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Introduccion

1.0 RESUMEN

En investigaciones clinicas y epidemioldgicas a gran escala los virus de papiloma
humano (VPH) 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51, 73, 68 y 66 son
frecuentemente identificados en cancer cervical (CC). Mas del 97 % de estos
casos pueden ser atribuibles a los tipos oncogénicos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y
35. El enorme potencial que ofrece la deteccién oportuna de estos VPH en
programas de prevenciéon y control de CC, promueve activamente el desarrollo de
novedosas herramientas diagndsticas que optimicen su deteccidon. Este trabajo
propone el desarrollo de un Biochip de DNA para la deteccion y tipificacion
molecular de los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 involucrados en CC.
Inicialmente, se implementd un Biochip de DNA compuesto de pequefas sondas
(7-9 bases) que permitieron detectar y discriminar mutaciones en el gen E6 que
identifican a las variantes asiatico americana (AA) y europea (E) del VPH 16. Este
sistema resultd ser muy sensible y especifico para la deteccion de estas variantes
sin la necesidad de equipo especializado convirtiendose en una rentable
alternativa para la deteccidon viral. Posteriormente se procedié a evaluar un
sistema alternativo en el diagndstico molecular sobre Biochips de DNA dirigido a la
deteccion vy tipificacion de virus de papiloma humano de alto riesgo implementado
en tres etapas fundamentales: disefio, estandarizacion y validacion. El diseiio
comprendio el analisis y evaluacion virtual de una serie de secuencias de ADN
propuestas para la deteccién vy tipificacion de los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52y
58 mediante el reconocimiento especifico de su secuencia complementaria en el
gen L1 viral. En la estandarizaciéon se evalud la viabilidad y funcionalidad del
disefio previo a partir de pequenos oligonucleétidos (19-188 bases) que simularon
la region de interés en el gen L1 de los VPH 16, 18 y 58. Estos ensayos
permitieron determinar de manera anticipada la especificidad de las sondas que
conforman el Biochip de DNA en la deteccion y discriminacion especifica de VPH
de alto riesgo, con la posibilidad de optimizar su desempefio previo a la evaluacién
de las muestras clinicas. La validacién incluy6 la amplificacion de fragmentos
especificos del gen L1 de los VPH 16 y 18 a partir de las lineas celulares SiHa y

Caski usadas como controles positivos para estos tipos virales, ademas de una
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muestra de DNA positivo para VPH 18. Después de hibridar e identificar
satisfactoriamente estos amplificados sobre los Biochips de DNA, 91 muestras
clinicas de CC fueron sometidas a la amplificacion simultanea de los VPH 16, 18 y
58. En 72 de las muestras clinicas fue posible obtener el producto de amplificacion
esperado (79.1%). De acuerdo con las senales de hibridacion sobre los Biochips
de DNA, 36 amplificados registraron sefiales positivas para un solo tipo viral
(50%), 28 para mas de un tipo viral (38.9%) y 8 no pudieron ser identificadas
(11.1%). En general, el tipo 16 fue el mas frecuentemente identificado (68%). De
las infecciones simples, 29 fueron positivas para el VPH 16 (40.3%), 5 para el VPH
18 (6,9 %) y 2 para el VPH 58 (2.8%). De las infecciones con mas de un tipo viral,
21 muestras (29.2%) fueron positivas para 2 de los VPH de alto riesgo: 13 para los
VPH 16 y 18 (18.0%), 6 para los VPH 16 y 58 (8.3%) y 2 para los VPH 18 y 58
(2.8%). Siete muestras (9.7%) resultaron positivas para los 3 VPH de alto riesgo
analizados (16, 18 y 58). El analisis preliminar de algunas secuencias de los
amplificados virales confirman la sensibilidad y especificidad del Biochip de DNA
en la deteccidn y tipificacion de los VPH 16, 18 y 58. Este Biochip de DNA resulté
ser mas sensible que otros sistemas de deteccion viral como la HC2 y mucho mas
especifico, con la ventaja de identificar infecciones con mas de un tipo viral. Este
sistema representa una poderosa herramienta, factible de aplicar en cualquier
laboratorio clinico y de investigacion a un costo muy accesible. Su aplicacion en el
tamizaje primario de lesiones cervicales junto con otras estrategias de diagnostico
convencional como el papanicolaou y la colposcopia podria ser de gran utilidad
para reducir la incidencia y mortalidad del CC.
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2.0 ABSTRACT

