59

Reactivo 1 Reaccion
H,O 10.77 pL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mM dNTPs 2 uL
(Megaoligonucleotido) Fragmento 45 1.34 uL
(megaoligonucleotido) Fragmento 59 1.69 plL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 pL
Programa de sobrelapamiento
Numero  Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizaciéon 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizaciéon 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto se visualizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido en

bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream en el
equipo (Gel logic 212 PRO).



Se cuantificé 1 pl del producto de PCR en nanofotdmetro, y siguiendo el protocolo
de Nelson (Nelson M. D., Ficht D. H. A. 2012) para realizar los calculos de

concentracion utilizando la herramienta BIOMATH (Promega, 2019).
9.1 PCR verificacién genotipica
9.1.1 PCR Verificacion fragmento de los genotipos 45-59

Se realiz6 una PCR para amplificar los genotipos 45-59 adicionando
oligonucledtidos (tabla 1) OEi45.FOR y OE59i.REV. A fin de verificar el producto de
PCR.

Protocolo Master mix genotipos 45-59.

Reactivo 1 Reaccion
H,0 9.8 uL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mM dNTPs 2 uL
OEi45.FOR 1L
OE59i.REV 1l
Templado Fragmento 45-59 2 uL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 pL

Programa Termociclos

Numero  Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizacién 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizacién 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos

1 Extension final 72°C 10 minutos



El producto de PCR se visualizé mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

tefiido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream
en el equipo (Gel logic 212 PRO).

OE-PCR genotipos 31-45

Reactivo 1 Reaccion
H>O 10.04 pL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mm dNTPs 2 uL
(Megaoligonucleotido) Fragmento 31 1.71 pL
(megaoligonucleotido) Fragmento 45 1.13 pL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 pL
Programa de sobrelapamiento
Numero | Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizaciéon 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualiz6 mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

teflido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream

en el equipo (Gel logic 212 PRO), para comprobar el tamafio del producto, 1 ul de

la concentracion del amplificado se cuantific6 en nanofotometro (Nanophotometer

IMPLEN®).



9.1.2 PCR verificacion fragmento de los genotipos 31-45

Se realiz6 una PCR para amplificar el fragmento de los genotipos 31-45 adicionando
oligonucledtidos (tabla 1) OEi31.FOR y OEi45.REV. A fin de verificar el producto de
PCR.

Protocolo master mix fragmento genotipos 31-45.

Reactivo 1 Reaccion
H,O 9.8 uL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mMm dNTPs 2 uL
OEi31.FOR 1ul
OE45i.REV 1uL
Templado Fragmento 31 — 45 2 uL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 pL

Programa de termociclos

Numero  Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizacion 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizacion 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55 °C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de amplificacién se visualizo en electroforesis en gel de agarosa al 1%,
teflido en bromuro de etidio y expuesto en fotodocumentador (Gel logic 212 PRO),

utilizando el software Carestream.



OE-PCR fragmento genotipos 31-45 adicion fragmento genotipo 18

Reactivo 1 Reaccion
H,0 10.96 pL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mm dNTPs 2 uL
(Megaoligonucleotido) fragmento 31-45 1.71 pL
(megaoligonucleotido) fragmento 18 1.13 pL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 uL
Programa de sobrelapamiento
Numero  Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizacion 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizacion 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualizé mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream
en el equipo (Gel logic 212 PRO) para comprobar el tamafio del producto. 1 pl de la

concentracion del amplificado se cuantifico en nanofotometro (Nanophotometer

IMPLEN®).

9.1.3 PCR verificacion fragmento de genotipos 18-31-45

Se realiz6 una PCR para amplificar el fragmento de los genotipos 18-31-45
adicionando oligonucleétidos (tabla 1) OEi18.FOR y OEi45.REV. A fin de verificar

el producto de PCR.



Protocolo Master mix fragmento genotipos 18-31-45.

Reactivo 1 Reaccion
H>O 9.8 uL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mm dNTPs 2 uL
OEi18.FOR 1ul
OE45i.REV 1ul
Templado Fragmento 18-31 — 45 2 uL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 uL

Programa de amplificacion

Numero | Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizacidon 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizacidon 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualizé6 mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream
en el equipo (Gel logic 212 PRO).

OE-PCR fragmento genotipos 18-31-45 adicion fragmento genotipo 16

Reactivo 1 Reaccion
H,0 12 pL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mMm dNTPs 2 uL
(Megaoligonucleotido) fragmento 18-31-45 | 1 uL
(megaoligonucleotido) fragmento 16 0.8 uL
Phusion DNA Polymerase 0.2 puL
Volumen final 20 pL



Programa de sobrelapamiento

Numero | Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizaciéon 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizaciéon 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualizé mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream
en el equipo (Gel logic 212 PRO), para comprobar el tamafio del producto, 1 ul de
la concentracion del amplificado se cuantific6 en nanofotometro (Nanophotometer
IMPLEN®).

