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RESUMEN
Objetivo: Disefiar y estandarizar un sistema de PCR para detectar un amplio espectro de tipos de VPH
en una sola reaccion utilizando como blanco la region E6 del genoma viral.
Métodos: Utilizando secuencias del gen E6 de distintos tipos de VPH del NCBI y las herramientas
informdticas Mult Alin version 5.4.1.y Oligo Analyzer 1.1.2 se disefiaron oligonucledtidos degenerados
que permitian la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 214 pb. Las muestras seleccionadas
incluyen: 25 muestras de ADN, cada una positiva para un solo tipo de VPH tipificados por el sistema
PCR-RFLP MY11/MYO09 del gen L1 .
Resultados: Se obtuvieron amplificados de aproximadamente 214 pb de 25 tipos distintos de VPH, se
detectaron amplificados de E6 en muestras negativas para el sistema MYO9/MY11.
Conclusiones: Se pudo determinar que el diseiio de los oligonucledtidos degenerados fue altamente
eficiente para la amplificacion de por lo menos 25 tipos distintos de VPH lo que facilitaria la deteccion
en muestras clinicas.
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SUMMARY
Objective: Design and standardize a PCR system to detect a broad spectrum of HPV types in a single
reaction using target the E6 region of the viral genome.
Methods: Using E6 gene sequences of different HPV types and NCBI tools Mult Alin Oligo Analyzer
version 1.1.2 54.1. Degenerate oligonucleotides were designed that allowed amplification of a fragment
of approximately 214 bp. Selected samples include: 25 DNA samples, each positive for a single HPV type
typified by PCR-RFLP system MY11/MY09 LI gene.
Results: We obtained approximately 214 bp amplified from 25 different HPV types were detected in samples
amplified from E6 negative MYO9/MY11 system.
Conclusions: It was determined that the design of degenerate oligonucleotides was highly efficient for
amplification of at least 25 different HPV types which would facilitate detection in clinical samples.
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INTRODUCCION

Estudios epidemiologicos apuntan a la infeccion
por VPH como el principal factor de riesgo para
desarrollar cancer cervical, las proteinas E6 y E7 de los
virus de alto riesgo son las principales mediadoras de
la carcinogénesis, debido a su interaccion con varios
blancoscelulares (1). Laproteina E6 activatelomerasas

y kinasas SRC e inhibe p53 y BAK, actuando como
represor de laapoptosis y mediador de la supervivencia
de las células que poseen dafos significativos (2).
Las proteinas que son blanco de E6 intervienen en la
apoptosis, regulacion de la transcripcion, estabilidad
cromosomica, diferenciacidony organizacion epitelial,
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adherencia célula-célula, polaridad y control de la
proliferacién de células infectadas (3). Durante la
progresion a cancer, se generan cambios importantes
enlaexpresion de los genes virales, estos cambios son
diferentes y dependen del tipo viral (4). Normalmente,
durante la infeccion con VPH el genoma viral se
mantiene en bajo niimero de copias como episoma y
durante la diferenciacion del epitelio se incrementa la
expresion de las proteinas E1, E2, E4 y ES asi como
L1y L2 produciendo el ensamblaje y la liberacion de
los viriones (5). Enla progresion a cancer cervical, la
produccién de viriones se restringe a pequefias areas
enlasuperficie del epitelio y laintegracion del genoma
del virus en el genoma de la células va acompaiiado
de la pérdida de la regulacion de la expresion de E6
y E7, asi como la pérdida de los genes E2, El y LI
(5,6). Debido a la interrupcion del ORF de E7 y E2
se genera sobreexpresion de los oncogenes £6 'y E7
que favorece la transformacioén maligna (7,8).

En cuanto aladeteccion moleculary latipificacion,
dos métodos de PCR son relevantes para la deteccion
del ADN de VPH: la PCR tipo especifico y la PCR
general o de amplio espectro (9). El método de PCR
general mas popular es el que amplifica el gen L/
utilizando los oligonucle6tidosMY09/MY 11, GP5+/
GP6+, la desventaja de este sistema de PCR es que el
OREF del gen que se usa como blanco puede perderse
cuando el virus se integra en el genoma de la célula
hospedera (lo que sucede con frecuencia en los tipos
oncogénicos), por lo que se desarrollaron sistemas de
PCRtipo especifica; que utilizan oligonucledtidos para
los genes E£6 y E7, los cuales se mantienen intactos
durante la integracién viral, del mismo modo, estos
genes admiten el empleo de sistemas de PCR como
el PCR tiempo real, que permite determinar carga
viral (10,11).