In great scale clinical and epidemiological cervical cancer (CC) studies, the
oncogenic human papillomavirus (HPV) types: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59,
56, 39, 51, 73, 68 and 66 are frequently identified. More of the 97% of the studied
cases can be attributable to HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 and 35 types. The great
potential that offers the early detection of these HPV types in prevention and CC
control trials justifies the development of novel diagnostic tools that could optimize
this detection. This work propose the development of a DNA Biochip for the
detection and molecular typification of the HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 and
58 widely found in CC. Initially, we applied a sensitive and specific stacking
hybridization assay using an oligoarray for the detection of Asian—American (AA)
and European (E) (E-350G) HPV 16 variants. The DNA oligoarray was developed
in a simple glass slide coated with short capture probes (7-9 mers) specific for AA
and E variants. The design of this system successfully discriminated between HPV
16 AA and E variants. This DNA oligoarray show high sensitivity and specificity and
also it do not require specialized equipment and could be a reliable technique for
HPV 16 detection. In subsequent essays, a alternative system was developed in
order to detect high-risk HPV using three basic steps: design, standardization and
validation. The design included the analysis and virtual evaluation of a group of
DNA sequences proposed for the detection of the HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52
and 58 by means of specific recognition of their complementary sequences in the
L1 viral gene. During the standardization the viability and functionality of the
synthetic capture probes was evaluated using oligonucleotides whose sequences
correspond to short regions (19-188 mers) of the L1 gene of HPV 16, 18 y 58.
These essays allowed to determine the specificity of the capture probes for the
detection of specific high risk HPV types with the possibility of optimizing its
performance before to the evaluation of the clinical samples. The validation
included the amplification of specific fragments of the HPV 16 and 18 L1 gene from
of SiHa and Caski cellular lines, used as positive controls for these viral types,
besides of a DNA HPV 18 positive sample. After hybridization and satisfactory
identification of the amplicons by the DNA Biochips; 91 CC clinical samples were
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submitted to HPV 16, 18 and 58 amplification. In 72 of these clinical samples was
possible to amplify the interest viral region (79.1 %). According to the obtained
hybridization patterns of the DNA Biochips, 36 amplicons were positive for a single
viral infection (50%), 28 for multiple viral infection (38.9%) and 8 were not identified
(11.1%). In general, HPV 16 was the more frequently type identified (68%). For
the single infections, 29 were positive for HPV 16 (40.3%), 5 for HPV 18 (6.9%)
and 2 for HPV 58 (2.8%). About the multiple infections, 21 samples (29.2%) were
positives for 2 high-risk HPVs; 13 for HPV 16 and 18 (18%), 6 for HPV 16 and 58
(8.3 %) and 2 for HPV 18 and 58 (2.8 %). Seven samples (9.7 %) were positive for
the 3 high-risk HPV types analyzed (16, 18 and 58). The preliminary analysis of the
sequences of some viral amplicons confirms the sensibility and especificity of the
DNA Biochip for the detection and typification of the HPV 16, 18 and 58 types. This
DNA Biochip turned out to be more sensitive and more specific than other systems
of viral detection such as the HC2, with the advantage of identifying infections with
more of one viral type. This system represents a powerful tool, feasible of to apply
in investigation and any clinical laboratory to an accessible cost. Its application in
the primary triage of cervical lesions together with other strategies of conventional
diagnosis, like the papanicolaou and colposcopy, might be of great usefulness to
reduce the incidence and mortality of CC.
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3.0 INTRODUCCION

3.1 Virus de papiloma humano (VPH) y cancer cervical (CC).

A nivel mundial, los tumores genitales femeninos (sin incluir el cancer de mama)
abarcan a la gran mayoria de los tumores de la mujer. De estos tumores el cancer
cervical (CC) es uno de los mas frecuentes (12%) donde la mitad de los casos
fallecen a causa de la enfermedad. El CC es considerada la segunda neoplasia
mas comun en todo el mundo con 471 000 nuevos casos y 288 000 muertes
reportadas anualmente. Cerca del 80% de estas muertes son registradas en
paises en desarrollo, donde la mayoria de las mujeres no tienen acceso a
programas de prevencion y tratamiento efectivos [1].

Las investigaciones clinicas y epidemioldgicas de las ultimas décadas confirman la
relacion etiolégica entre la infeccidn por ciertos tipos de virus de papiloma humano
(VPH) y el desarrollo de CC y sus lesiones precursoras [1-6]. Se ha estimado que
del 2 al 20 % de la poblacién femenina mundial es portadora oculta de VPH en el
cuello uterino y que bajo ciertas condiciones estas infecciones pueden convertirse
en persistentes con capacidad de inducir e incrementar el riesgo de CC [2, 7].
Estos antecedentes colocan al CC como prioridad dentro de los principales
programas de control de cancer a nivel mundial, al ser considerado un problema
de salud publica que potencialmente puede evitarse mediante estrategias de
deteccion temprana de la enfermedad y tratamientos mas adecuados.