.9.1.4 PCR verificacion fragmento de los genotipos 16-18-31-45

Se realiz6 una PCR para amplificar el fragmento de los genotipos 16-18-31-45
adicionando oligonucleétidos (tabla 1) OEi16.FOR y OEi45.REV. A fin de verificar
el producto de PCR.

Protocolo Master mix fragmento genotipos 16-18-31-45.

Reactivo 1 Reaccion
H,O 9.8 uL
5 X Phusion HF Buffer 4 uL
10 mm dNTPs 2 uL
OEi18.FOR 1ul
OE45i.REV 1pul
Templado Fragmento 16-18-31-45 2 uL
Phusion DNA Polymerase 0.2 uL
Volumen final 20 pL




Programa de amplificacion

Numero | Pasos PCR Temperatura Tiempo
de ciclos
1 Desnaturalizaciéon 98 °C 2 minutos
inicial
25 Desnaturalizaciéon 95 °C 1 minuto
Alineamiento 55°C 1 minuto
58 °C
62 °C
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualiz6 mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream

en el equipo (Gel logic 212 PRO).
10. PCR deteccién VPH nuevo control

Se utiliza el fragmento ensamblado en tAndem mediante OE-PCR de los genotipos
18-31-45 (763 pb) con el siguiente protocolo.

Protocolo Master Mix

Reactivo 1 Reaccion

H20 8.8ulL

Master Mix 3.12 uL

G31.FOR 2 uL

G31.REV 2 uL

Templado 2ul

Templado Fragmento 18-31-45 2uL

Volumen final 20 pL

Programa de amplificacién genotipo Individual (para la genotipificacion de VPH en

el Centro de Deteccion Biomolecular).



Numero de  Pasos PCR Temperatura Tiempo
ciclos
1 Desnaturalizacion | 95 °C 2 minutos
inicial
35 Desnaturalizacion | 95° C 1 minuto
Alineamiento 55°C 30 segundos
58°C 30 segundos
62°C 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto
1 Extensidn final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se visualizé mediante Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido en bromuro de Etidio (5mg/L) y fotodocumentado con el software Carestream
en el equipo (Gel logic 212 PRO).

11. Resultados y discusion
11.1 Verificacidén disefio de oligonucledtidos OE-PCR: analisis in silico

En las figuras 1-5 se muestras los resultados del andlisis en BLAST/NCBI para los
oligonucledtidos que amplifican los genotipos VPH 16,18,31,45 y 59, observando
los distintos resultados para cada una de las secuencias similares obtenidas y el E-
Value de menor a mayor (Bryksin A & Matsumura |, 2013; Giménez-Alvarado C &
Colmenares-Esqueda M, 2015).

Resultados del andlisis BLAST para los oligonucleétidos (tabla 1) OE-PCR.

Description Scientific Name LI ] EEy = FE ez e
- v Score Score Cover wvalue ldent  Len
- - - - - -

Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 335 _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11  100.00% 7909 MN961217.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 334 _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11  100.00% 7909 MNS61216.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 331, complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11  100.00% 7906 MNS61215.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 324, _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11 100.00% 7909 MN961214.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 320, _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11  100.00% 7908 MNS61213.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 316,_complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11 100.00% 7909 MN961212.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 307, _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11  100.00% 7905 MNS61211.1
Human papillomavirus type 16 isolate INDRE 275, _complete genome Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11 100.00% 7908 MNS61210.1
Human papillomavirus type 16 strain HPV-03 transforming protein (E7) gene, complete cds Human papillomavirus type 16 787 787 45% 5e-11 100.00% 468 MN943495.1
Human papillomavirus type 16 strain HPV-02 transforming protein (E7) gene._complete cds pe 16 787 787 45% 5e-11 10000% 468 MNS43494.1
7). gene,_ complete cds Human papillomavirus type 16 787 787 45% Se-11 100.00% 468 MN943453.1
Human papillomavirus type 16 strain E7-958 transforming protein (E7) gene _complete cds Human papillomavirus type 16 787 787 45%  be-11 10000% 468 MN9434921
Human papillomavirus type 16 strain £7-713 transforming protein (E7) gene _complete cds Human papillomavirus type 16 787 787 45%  5e-11 10000% 468 MN9434911
Human papillomavirus type 16 strain E7-646 transforming protein (E7) gene, complete cds Human papillomavirus type 16 787 787 45%  be-11 100.00% 468 MN943490.1
Human papillomavirus type 16 isolate HPV-659 transforming protein (E7) gene. complete cds ~ Human papillomavirus type 16 787 787 45%  5e-11 10000% 469 MN881093.1
Human papillomavirus type 16 isolate HPV-658 transforming protein (E7) gene, complete cds ~ Human papillomavirus type 16 787 787 45%  DBe-11 100.00% 469 MNBE1092.1
Human papillomavirus type 16 isolate HPV-477 transforming protein (E7) gene. complete cds ~ Human papillomavirus type 16 787 787 45%  be-11 10000% 469 MN881091.1
Human papillomavirus type 16 isolate HPV-290 transforming protein (E7) gene, complete cds ~ Human papillomavirus type 16 787 787 45%  5e-11 10000% 469 MN8B1090.1
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Figura 1. Resultado andlisis para oligonucleétido que amplifica Genotipo 16 (OEi16), con

un porcentaje de identidad de 100%, tomado (NCBI, 2019).