Park y col. (12) evaluaron la eficiencia de los
oligonucled6tidosMY09/MY 11 yde oligonucleétidos
especificos para E6 enladeteccion de VPH yreportaron
una tasa de deteccion significativamente alta con los
oligonucleotidos para £6 de 54 % en comparacion con
un 26 % conlos oligonucleo6tidos para L/, no obstante,
a pesar de los resultados obtenidos, apoyan el uso de
los oligonucledtidos consenso LI por su capacidad
para detectar simultaneamente varios tipos de VPH.
Resnick y col. (13) asi como también Yoshikawa y
col. (14) disefiaron sistemas para la deteccion de VPH
que emplean oligonucledétidos consenso para E6,
tipificando por SouthernBloty RFLPrespectivamente,
diez afios mas tarde, Sasagaway col. (15) amplificaron
todo el gen E6 y parte N-terminal del gen E£7 de més
de 34 papilomavirus, estos amplificados, fueron
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analizados mediante RFLP para tipificacion. De
igual modo, Sotlar y col. (16) disefiaron un sistema
PCR nested multiplex del gen £6 que permite tipificar
por diferencias en el tamafio de los amplificados.
Estrategias dirigidas a la region E6/E7 del genoma
del virus, son prometedoras para el diagnostico del
VPH, ya que, entre los tipos de alto y bajo riesgo
estas secuencias difieren y su uniformidad en cada
tipo de papilomavirus significa menor probabilidad
de alineamientos no especificos durante la PCR (11).
La cantidad de tipos virales infectantes detectados
en la poblaciéon meridefia es considerable, estudios
realizados por Quintero y col. (17), reportan como tipos
virales mas frecuentes para la poblacion meridefia: 6,
16,31,53,59,61 y 68. Anivel mundial, los tipos de
VPH6, 11, 16 y 18 son los maés frecuentes, siendo 16
y 18 de alto riesgo oncogénico, el VPH tipo 18 es el
segundo tipo mas comun en mujeres infectadas (18).

METODOS

Muestras bioldgicas. Para la estandarizacion del
sistema PCR del gen £6 de VPH se utilizaron muestras
de ADN extraidas a partir de cepillados y biopsias
del area genital de pacientes que asistieron a consulta
publica y privada de la poblaciéon meridefia y otras
regiones del pais durante el periodo comprendido entre
junio-2007/ mayo-2008 a los cuales se les practico,
previo consentimiento informado, un examen de
tipificacion de VPH.

Disefio de oligonucledtidos consenso degenerados.
Se realizé la deteccién y tipificacién del virus en
las muestras seleccionadas mediante la técnica
PCR-RFLP MY09 /MY11 del gen L1 (17). Fueron
detectados y tipificados 25 tipos de papilomavirus
(6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 44, 45, 51, 52,
53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 70, 80, 83). Se
ubicaron las secuencias del gen £6 de estos 25 tipos
de VPH en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (Cuadro 1)
(19). Se realizo el alineamiento de las 25 secuencias
en el programa MultAlin version 5.4.1. (20). Una
vez obtenida la secuencia consenso, se selecciono
la region, que mediante el uso de los programas
OligoAnalyzer 1.1.2 (21) y el programa BLAST (22)
del NCBI cumpliera con las condiciones del disefo
de oligonucledtidos, en el Cuadro 2 se presentan
las secuencia de los oligonucledtidos consenso
degenerados disefiados para el presente estudio.

Sistema PCR general del gen £6 de VPH. Los
componentes de lamezclade PCR incluyen: Tris-HCI
pH 8.420 mM, KC150 mM, MgC12 3 mM, dNTPs 25
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Cuadro 1. Numeros de acceso en el Gen Bank de las se-
cuencias codificantes del gen E6 por tipo de VPH. DMA*
determinada por alineamiento

VPH Gen Bank VPH Gen Bank
45 Y13218 59 X77858
83 AF151983 80 Y15176
33 M12732 26 X74472
31 J04353 70 U21941
11 M14119 44 U31788
58 D90400 67 D21208
39 M62849 51 DMA*
56 X74483 61 U31793
35 M74117 6 AF092932
52 X74481 53 X74482
54 U37488 16 K02718
66 U31794 18 X05015
62 AY 395706

Cuadro 2. Oligonucledétidos disefiados en el presente estu-
dio. N representa el sitio de degeneracién y corresponde a
cualquiera de los cuatro nucleétidos posibles (A, T, C, G).

Nombre Secuencia de Oligonucleétidos
DAM-EG6F 5'GAGGTATATGANTTTGCATT3'
DAM-E6R 5'GGACACAANGGTTTTTGACA3'

mM, Platinium® Taq ADN polimerasa (Invitrogen)
0.5U, (DAM-E6F/ DAM-E6R) 25pmol, 0.5-1 pl de
ADN molde (entre 50-100 ng) para un volumen final
de 25 pL. Se utilizé un termociclador Eppendorf
Mastercycler ep gradient S® con el programa:
Temperatura inicial de desnaturalizacion 94 °C por
3 min, 35 ciclos (desnaturalizacion 94 °C por 1 min,
alineamiento 56 °C por 1 min, extension 72 °C por
1 min), Temperatura de extension final 72 °C por 1
min. Los amplificados fueron visualizados en geles
horizontales de poliacrilamida 29:1 al 6% en tampon
TAE pH 8 0,1 M, tefiidos con Bromuro de Etidio
(Promega) 0,0006 % y fotografiados en un equipo de
foto documentacion SyngeneBio-Imagyn®.