Aunque la infeccidon por VPH es muy comun entre la poblacién, en la mayoria de
los casos son benignas y los individuos afectados son capaces de eliminarlas por
si solos en periodos que pueden ir de seis meses a un afo; solo una pequeia
fraccion de las personas infectadas, conocidas como portadores crénicos o
persistentes pueden retener el virus durante largos periodos de tiempo (incluso por
décadas) y desarrollar posteriormente algun tipo de lesién [8]. Segun datos
actuales, se ha podido detectar DNA de VPH en mas del 95 % de los casos con
CC comparado con el 5 al 20 % de los casos identificados como grupos control [9-
11].

En un principio las infecciones por VPH pueden dar origen a lesiones de bajo
grado o LGSIL (Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion) llamadas displasias
(término usado para describir células anormales) las cuales al no poder ser
eliminadas por el sistema inmune del hospedero pueden progresar a lesiones de
alto grado o HGSIL (High Grade Squamous Intraepithelial Lesion) o CC (en su
mayoria carcinomas de células escamosas, ya que los adenocarcinomas suelen
ser menos frecuentes). También pueden surgir alteraciones denominadas ASCUS
(Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance) donde las células no
parecen completamente normales, en ocasiones a consecuencia de infecciones
por VPH.
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Las infecciones por VPH también han sido asociadas al desarrollo de otros tipos
de cancer en el tracto anogenital como: tumores del canal anal, donde la
presencia de VPH de alto riesgo es muy importante; tumores de vulva, cuya
fraccion de casos atribuible al VPH oscila entre el 30 y el 70 %; el cancer de
vagina, donde se han identificado marcadores virales entre el 40 y el 50 % de los
casos; el cancer de pene con presencia de VPH entre el 70 y el 80 % de los casos
(las estimaciones para vagina y pene se basan por lo general en pocos casos, con
tecnologia de deteccion viral variable y sin los controles adecuados en la mayoria
de los casos). Recientemente las infecciones por VPH también se han asociado
con lesiones en partes no-anogenitales como el cancer de piel y el de cabeza y
cuello (cavidad oral, nariz, naso-faringe, oro-faringe, laringe, etc.) [12-14].

3.1.1 Nomenclatura de los VPH.

Desde su descripcion los virus de papiloma se han identificado por las siglas PV
(del ingles papillomaviruses) y una o dos letras que indican la especie hospedera,
asi los que infectan al humano se designan como VPH (en ingles human
papillomaviruses 6 HPV). Cuando un VPH es identificado se le asigna un numero
en la secuencia historica de su descripcion (ejemplo HPV-1, HPV-2, etc.), proceso
que durante los ultimos 20 afos ha integrado el Reference Center for
Papillomaviruses del German Cancer Research Center. Actualmente se considera
que aparece un “nuevo” tipo viral cuando se determina la secuencia total del
genoma aislado y se demuestra que esta contiene al menos el 10 % de diferencias
en la secuencia de nucleétidos de su gen L1 con respecto a todos los tipos de
VPH ya conocidos. También se pueden incluir subtipos y variantes virales cuando
existe una variacion menor al 10 % en la secuencia del gen L1 con respecto a un
tipo viral ya conocido. En un principio el término “subtipo” fue usado para
identificar aislados especificos de un tipo viral con patrones de restriccidn,
divergentes, actualmente este término hace referencia a aislados cuya variacion
en el gen L1 difiere entre un 2 y un 10 % con respecto a algun tipo viral conocido.
Una “variante” es reconocida cuando existe una variacion en su secuencia menor
al 2 % con respecto al aislado original conocido como prototipo 0 secuencia de
referencia, estos cambios pueden ser tan sutiles como la sustitucion de un simple
nucleotido en una regidn particular del genoma por ejemplo en el gen E6 o en el
LCR (long control region). La gran divergencia identificada a la fecha entre los
tipos y variantes virales en las diferentes poblaciones estudiadas sugiere
diferencias en sus propiedades bioldgicas y de patogenicidad [15, 16].

3.1.2 Taxonomia de los VPH.

Después de las primeras investigaciones realizadas por Harold zur Hausen en
1976 y 1981 las cuales establecen una clara asociacion entre VPH y CC se han
identificado cerca de 200 tipos virales. De ellos solo 118 han sido aislados,
completamente secuenciados y clasificados de acuerdo con su nicho biolégico, su
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potencial oncogénico y su posicion filogenética. El resto solo ha sido parcialmente
caracterizado [15-17].