Descipton ScniicNare | S0 oo Gowr vage | it lon | Aocesson
- - - - - -

Human papillomavirus type 18 K1872 DNA, complete genome Human papillomavirus t 584 114 67%  2e-06 100.00% 7857 LC509006.1
Human papillomavirus type 18 K2087 DNA, complete genome Human papillomavirus t... 58.4 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC509004.1
Human papillomavirus type 18 K1385 DNA,_complete genome Human papillomavirus t 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC5090031
Human papillomavirus type 18 TK032 DNA _complete genome Human papillomavirus t 584 114 67%  2e-06 100.00% 7857 LC509001.1
Human papillomavirus type 18 K1329 DNA, complete genome Human papillomavirus t... 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC508999.1
Human papillomavirus type 18 K1506 DNA,_complete genome Human papilloma 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC5089981
Human papillomavirus type 18 K1092 DNA, _complete genome Human papillomavirus t 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC508996.1
Human papillomavirus type 18 K0390 DNA, complete genome Human papillomavirus t... 58.4 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC508994.1
Human papillomavirus type 18 K0280 DNA,_complete genome Human papillom. 584 114  67% 2e-06 100.00% 7857 LC5088931
Human papillomavirus type 18 K0213 DNA, complete genome Human papillomavirus t 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC5089921
Human papillomavirus type 18 S\052 DNA, complete genome Human papillomavirus t... 58.4 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC508991.1
Human papillomavirus type 18 SW044 DNA,_complete genome Human papillomavirus t 584 114  67% 2e-06 100.00% 7857 LC5088901
Human papillomavirus type 18 SW024 DNA, complete genome Human papillomavirus t 584 114 67% 2e-06 100.00% 7857 LC508983.1
Human papillomavirus type 18 CL084 E6, ET genes for E6 protein, ET protein, complete cds Human papillomavirust... 584 114 67% 2e-06 100.00% 803 LC5405121
Human papillomavirus type 18 CL083 E6, ET genes for E6 protein, E7 protein_complete cds 584 114  67% 2e-06 10000% 803 LC5405111
Human papillomavirus type 18 CL053 E6, EY genes for E6 protein, E7 protsin. complete cds Human papillomavirus t 584 114 67% 2e-06 100.00% 803 LC5404811
Human papillomavirus type 18 CL029 E6, ET genes for E6 protein, EY protein, complete cds Human papillomavirus t... 58.4 114 67% 2e-06 100.00% 803 LC5404571
Human papillomavirus type 18 CL019 E6,_ET genes for E6 protein, E7 protein. complete cds Human papilloma 584 114 67%  2e-06 10000% 803 LC5404471

Figura 2. Resultado andlisis para oligonucleétidos que amplifica Genotipo 18 (OEil8) con

un porcentaje de identidad de 100%, tomado NCBI (NCBI, 2019).

Description Scientific Name I | @ = e e, AemTeET
- - Score Score Cover value Ident | Len
- - - - - -

Human papillomavirus type 31 isclate INDRE 147 EG protein (E6) gene, complete cds human papillom 694 B34 39% 8e-10 10000% 450 MK410488 1
Human papillomavirus type 31 isolate INDRE 137 E6 protein (E6) gene, complete cds human papillom... 69.4 69.4 39%  8e-10 100.00% 450 MK410484.1
Human papillomavirus type 31 isolate LNS7384732_HPV31, complete genome human papillom. 694 694 39%  Be-10 10000% 7878 LRB8620181
Human papillomavirus type 31 isclate 295, complete genome human papillom 694 694 39% 8e-10 100.00% 7878 KX514430.1
Human papillomavirus type 31 isolate 114B,_complete genome human papillom... 69.4 69.4 39%  8e-10 100.00% 7803 KXx514424.1
Human papillomavirus type 31 isolate NGIb128-31 E6 protein (E6) gene cds; and E7 protein (E7) ge... human papillom 694 694 39% 8e-10 10000% 550 KX5453491
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL16 E6 (E6),_E7 (E7)_and E5 (E5) genes_complete cds human papillom .. 694 634 39%  8e-10 10000% 3963 KU163568 1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL15 E6 (E6), EY (E7),_and E5 (ES) genes, complete cds human papillom... 69.4 694 39% 8e-10 100.00% 3963 KU163567.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL14 E6 (E6), E7 (E7)._and E5 (E5) genes _complete cds human papillom 694 694 39%  8e-10 10000% 3963 KU163566.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL13 E6 (E6), EY (ET),_and E5 (E5) genes,_complete cds human papillom 694 694 39%  8e-10 100.00% 3963 KU1635651
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL12 E6 (E6), ET (E7)._and E5 (ES) genes, complete cds human papillom... 69.4 694 39% 8e-10 100.00% 3963 KU163564.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL10 E6 (E6), E7 (E7)_and E5 (E5) genes,_complete cds human papillom... 69.4 694 39%  8e-10 100.00% 3963 KU163562.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL0S E6 (E6), EY (ET),_and E5 (E5) genes,_complete cds human papillom 694 694 39%  8e-10 100.00% 3963 KU163561.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPLOS E6 (E6), EY (E7),_and E5 (ES) genes, complete cds human papillom... 69.4 69.4 39% 8e-10 100.00% 3963 KU163560.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPLO7 E6 (E6), E7 (E7)_and E5 (E5) genes,_complete cds human papillom... 69.4 694 39%  8e-10 100.00% 3963 KU163559.1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPL06 E6 (E6),E7 (E7)_and E5 (E5) genes_complete cds human papillom .. 694 634 39%  8e-10 10000% 3963 KU163558 1
Human papillomavirus type 31 isolate 31EPLOS E6 (E6), EY (E7),_and E5 (ES) genes, complete cds human papillom... 69.4 694 39% 8e-10 100.00% 3963 KU163557.1