RESULTADOS

Las secuencias codificantes del gen E6 paralos 25
tipos de VPH que poseen los nimeros de acceso en el
Gen Bank que se resumen en la Cuadro 1 se alinearon
utilizando MultAlin versién 5.4.1. (20) (Figura 1).
Obtenida la secuencia consenso; laregion que presentd
la mayor homologia para el caso del oligonucledtido
sentido fue la region que se encuentra entre los 142-
161 pb (Figura 1). Para el caso del oligonucledtido
antisentido se selecciond la region entre 340-359
pb (Figura 1). Para determinar el tamafio de los
fragmentos amplificados para cada tipo de VPH se
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Figura 1. Alineamiento multiple de las secuencias del gen E6 para 25 tipos de VPH. Los recuadros en verde indican las
regiones seleccionadas de forma manual para el par de oligonucleétidos DAM-E6F/ DAM-E6R. Para el caso del oligo-
nucledtido sentido fue la regién que se encuentra entre los 142-161 pb y para el caso de oligonucledtido antisentido fue la

regién que se encuentra entre los 340-359 pb.
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realizo el alineamiento del par de oligonucleotidos
con cada una de las secuencias del gen £6 de los 25
tipos VPH, resultando una predicciéon informatica de
214 pb de longitud a excepcion de los VPH 61, 62 y
80 para los cuales se predijeron longitudes de 286,
87 y 143 pares de bases respectivamente. Todas las
muestras para este estudio fueron utilizadas en la
estandarizacion del sistema de PCR general del gen
E6 con los oligonucledtidos disefiados DAM-E6F/
DAM-E6R. Tal y como se describe en la seccion
Materiales y Métodos resultaron positivas para VPH
por el sistema de PCR MY09/ MY 11 y mediante la
técnica RFLP presentaron un patrén caracteristico para
un solo tipo de VPH. Al someter las 25 muestras de
los diferentes tipos de VPH al sistema de PCR general
del gen E6 se obtuvo para todas ellas una banda que
se encuentra entre los 200-250pb (aproximadamente

[ N | - - .

45 83 3331115835 56 3552 54 66 M 62 59 80 26 70 44 67 51616 531618 M

= = B ww oo L) o=s =)

214pb) (Figura2). Al someter 16 muestras negativas
para VPH por el sistema MY09/ MY 11 al sistema
de PCR general del gen E6 bajo las condiciones
establecidas, 9 de ellas presentaronlabandade 214 pb
(Figura 3) correspondiente al tamafio del amplificado
esperado con los oligonucleotidos disefiados DAM-
E6F/ DAM-E6R.

DISCUSION

Debido aque numerosos estudios epidemioldgicos
y moleculares han demostrado la asociacion del
VPH con el desarrollo de lesiones preneoplasicas
y neoplasicas del tracto anogenital, las infecciones
localizadas en el cuello uterino constituyen el
principal foco de atencion por presentar mayor
susceptibilidad a la transformacion maligna (23).
Estudios epidemiol6dgicos realizados en Brasil,

1
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Figura 2. Amplificados de la regién E6 con el par DAM-E6F/ DAM-E6R de 25 tipos diferentes del VPH. El tamafio de
los amplificados fue de 214 pb aproximadamente. La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida al 6 % como se

describe en la metodologia.

Figura 3. Amplificados por el sistema PCR general del gen E6 utilizando los oligonucleétidos DAM-E6F/ DAM-E6R de
16 muestras negativas para VPH por el sistema PCR MY09/11. Nueve de estas muestras presentaron la banda de 214 pb