Esta diversidad llevd al International Council on Taxonomy of Viruses (ICTV) a
una nueva reclasificaciéon taxondmica que actualmente agrupa a estos virus dentro
de la gran familia papillomaviridae, un taxa separado de la familia papovaviridae
donde previamente eran incluidos. La familia papillomaviridae incluye al género
Alfa-papilomavirus considerado el de mayor relevancia clinica por incluir todos los
VPH asociados a lesiones genitales y mucosas. Segun datos derivados de
estudios de casos y controles donde se ha evaluado la asociacion entre
infecciones por VPH y CC, al menos 40 VPH son capaces de infectar el tracto
genital humano. De ellos, los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 y 82 son considerados como “tipos oncogénicos o de alto riesgo” por su
fuerte asociacién con la progresion hacia HGSIL y CC. Otros mas, como los tipos
26, 53 y 66 son considerados como probables oncogénicos. Los tipos 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81 son considerados como de “bajo riesgo” debido a
que generalmente son relacionados con lesiones benignas de epitelios y mucosas
0 LGSIL, solo los tipos 34, 57 y 83 son considerados como de riesgo aun no
determinado [8-19] (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Virus de papiloma humano (VPH) frecuentemente asociados con LGSIL, HGSIL y CC
(Modificada de Bernard, 2005).

Familia: Papillomaviridae

Género Especie Tipo Riesgo
Alfa-papillomaviruses 7y9 ALTO (CC/HGSIL)
HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33,
HPV 35, HPV 39, HPV 45, HPV 51,
HPV 52, HPV 56, HPV 58, HPV 59,
HPV 68, HPV 73, HPV 82

HPV 26, HPV 53y HPV 66 ALTO (CC/HGSIL)
(probables)

8y 10 BAJO (LGSIL)
HPV 6, HPV 11, HPV 40, HPV 42,
HPV 43, HPV 44, HPV 54, HPV 61,
HPV 70, HPV 72, HPV 81

HPV 34, HPV 57, HPV 83 NO
DETERMINADO

Los virus de papiloma fueron recientemente reconocidos por el International Council on the Taxonomy of Viruses (ICTV)
como una familia de virus independientes.
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3.1.3 Estructura basica del genoma del VPH.

El genoma de los papilomavirus abarca cerca de 8 kb de DNA circular de doble
cadena que comprende varios genes u “open reading frames” (ORF): 8 genes de
expresion temprana o “early” (E1, E2, E4, E5, E6, E7 y E8) cuya expresion se
traduce en proteinas implicadas en la regulacién, replicacion, transcripcion y
transformacion viral y 2 genes de expresion tardia o “late” (L1 y L2) cuya expresion
genera las proteinas responsables de la formacion de la capside y la maduracién
viral. También incluye una regién de control denominada LCR o “long control
region” encargada de controlar la expresion de los genes tempranos E6 y E7 [1-
19]. Los genes de expresion temprana difieren notablemente en su secuencia
entre los diferentes tipos de VPH, mientras que los genes de expresién tardia
presentan notables similitudes entre ellos (Ver Figura 1).

La baja replicacion del genoma del VPH, casi siempre en sincronia con la
replicacion de las células epiteliales del hospedero (mas o menos 10-100 por afo)
y la ausencia de recombinacion entre- e intra-tipo limitan su diversificacion,
aunque se ha reportado cierta variabilidad en su genoma a consecuencia de
mutaciones puntuales, deleciones e inserciones, justo como aquellas de sus
hospederos. Estos cambios pueden ocurrir fortuitamente y pueden llegar a ser
establecidos en una poblacion si favorecen positivamente algun mecanismo viral o
cuando son funcionalmente neutrales. Esta inherente estabilidad del genoma del
VPH los convierte en un modelo ideal para el analisis de sus secuencias de
nucleotidos y aminoacidos [17].