Figura 3. Resultado andlisis de oligonucleétido Genotipo (OEi31)
identidad de 100%, tomado NCBI (NCBI, 2019).

con porcentaje de
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Max Total Query E Per. Acc.

Desc@tion Sciemiﬁg Name Score Score Cover wvalue Ident  Len  Accession
- v v - v -

Human i irus type 45 isolate 352_PA E6 gene lete cds; and E7 gene, partial cds human papilloma... 2898 2898 100% 00 100.00% 1569 KY565653.1
Human i irus type 45 isolate 243 _RJ E6 gene, lete cds; and E7 gene,_partial cds human papilloma... 2887 2887 100% 0.0 99.87% 1569 KY565642.1
Human papillomavirus type 45 isolate 353_RJ E6 gene, complete cds;_and E7 gene,_partial cds human papilloma... 2881 2881 100% 0.0 99.81% 1569 KY565646.1
Human papillomavirus type 45 isolate 351_RJ E6 gene, lete cds: and E7 gene, _partial cds human papilloma. .. 2881 2881 100% 00 99.81% 1569 KY5E65644 1
Human i irus type 45 isolate 69_RJ E6 gens _complete cds; and E7 gene_partial cds human papilloma... 2876 2876 100% 00 99.75% 1569 KY565631.1
Human i irus type 45 isolate 121_PA F6 gene lete cds; and E7 gene,_partial cds human papilloma... 2870 2870 100% 00 99.68% 1569 KY565650.1
Human i irus type 45 isolate 476_RJ E6 gene, lete cds; and E7 gene, partial cds human papilloma... 2870 2870 100% 0.0 99.68% 1569 KYE565648.1
Human papillomavirus type 45 isolate 249_RJ E6 gene, complete cds; and E7 gene, partial cds 2670 2870 100% 0.0 99.68% 1569 KY565643.1
Human i irus type 45 isolate 1565_RJ E6 gene, lete cds: and E7 gene, partial cds human papilloma... 2870 2870 100% 00 9968% 1569 KY565641.1
Human i irus type 45 isolate 400_RJ E6 gene, cds;_ and E7 gene, partial cds human papilloma... 2865 2865 100% 00 99 62% 1569 KY565649.1
Human i irus type 45 isolate 93_RJEG gene lete cds; and ET gene, partial cds human papilloma... 2865 2865 100% 0.0 99.62% 1569 KYE565640.1
Human papillomavirus type 45 isolate 60_RJ E6 gene, complete cds; and E7 gene, partial cds human papilloma... 2865 2865 100% 0.0 99.62% 1569 KY565630.1
Human papillomavirus type 45 isolate 32_RJ E6 gene,_complete cds; and E7 gene_partial cds human papilloma... 2861 2861 100% 00 9955% 1569 KY565629 1
Human i irus type 45 isolate 473_RJ E6 gene, lete cds;_and E7 gene,_partial cds human papilloma... 2809 2809 100% 00 98.98% 1569 KY565623.1
Human i irus type 45 isolate 359_RJ E6 gene, cds;_and E7 gene,_partial cds human papilloma... 2804 2804 100% 00 98.92% 1569 KY5656221
Human i irus type 45 isolate 340 _PA E6 gene lete cds; and E7 gene, partial cds human papilloma... 2798 2798 100% 0.0 98.85% 1569 KYE565627.1
Human papillomavirus type 45 isolate 161_RJ E6 gene, complete cds; and E7 gene, partial cds human papilloma... 2776 2776 100% 0.0 98.60% 1569 KY565605.1
Human i irus type 45 isolate 378_RJ E6 gene, lete cds: and E7 gene, partial cds human papilloma... 2774 2774 100% 00 98.60% 1568 KY565615.1

Figura 4. Resultado andlisis de oligonucleétidos Genotipo 45 (OEi45) con porcentaje de
identidad 100%, tomado NCBI (NCBI, 2019).