(pozos 1,2,3,4,6,7,11,15y 16).
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Colombia, México, Perii y Costa Rica, entre otros
paises, ratifican la importancia del cancer del cuello
uterino en Latinoamérica (24). En Venezuela, desde
la década de los afios cuarenta, el cancer del cuello
uterino es una de las principales causas de muerte por
cancer en la mujer. El cancer cervical es responsable
aproximadamente del 20 % del total de las muertes
por cancer en Venezuela; los estados Trujillo, Guarico,
Yaracuy, Zulia, Lara, Aragua, Mérida, Tachira,
Bolivar y Falcon son las entidades mas afectadas por
esta patologia, con tasas de mortalidad superiores
al promedio nacional (24). EIl gran numero de
tipos, subtipos y variantes del VPH descritos hasta
el momento, solo admite el desarrollo de técnicas
moleculares que permitan el estudio de tal diversidad
genética (25). Considerando la importancia clinica
que posee el conocimiento del tipo viral presente
para el seguimiento de mujeres con tratamiento de las
lesiones y posterior al mismo, asi como el desarrollo de
estudios epidemiologicos detallados; generar nuevas
metodologias que aborden dicho asunto reviste de
gran importancia(25,16). Actualmente en nuestro pais
no existe una metodologia reportada de deteccion y
tipificacion que utilice laregion £6 como blanco; con
el disefio de oligonucledtidos iniciadores consenso
degenerados para esta region se pretende iniciar una
linea de investigacion que apunte a la estandarizacion
deunatécnica que detecte un amplio espectro de tipos
de VPH y mejore el diagnostico y seguimiento de
los pacientes, disminuyendo la posibilidad latente de
reportar falsos negativos cuando se utilizalaregion L /7.
El tamafio de los productos de PCR esperado segiin
los alineamientos del juego de oligonucledtidos con
la secuencia de cada tipo de VPH correspondieron
con ¢l tamafio de la banda observada luego de la
amplificacion en la mayoria de los casos, el tamafo
de dicha banda se encuentra entre los 200-250 pb
del marcador de peso molecular BioLabs (Figura 2).
Para el caso de los papilomavirus tipo 61, 62 y 80 el
tamafio del amplificado obtenido no correspondidé con
el tamafio que se determiné virtualmente mediante
los alineamientos, no obstante podria decirse que
de igual modo en el estudio realizado por Marquez
(26), estariamos en presencia de subtipos o variantes
del virus. Para la estandarizacion del sistema PCR
general se ensayaron distintas condiciones que
permitieron establecer las concentraciones Optimas
de los componentes asi como los parametros del
sistema de amplificacion. Los oligonucledtidos
disefiados hibridan con pequeiias regiones consenso
dentro del gen E£6 en 25 papilomavirus permitiendo

Vol. 72, N° 4, diciembre 2012

la amplificacion de tipos de alto y bajo riesgo como
se puede observar en la Figura 2; estos resultados
se corresponden con el estudio realizado por
Resnick y col. (13) en California donde dos regiones
conservadas en laregion E6identificadas pormedio de
alineamientos permiten el disefio de oligonucleotidos
consenso que amplifican un fragmento de 240-250
pb para los VPH 6, 11, 16, 18, 31 y 33. Afios mas
tarde la reproducibilidad con respecto al disefio de
oligonucleodtidos consenso degenerados paralaregion
E6/E7 sigue en aceptacion gracias a estudios como los
de Sasagaway col. (15) enJapony Sotlary col. (16) en
Alemania. Se sometieron al sistema de PCR general
del gen E6 16 muestras que resultaron negativas para
VPH por el sistema MY09/MY 11 (escogidas al azar
y sin distinciones de ningln tipo). Nueve de estas
muestras presentan labandade 214 pb correspondiente
al amplificado del fragmento del gen £6 mediante
los oligonucleétidos disefiados (Figura 3). De las
nueve muestras positivas para £6, 6 correspondieron a
pacientes con LIEBG y 3 no presentaron lesiones por
lo que se apoya el hecho de que la amplificacion de
regiones del gen £6 permiten la deteccidon del virus en
estado integrado donde la region L/ podria perderse
(12). Sin embargo, esta es solo una pequeiia prueba
exploratoria de la eficiencia de los oligonucleotidos
disenados. Para comprobar el argumento referido en
la literatura por muchos autores y que se ha expuesto
previamente en este trabajo; donde la eleccion del gen
E6resultaventajosacomo sitio blanco parael disefio de
oligonucledtidos iniciadores consenso degenerados,
esnecesario un estudio estadisticamente significativo
ennuestra poblacién que permita evidenciarlo, ya que
este gen no se pierde a consecuencia de la integracion
del genoma viral en el genoma de las células y su
expresion continua ha demostrado ser necesaria para
la transformacion de las células hospederas.

El alineamiento de las secuencias codificantes del
gen E6 para los 25 tipos de VPH seleccionados en
este estudio permiti6 determinar las regiones consenso
que hicieron posible el disefio de los oligonucleotidos
iniciadores consenso degenerados DAM-EG6F/
DAM-E6R, de la misma manera, la estandarizacion
del sistema de PCR general del gen E6 permitid
amplificar un fragmento del gen de 214 pb. Los
oligonucleoétidos disefiados demostraron una cualidad
util en la deteccion de los VPH en aquellos casos de
posible pérdida de la region L/ por integracion del
cromosoma del virus ya que al amplificar la region
E6esposible descartar falsos negativos generados por
la utilizacién de los oligonucledtidos MY09 /MY 11.
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