Los andlisis realizados a las primeras bases de datos disponibles con las
secuencias de los VPH mostraron que el gen L1, el cual codifica para la proteina
mayor de la capside, es de los mas conservados y por ello es el mas adecuado
para construir la taxonomia de la familia. Otros genes como E6 y el LCR también
han sido usados para su clasificacién llevando a asociaciones taxondmicas
similares pero no idénticas. Esta caracteristica convierte a estos genes,
especialmente a L1, en la diana principal de la deteccion de DNAs virales por
métodos “consenso” al contrario de la deteccion “tipo especifica” que utilizara
genes con alta variabilidad intratipo como E6 y E7 [19]. Actualmente, la taxonomia
oficial del VPH solo es aceptada si se realiza sobre la base de la comparacion de
la secuencia de nucledtidos del gen L1 [17, 18].
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Figura 1. Genoma del virus de papiloma humano. Las 8 kb del genoma de DNA de doble cadena
comprenden tres regiones: la region control (LCR) encargada de regular la expresion de
los genes tempranos (principalmente E6 y E7), una regién con genes de expresion
temprana (E1 a E8) involucrados en la replicacion, transcripcion y transformacion viral 'y
otra con genes de expresion tardia (L1 y L2) responsables de la formacion de la capside y
la maduracion viral. (Tomada de Burk, R., 1999).

3.2 Prevalencia de infecciones por VPH en CC.

Se ha documentado una prevalencia del 2 al 44% de infecciones por VPH en
poblaciones de mujeres alrededor del mundo, una variacion que puede ser
explicada por diferencias en los rangos de edad de la poblacion analizada y en la
sensibilidad de los métodos de deteccion viral utilizados [10]. En pacientes con
CC, los estudios epidemiolégicos indican una prevalencia global de infecciones
por VPH superior al 96 %. Estos datos son apoyados por estudios basados en
analisis de DNA viral y anticuerpos especificos contra antigenos de la capside que
reportan que la mayoria de las mujeres sexualmente activas (>50 %) han sido
infectadas con uno o mas tipos de VPH en algun momento de sus vidas [21].

En estudios de asociacion entre la edad de los pacientes y la prevalencia de
infecciones por VPH se reporta una incidencia alta en jévenes y baja en adultos,
mientras que la tasa de incidencia de CC parece ser baja en jovenes y creciente a
partir de los 30-35 afios de edad [2, 8]. El indice prevalencia de VPH / incidencia
de cancer sugiere que, a nivel poblacional, el periodo de induccion entre la
exposicion al VPH y el CC es de aproximadamente unos 10 a 15 afos, y que son
las portadoras crénicas de una infeccion por VPH (adquirida probablemente en la
juventud) las que constituyen el grupo de alto riesgo para desarrollar cancer [8]
(Ver Figura 2).
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Figura 2. Relaciéon entre prevalencia del virus de papiloma humano e incidencia de
cancer cervical segun la edad (Tomada de Documentos de consenso: La
infeccion por papilomavirus, 2002).

3.2.1 Prevalencia tipo-especifica del VPH en CC.

Al parecer, la frecuencia de infecciones con tipos de VPH de alto riesgo entre
mujeres sexualmente activas parece ser mayor a la reportada con tipos de bajo
riesgo [8]. En general, una infeccién por VPH de alto riesgo registra una duracion
media de 8 a 16 meses, mientras que para los VPH de bajo riesgo es alrededor
de 5 meses [22].

Para evaluar la distribucion geografica de los tipos de VPH asociados al CC se
han realizado grandes estudios epidemioldgicos coordinados por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) los cuales incluyen la participacion de
varios paises en todo el mundo abarcando un gran numero de casos. Segun estas
investigaciones alrededor de 30 tipos de VPH fueron identificados, las infecciones
con un solo tipo de VPH se detectaron hasta en el 92.2 % de los casos y las
infecciones con mas de un tipo viral fueron registradas hasta en un 7.8 %. Los
tipos de VPH identificados con mayor frecuencia fueron en orden descendente el
16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51, 73, 68 y 66, en el caso de co-
infecciones el 71 % resulto positiva para los tipos 16 y 18 [1-11, 21, 23]. Segun las
estadisticas hasta el 88 % de los casos con CC en todo el mundo (con mas de 10
000 muestras analizadas) pueden ser una consecuencia de infecciones por al
menos 8 tipos de VPH (16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35) [5-11, 21, 23] (Ver Tabla 2).
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Tabla 2. Tipos de VPH frecuentemente identificados en CC a nivel mundial segun la IARC*
(Modificada de Mufoz, 2004).