- - Max  Total Query E Per. Acc.
Di fi Scientific N B
L SRR Score Score | Cover wvalue Ident | Len | Accession
- - - - - v
Human I type 59 isolate 32A 59, lete genome human papillomavirus 59 14685 14585 100% 00 100.00% 7898 KU2989211
Human Il type 59 isolate LNS6249536 _HPVEY, complete genome human papillomavirus 53 14563 14563 100% 00 9995% 7898 LRE619811
hd Human p. type 59 isolate .complete genome uman papillomavirus k ] N
H I 59 isolate LNS2917513_HPV59, I h papill irus 59 14547 14547 100% 00 9991% 7898 LRE861860.1
Human type 59 isolate LNS0754030_HPV59, complete genome human papillomavirus 59 14491 14491 100% 00 9978% 7898 LR8619451
Human papill type 59 isolate LN35649440 HPVES, complete genome human papillomavirus 59 14491 14491 100% 0.0 99.78% 7698 LRG61926.1
Human I type 59 isolate LNS9786324_HPV5GS, complete genome human papillomavirus 59 14486 14486 100% 00 9977% 7898 LR862080.1
Human Il type 59 isolate LNS3929176_HPVEY, complete genome human papillomavirus 53 14486 14486 100% 00 99.77% 7898 LRE618839 1
o uman p: strain kyd-s ._complete genome uman papillomavirus ¥ o \ .
H I 59 strain kyd-s0359 | h il irus 59 14480 14480 100% 00 99.76% 7898 MI783417.1
Human type 59 isolate LNS3271300_HPV59, complete genome human papillomavirus 59 14465 14485 100% 00 9971% 7907 LRE861866.1
Human papill type 59 isolate LNS3616728_HPVES, complete genome human papillomavirus 59 14454 14454 100% 0.0 99.68% 7907 LRGE61875.1
Human I type 59 isolate LNS5859951_HPV5GS, complete genome human papillomavirus 59 14430 14430 100% 00 9965% 7898 LRB61933 1
Human Il type 59 isolate LNS3279856_HPVEY, complete genome human papillomavirus 53 14425 14425 100% 00 9963% 7898 LRE618681
o uman p: type 59 isolate Qv complete genome uman papillomavirus ¥ o
H I 59 isolate Qv33361 I h il irus 59 14403 14403 100% 0.0 9958% 7898 KC470266.1
Human type 59 isolate Qv25808, complete genome human papillomavirus 59 14403 14403 100% 00 9958% 7898 KC470264.1
Human papill type 59 isolate LNS4940018_HPVES, complete genome human papillomavirus 59 14403 14403 100% 0.0 99.58% 7698 LRG61909.1
Human I type 59 isolate Qv33993, complete genome human papillomavirus 59 14392 14392 100% 00 9956% 7898 KC470265.1
Human Il type 59 isolate LNS6048641 HPVEY, complete genome human papillomavirus 53 14392 14392 100% 00 9956% 7898 LRE619741
Human papill type 59 isolate LNS6759684 HPV5Y, complete genome human papillomavirus 59 14380 14380 100% 0.0 99.53% 7898 LR861997.1

Figura 4. Resultado analisis de oligonucle6tidos Genotipo 45 (OEi45) con porcentaje de
identidad 100%, tomado NCBI (NCBI, 2019).

11.2 OE-PCR in silico

Los oligonucleétidos disefiados (tabla 1) a través del software SNAPGENE

(SNAPGENE, 2019), nos permiten conocer un estimado del tamafio de los
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amplicones los cuales corresponden con lo esperado en el presente trabajo como

se muestra en la figura 6.
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Genotipo 59
227 bp

Amplify 159 .. 373 using:
PCR | cEise.For

OES59i.REV

Human papillomavirus type 59 isolate 32B.59, complete genome.
7838 bp

Figura 6. Amplicones obtenidos mediante PCR in silico de Virus de Papiloma Humano: 1)
genotipo 16 (487 pb); 2) genotipo 18 (353 pb); 3) genotipo 31 (295 pb); 4) genotipo 45 (179
pb); 5) genotipo 59 (227 pb), utilizando oligonucleétidos OE-PCR. Tomado de SnapGene
(SNAPGENE, 2019).

Se disefaron diferentes modelos de construccion de Genotipos/Plasmido, utilizando
los oligonucleétidos disefiados (tabla 1) a fin de visualizar el multimero producto de
la unién de genotipos 16, 18, 31, 45, 59 o 16, 18, 31 y 45 mediante OE-PCR, al
plasmido de clonacion p. Bluescript SK (+) con niumero de acceso (X52325) (figura
7 y 8), para conocer el tamafio del producto esperado. Utilizando el software
SNAPGENE (SNAPGENE ,2019). Mediante los algoritmos que utiliza el software se
puede predecir el resultado, sin embargo, hay limitaciones para las posibles
predicciones que puede realizar, ya que muchas veces no se unen a la secuencia
blanco debido a su especificidad impidiendo la amplificacion de la secuencia de
interés (Kalendar., et al 2013).
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Figura 7. Construccion final producto de la union del multimero de 5 genotipos del virus del
papiloma Humano al plasmido p. Bluescript SK (+), mediante OE-PCR in silico. Producto

final de 4358 pb (SNAPGENE 2019).
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Figura 8. Construccion in silico de producto de unién del multimero de 4 genotipos de virus
de papiloma humano al plasmido de clonacién p. Bluescript SK +), mediante OE-PCR.
Utilizando oligonucleodtidos disefiados (tablal). Producto final de 4054 pb. Tomado de
SNAPGENE (SNAPGENE, 2019).