INFECCIONES SIMPLES INFECCIONES MULTIPLES
Tipo VPH % Tipo VPH %
16 50 -70 16-18 1.76
18 8-23 16 - 33 0.41
45 6.8 16 - 31 0.26
31 4.3 16 - 45 0.19
33 3.7 16 - 51 0.15
52 2.5 16 - 58 0.1
58 2.3 16, otros 0.64
35 2.2 18 - 45 0.71
59 1.5 18 - 33 0.19
56 1.3 18 - 52 0.1
39 1.2 18, otros 0.41
51 1.1 31-33 0.1
73 0.6 31, otros 0.19
68 0.5 33-35 0.41
66 0.5 33 -58 0.34
otros 6.3 45, otros 0.37

*IARC = Internatinal Agency for Research on Cancer

3.3 Incidencia del CC a nivel mundial.

En los ultimos afos el CC ha ocupado los primeros lugares en incidencia y
mortalidad en muchas partes del mundo llegando a ocupar el primer lugar en la
mayoria de los paises en desarrollo donde se han registrado hasta el 80 % del
total de los casos [24, 25]. En paises desarrollados la incidencia de esta
enfermedad ha disminuido debido a la implementacion de programas efectivos de
deteccion oportuna de lesiones precancerosas (hasta en un 80 % durante los
ultimos 50 afios) [24, 25]. De acuerdo con los ultimos registros la incidencia global
estimada para el CC es de 470 000 casos por afo y aproximadamente 233 000
muertes (11 casos por cada 100 000 mujeres en paises desarrollados, 44 casos
por cada 100 000 mujeres en paises en desarrollo [10, 24, 25]. México es
considerado uno de los paises con la mayor incidencia de CC (40 a 50 casos por
cada 100 000 mujeres) en comparacién con paises como EUA o Europa cuya
incidencia es relativamente baja (11 casos por cada 100 000 mujeres) [7, 24-28].
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3.3.1 Variabilidad genémica del VPH y la incidencia de CC.

Datos epidemiolégicos a nivel mundial sugieren que variaciones en el genoma de
los VPH representan un factor que puede modificar su potencial oncogénico y
tener un impacto directo en la incidencia de CC [4-7]. Entre los aspectos que
pueden favorecer la transformacion viral maligna se encuentran variaciones en la
secuencia de las proteinas virales E6 y E7 capaces de interaccionar con proteinas
reguladoras del ciclo celular como p53 y pRb y alterar sus funciones.

Los VPH 16 y 18 registran la mayor variabilidad gendmica que ha sido reportada a
la cual es factible atribuir su elevado potencial oncogénico [4-7, 28]. Al menos
cinco variantes virales son bien reconocidas para el VPH 16; la asiatico americana
(AA), la europea (E), la africana (Af), la asiatica (As) y la norteamericana (NA),
mientras que para el VPH tipo 18 son tres las reportadas; la asiatico americana
(AA), la europea (E) y la africana (Af). Un dato interesante es que entre las
regiones geograficas con una alta prevalencia de las variantes AA y Af de los VPH
16 y 18 se ubican los paises con la mayor incidencia de cancer anogenital (en su
mayoria paises de Latinoamérica, Africa y algunos de Asia) [29]. En México
también se ha relacionado la alta incidencia de CC con la frecuencia de
infecciones por HPV 16 (50-70%), siendo sus variantes asiatico americana (AA) y
Europea (E350G) identificadas con mayor frecuencia. La variante E ha sido
preferencialmente detectada en HGSIL (33%) y CC (24%), mientras que la
variante AA solo ha sido identificada en CC, lo que sugiere un mayor potencial
oncogeénico para esta variante [26, 30-32].

3.4 Otros factores de riesgo para CC.

A pesar de que se considere al VPH como la causa necesaria de practicamente
todos los casos de CC, no todas las mujeres infectadas por VPH de alto riesgo
desarrollan CC o sus lesiones precursoras. De hecho, es bien conocido clinica y
epidemiologicamente que la gran mayoria de mujeres infectadas eliminan
espontaneamente su infeccion, siendo sélo una pequefia fraccién las que
experimentan una persistencia (frecuentemente subclinica) que las pondra en un
mayor riesgo de progresion neoplasica. De esta manera, a pesar de que una
infeccion persistente por VPH es una causa necesaria para la progresion
neoplasica, no es una causa suficiente para el desarrollo de la misma. Por lo tanto,
si solo algunas mujeres infectadas progresan a HSIL o CC probablemente existen
otros factores - o co-factores - que al interaccionar con el VPH modulan el riesgo
de progresion.