11.3 PCR con oligonucledtidos disefiados: analisis in vitro
11.3.1 Amplificacién de genes EG/E7

La amplificacion mediante una reaccion en cadena mdultiple Anidada (NMPCR) de
la region E6/E7 resulto en un amplicon de 630 pb (Sotlar, K., et al 2004), obteniendo
un mayor numero de copias a fin de ser utilizadas posteriormente para

genotipificacion (figura 9).
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Figura 9. Electroforesis en gel agarosa 2.5%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (PCR E6/E7), Carril 3: Muestra, Carril 4: NTC (E6/E7), Carril 5:
Muestra.

11.3.2 Amplificacién de Genotipos multiples

En la figura 10, 11, 12 y 14 se observa en la electroforesis el producto de PCR
multiple Anidada (NMPCR); la primera (carriles 2-5) utilizando oligonucleétidos de
sobrelapamiento de los genotipo 16, 18, 31, 59 (tabla 1), la segunda (carriles 6-9)
utilizando oligonucleétidos de genotipificaciéon (Anexo 2), en ambas reacciones se
utiliza el producto de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (630pb) con
oligonucledtidos degenerados E6/E7 con su respectivo control negativo (carriles 3
y 7) (Sotlar, K., et al 2004).
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Figura 10. Electroforesis en gel agarosa 1; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (OE16), Carril 3: NTC (E6/E7), Carril 4: (Amplificado E6/E7),
Carril 5: Control positivo*, Carril 6: NTC (VPH16), Carril 7. NTC (E6/E7), Carril 8:
(Amplificado E6/E7), Carril 9: Control positivo verificado*.

Figura 11. Electroforesis en gel agarosa 2.5%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (OE18), Carril 3: NTC (E6/E7), Carril 4: (Amplificado E6/E7),
Carril 5: Control positivo*, Carril 6: NTC (VPH18), Carril 7: NTC (E6/E7), Carril 8:
(Amplificado E6/E7), Carril 9: Control positivo verificado*.
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Figura 12. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1. Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (OE31), Carril 3: NTC (E6/E7), Carril 4: (Amplificado E6/E7),
Carril 5: Control positivo*, Carril 6: NTC (VPH31), Carril 7. NTC (E6/E7), Carril 8:
(Amplificado E6/E7), Carril 9: Control positivo verificado*.

Figura 13. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (OE45), Carril 3: (Amplificado E6/E7), Carril 5: Control positivo

verificado*.
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Figura 14. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1. Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC (OES59), Carril 3: NTC (E6/E7), Carril 4: (Amplificado E6/E7),
Carril 5: Control positivo*, Carril 6: NTC (VPH59), Carril 7. NTC (E6/E7), Carril 8:
(Amplificado E6/E7), Carril 9: Control positivo verificado*.

La amplificacién de genotipo 16 resulto en un amplicon de 487 pb (figura 10), el
genotipo 18 resulto en un amplicon de 353 pb (figura 11), el genotipo 31 resulto en
un amplicon de 295 pb (figura 12), el genotipo 45 resulto en un amplicon de 174 pb
(figura 13), el genotipo 59 en un amplicon de 227 pb (figura 14), estos
corresponden con lo esperado respecto a el tamafio del genotipo adicionando las
secuencias complementarias para OE-PCR. Los oligonucleétidos disefiados
amplificaron todos los genotipos de interés tal como en la PCR in silico que se
muestra en la figura 6. El desarrollo de esta fase de la técnica PCR resulto bastante
eficiente con el programa de optimizacion, ya que como se puede observar en la
figura 10 a 14, se obtuvo la banda correspondiente, estos resultados concuerdan
con lo reportado en trabajos de generacion de mutagénesis sitio-dirigidas como el

realizado por Chon You y colaboradores.
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11.4 Sobrelapamiento de Extensién por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Figura 15. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1. Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: producto de OE-PCR fragmento 45-59 (382 pb).

Figura 16. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1: Marcador de peso molecular
(DNA Ladder 3Kb), Carril 3: producto de OE-PCR fragmento 31-45-59 (646 pb).
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Figura 17. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 3: producto de OE-PCR fragmento 31-45 (439 pb).

Figura 18. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 5: producto de OE-PCR fragmento 18-31-45 (763 pb).
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Figura 19. Electroforesis en gel agarosa 1%; Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 5: producto de OE-PCR fragmento 16-18-31-45 (1 209 pb).