A la fecha se han descrito co-factores virales, genéticos y relacionados con la
conducta de la mujer o medioambientales. Dentro de los determinantes virales de
progresion se incluyen: el tipo viral, la carga viral, las variantes filogenéticas, la
integracion con el DNA celular y la probabilidad independiente de progresion
asociada a cada tipo o variante viral. Los cofactores genéticos incluyen
marcadores de susceptibilidad genética y los factores que regulan la respuesta
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inmunitaria celular y humoral a la infeccion por el VPH, como el HLA y p53. Los
principales co-factores de progresién medioambientales identificados en estudios
epidemiologicos son: el tabaco, el uso prolongado de anticonceptivos orales y una
alta paridad (muchos hijos). El tabaco tiene una accion moderada multiplicando
aproximadamente por 2 el riesgo de progresion neoplasica en la mujer infectada.
Asimismo, el uso prolongado de los anticonceptivos orales también puede
favorecer de la persistencia de VPH y la progresion neoplasica. Este hallazgo,
sumado al efecto de la paridad, observado en algunos estudios epidemioldgicos,
sugiere que el ambiente hormonal enddégeno y exdgeno puede modular el riesgo
de progresion desde infeccion viral hasta HGSIL y carcinoma invasor. Otros co-
factores descritos son la infeccion por Chlamydia trachomatis y HSV-2,
probablemente debido a la cervicitis cronica. La inmunodepresion inherente a la
co-infeccion por VIH es un factor determinante de progresion neoplasica [1-22].
Del conjunto de riesgos resultantes de estos co-factores probablemente depende
el riesgo global de persistencia del VPH, requisito necesario en la carcinogénesis
cervical, y por lo tanto del riesgo real para que una mujer infectada desarrolle
algun tipo de lesion cervical y eventualmente cancer.

3.5 Formas de expresion de la infecciéon por VPH.

La infeccidn por VPH se puede expresar en forma clinica, subclinica o latente. La
manifestacion clinica habitual de la infeccidon son los condilomas acuminados,
verrugas genitales, papilomas venéreos o verrugas venéreas. La infeccion
subclinica por VPH es de gran importancia, ya que al no ser aparentes las
lesiones, se facilita el contagio. Las lesiones pueden identificarse mediante
visualizaciones colposcopicas tras la aplicacion de acido acético, siendo en
general aplanadas y multiples. La infeccion latente, sin evidencia clinica ni
histologica, sélo es posible detectarla con métodos moleculares de determinacion
de DNA o proteinas virales [1, 2].

3.6 Estrategias convencionales de deteccion de VPH.

3.6.1 Citologia.

El gran numero de VPH asociados a enfermedades y al ser considerados el mayor
factor de riesgo en el desarrollo de CC ha impulsado el desarrollo de estrategias
que faciliten su deteccion. El primer método enfocado a la deteccidén de lesiones
cervicales fue la tincion de papanicolau (Pap test) introducido por el patdlogo
George Papanicolau en 1949 antes de que la causa del CC fuera reconocida. El
Pap test ha sido de gran utilidad en la deteccion de anormalidades celulares que
puedan indicar algun tipo de lesion cervical (en su mayoria a consecuencia de
infecciones por VPH) y ha contribuido de manera importante a reducir la incidencia
de CC y su tasa de mortalidad en muchas partes del mundo, aunque
generalmente solo ha podido ser aplicada con éxito en paises desarrollados donde
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se cuenta con la infraestructura, los recursos necesarios y el personal calificado
para poder realizar este tipo de pruebas. De aqui la necesidad de implementar
estrategias factibles de aplicar en todos los demas paises donde hoy en dia se
reportan la mayor parte de los casos con CC.

El Pap test continua siendo aplicado en programas masivos de deteccion, manejo
y prevencion del CC, sin embargo su eficiencia ha sido ampliamente cuestionada.
Aunque los cambios morfolégicos asociados a infecciones por VPH son bastantes
caracteristicos, el Pap test no puede pronosticar con precision la presencia viral en
base a la morfologia de una lesion, ademas existe una falta de consenso sobre su
sensibilidad para detectar lesiones precursoras de CC (entre 51 y 65%), segun
investigaciones multi-céntricas realizadas a nivel mundial [33]. La baja sensibilidad
del Pap test es considerada su mayor limitacion y una consecuencia directa de la
falta de objetividad en el diagnostico, resultado de la falta de personal calificado e
inadecuadas estrategias en la toma y conservacion de las muestras que originan
un elevado numero de falsos negativos (15-45 %) y falsos positivos (5-15 %) [34].
Datos epidemioldgicos indican que es posible que el 60 % de los casos de CC
estén asociados con ausentes o deficientes programas de prevencion y manejo de
la infeccién [33].

La baja eficiencia de la citologia en la deteccion de lesiones precursoras de CC y
en el manejo de pacientes con ASCUS favorecio la aplicacion de herramientas
alternativas para la deteccion de VPH. En un principio, la deteccion
inmunohistoquimica de antigenos virales (proteinas estructurales L1 y L2) con
anticuerpos mono o policlonales fue una herramienta de diagndstico viable en la
busqueda de infecciones por VPH en biopsias, sin embargo se vio limitada debido
a que solo el 50 % de las lesiones caracteristicas de infecciones por VPH dan una
sefal positiva (casos donde los antigenos virales eran expresados), mientras que
las infecciones latentes o subclinicas no pueden ser detectadas [9].