Se puede observar que en la figura 15 y figura 16 resultado de la union de
fragmentos 45-59 (382 pb) y la adicion del fragmento 31 (295 pb) respectivamente
mediante OE-PCR, sin embargo, en la figura 17, no se adicioné el fragmento 18
como corresponde, esto debido a que no hubo sobrelapamiento del fragmento 31-
45-59 (646 pb) al 18 (353 pb), a pesar de haber modificado las condiciones de
sobrelapamiento (datos no mostrados) por lo que se procedio a realizar la OE-PCR
solo con los fragmentos 31-45 (439 pb) adicionando el fragmento 18 (353 pb) (cabe
resaltar que todos los fragmentos fueron sometidos a sobrelapamiento con su
respectivo par complementario, es decir, 16-18, 18-31, 31-45, 45-59 como se
muestra en anexo 1:figura 21) como se muestra en la figura 18. En la figura 19
se muestra la unién de los fragmentos 18-31-45 (763 pb) adicionando fragmento 16
(487 pb), este ultimo, en el oligonucledtido OE16i.REV disefiado en un inicio, se
modificd, ya que a pesar de amplificar de manera individual el genotipo 16 y este
correspondia el producto de PCR esperado y visualizado mediante electroforesis,
al realizar OE-PCR y unirlo al fragmento 18 no se obtenia resultado alguno, a pesar
de modificar las condiciones de sobrelapamiento (datos no mostrados), por lo tanto
se opté por modificarlo adicionando un mayor niumero de pares de bases en su

region 3°, complementarias a la regién 5 del genotipo 18. Una vez modificado se
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realizé la misma evaluacion que a los otros oligonucleétidos y al final se obtuvo un
resultado satisfactorio, lo cual nos permite evaluar los posibles resultados que se
pueden obtener mediante un software in silico a los resultados obtenidos in vitro, no
obstante, esta herramienta informéatica sigue siendo muy util en la posible prediccion

de datos obtenidos.

Con respecto al fragmento 59 (227 pb), que se unié con su respectivo par
complementario que pertenecia al genotipo 45 (179 pb) (anexo 1: figura 21), pero
no con el respectivo fragmento ensamblado que contenia a los genotipos 18-31-45,
posiblemente se deba a que era necesaria la purificacion de cada genotipo
amplificado inicialmente antes de OE-PCR o realizar la purificacion de PCR con
algun kit comercial (Nelson M. D., Fitch D. H. A. 2012; Bryksin A & Matsumura |,
2013). Debido a que OE-PCR se realiz6 en tandem vy la integridad del ADN puede
verse afectada a pesar de realizar de forma consecutiva las OE-PCR evitando en lo

posible los largos periodos a variaciones de temperatura y manipulacion.

Un resultado importante sobre la técnica OE-PCR es la formacion de multimeros de
ADN, la importancia de la longitud de sobrelapamiento entre los fragmentos de los
genotipos, como se pudo observar en el oligonucleétido Reverse (OE16i.REV) del
genotipo 16 , en algunos trabajos como el de Chon You y los protocolos como
Bryksin & Matsumura asi como los trabajos basados en OE-PCR ( Van der Ent F,
Léwe J. 2006; Nelson M.D, Fitch D.H.A. 2012; You C, Percival Z. 2012) los cuales
recomiendan un sitio de superposicion de 20 a 50 pb para los fragmentos de ADN
a amplificar y que posteriormente se utilizaran como inserto para la clonacion en un
plasmido seleccionado. En este caso como se mostro en el esquema 3, el genotipo
16 (487 pb) sobrelapa 43 pb con el genotipo 18 (353 pb), mientras que éste
sobrelapa 29 pb con el genotipo 31 (295 pb), y al mismo tiempo sobrelapa 33 pb al
genotipo 45 (179 pb) y finalmente, éste sobrelapa 22 pb al genotipo 59 (227 pb).

Los oligonucledtidos de union para el plasmido p. BlueScript SK(+) de clonacién se
disefiaron (Anexo 2: tabla 3) una vez obtenidos los fragmentos que si se unieron
(multimero) para poder basarse en esa secuencia y utilizarla como inserto a fin de

proceder a su disefo incorporando sitios de restriccion (Nelson M. D., Ficht D. H. A.



2012). Por lo tanto, en un inicio los oligonucleotidos OEi16.FOR y OE59i.REV no
tenian incorporados los sitios complementarios a la region 3y 5°del plasmido p.

BlueScript SK (+) del sitio de insercion.

12. PCR con control nuevo de genotipos (18-31-45) ensamblado en Tandem

para detectar genotipo 31.

En la figura 20, se observa que el fragmento ensamblado en Tandem de los
genotipos 18-31-45 (763 pb), se utiliz6 como control positivo para detectar el
genotipo 31, el producto de 263 pb se obtuvo utilizando los oligonucleotidos de

genaotipificacion Anexo 1: tabla 2. *muestra verificada para cada genotipo.

En la OE-PCR, realizada se ensamblaron fragmentos de ADN con un tamafo de
1204 pb en tandem, que contiene genotipos de alto riesgo 16, 18, 31, 45, integrando
secuencias de sobrelapamiento complementario, este resultado concuerda con lo
obtenido por Chun You y colaboradores (You C, Percival Z. 2012) donde de igual
manera la utilizacion de OE-PCR, permitio la construccion de un multimero de ADN
para su posterior insercion en un plasmido de clonacion. Cabe mencionar que esta
técnica ha sido utilizada en su mayoria para mutagénesis sitio dirigidas en el estudio
de proteinas, en este caso la técnica fue utilizada para el desarrollo de un control

positivo para deteccion de genotipos de Virus de Papiloma Humano.

263 pb

B
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa. Carril 1: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 3Kb), Carril 2: NTC, Carril 3: muestra (producto de 263 pb amplificado con
oligonucleétidos Anexo 1: Tabla 2), Carril 4: Control Positivo* (producto de 263 pb
amplificado con oligonucleétidos Anexo 1: Tabla 2), Carril 5: nuevo control fragmento de
genotipos ensamblados en Tandem 18-31-45 (763pb) amplificado con oligonucleétidos

Anexo 1: tabla 2.

13. Conclusién

Se obtuvieron oligonucleétidos disefiados para amplificar genotipos 16, 18, 31, 45,
59 de Virus del Papiloma Humano, integrando secuencias que sobrelapan con su

respectivo par complementario, en la region 3’y 5’ respectivamente.

Se obtuvo el programa de estandarizacion de OE-PCR para el ensamblaje de los
fragmentos correspondientes a los genotipos de interés.

Se obtuvieron 2 fragmentos, el primero con genotipo 16-18-31-45 (1209 pb) y el
segundo 31-45-59 (646 pb)

Se utilizé el fragmento ensamblado (multimero) de los genotipos 18-31-45 producto

de OE-PCR como control positivo en la deteccion de genotipo 31.

Se obtuvo un multimero de ADN correspondiente a genotipos de Virus del Papiloma

Humano de alto riego.
14. Perspectivas

Como perspectiva, podria realizarse una optimizacion para unir estos 2 fragmentos
resultantes de OE-PCR, ya que cuentan con una region mayor de hibridacion, a fin
de formar un solo fragmento o disefiar 2 vectores de clonacion para cada fragmento.

Aungue es necesaria la secuenciacién como prueba confirmatoria.

Un porcentaje del objetivo original se alcanzé, sin embargo, queda probar con el
resto de los genotipos de interés, sin olvidar, la clonacién del fragmento en un vector

de clonacion.
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15. Anhexos

Anexo 1.

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Tefiido en bromuro de etidio y revelado en
fotodocumentador (Izquierda a derecha). En primer gel de agarosa se observa en el carril
1: el marcador de peso molecular (DNA Ladder 3Kb). Carril 2: producto OE-PCR fragmento
16-18 de 793 pb. En el segundo gel carril 1: marcador de peso molecular (DNA Ladder
3Kb). Carril 3: producto de OE-PCR fragmento 18-31 de 619 pb. En el tercer gel carrill:
marcador de peso molecular (DNA Ladder 3K), Carril 3: Producto de OE-PCR fragmento
31-45 de 439 pb. En el cuarto gel Carril 1: marcador de peso molecular (DNA Ladder 3Kb),
Carril 2: producto OE-PCR fragmento 45-59 de 382 pb.

TABLA 2.0ligonucledétidos de genotipificacion

Oligonucledtidos Forware Reverse

Genotipo 16 CACAGTTATGCACAGAGCTGC | CATATATTCATGCAATGTAGGTGTA
Genotipo 18 CACTTCACTGCAAGACATAGA | GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA
Genotipo 31 GAAATTGCATGAACTAAGCTCG | CACATATACCTTTGTTTGTCAA
Genotipo 45 GTGGAAAAGTGCATTACAGG ACCTCTGTGCGTTCCAATGT
Genotipo 59 CAAAGGGGAACTGCAAGAAAG | TATAACAGCGTATCAGCAGC
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Formula. Utilizada en el programa Biomath para obtener pmoles de DNA

660 pg

pmol 10% pg 1
ugDNA X—— X X N = pmol DNA

660 pg Tug

N=es el nimero de nucleétidos

pmol =es el numero promedio del peso molecular de un par de nucledtidos

Anexo 2

TABLA 3. Oligonucleodtidos para OE-PCR fragmentos 16-45 y vector p.

BlueScript SK (+).
Oligonucledtido  Secuencia 5 >3’ Tm pb GC%
F4 FO R ATGATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGCACAGTTATGCACAGAGCTGCAA 7 40 7 3 4 4
F4 R EV GTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGTTCCCCTTTGACCTCTGTGC 7 40 7 1 48
VECTO R FO R TTCTAATATTATATCATGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGCATAACTGTGCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGG 7Oo 7 5 3 7
VECTO R R EV CTGTGTATATTGCAAAGCAACATTGGAACGCACAGAGGTCAAAGGGGAACCAATTCGCCCTATAGTGAGTCG 7 40 7 2 47
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