3.6.2 Técnicas de Hibridacion.

Con el auge de las técnicas de biologia molecular enfocadas al diagndstico
preciso de enfermedades durante las ultimas décadas, surgieron novedosas
estrategias de deteccion vy tipificacion de VPH. Las primeras herramientas que
facilitaron la deteccion de VPH en exudados cervicales y biopsias fueron la
hibridacion in situ (ISH) y el Southern blot, basadas en la hibridacion de acidos
nucleicos. Ambas metodologias involucran el uso de sondas marcadas dirigidas
contra el DNA viral, solo que en la ISH es posible visualizar en el tejido cervical la
presencia intracelular de secuencias virales, mientras que en el Southern blot la
deteccion viral requiere el aislamiento previo del DNA de la muestra. Durante afios
estas herramientas resultaron de gran utilidad en analisis gendmicos tempranos
del VPH, sin embargo su baja sensibilidad, su laboriosidad y la relativamente gran
cantidad de DNA que requieren ha dificultado su aplicacion en investigacion y en
programas masivos de deteccion de CC y sus lesiones precursoras [9, 35].
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3.6.3 Captura de Hibridos (HC).

Los avances tecnoldgicos y la importancia de un diagndstico de infecciones por
VPH mas eficiente en programas de prevencion, deteccidn y manejo del CC ha
impulsado el desarrollo de sistemas de deteccion viral mas sensibles vy
especificos. Debemos entender por sensibilidad el limite de deteccidon o la mas
baja cantidad del DNA que podemos identificar en un ensayo y por especificidad el
nivel de precision del ensayo, entre menor sea el numero de falsos positivos y
falsos negativos mayor es la precision de la prueba [35].

Entre los sistemas que lograron incrementar la sensibilidad de deteccion del VPH
resalta la Captura de Hibridos de primera y segunda generacion (HC1 y HC2)
comercializadas por Digene Corporations, Gaithers-burg, Md. La HC1 fue la primer
prueba de deteccion de VPH aprobada por la FDA (Food and Drug Administration)
para la deteccion de HGSIL y CC pero fue rapidamente sustituida por la HC2
quien ofrecié una mayor sensibilidad analitica (entre 6.6 y 17.6 pg/ml dependiendo
del tipo de VPH) y un equipo de deteccion viral mas eficiente [9].

En la HC2 el DNA proveniente de los pacientes es primero desnaturalizado y
mezclado con un grupo de sondas de RNA contenidas en un tubo con solucion de
hibridacién. Este sistema de deteccion viral incluye dos grupos de sondas de RNA
que pueden ser utilizadas de manera simultanea o por separado. El primero o
grupo A reconoce tipos virales de bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44) y el segundo o
grupo B reconoce tipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y
68). Si la muestra es positiva para VPH, el DNA viral y el grupo de sondas de RNA
producen hibridos DNA-RNA. Estos complejos DNA-RNA son inmovilizados dentro
de viales cargados con anticuerpos que reconocen a estos hibridos. Los hibridos
inmovilizados son reconocidos por un segundo grupo de anticuerpos anti-
DNA/RNA marcados con moléculas de fosfatasa alcalina, como multiples
moléculas son conjugadas a cada anticuerpo y multiples anticuerpos reconocen a
cada hibrido se da una substancial amplificacion de sefal. Después de una serie
de reacciones se produce un producto luminiscente que puede ser cuantificado
como unidades relativas de luz por un luminémetro, estas unidades de luz son
proporcionales a la cantidad de DNA viral presente en la muestra [22, 36].

En diversos estudios se resalta la gran sensibilidad (68-95 %) y reproducibilidad
de la HC2 comparada con herramientas como la citologia, sin embargo las
hibridaciones inespecificas reportadas entre el grupo de sondas de RNA y los VPH
contemplados (16, 31, 33, 35, 6, 11, 44, etc.) y no contemplados (53, 66, 67) le
restan especificidad a la prueba y aunque la HC2 es capaz de detectar infecciones
por VPH de alto y bajo riesgo, no permite diferenciar entre ellos a un tipo viral en
especifico lo que hace necesaria la aplicacion de otras herramientas de tipificacion
viral, como la secuenciacién [9, 19, 35]. Es importante sefalar que aunque esta
prueba es capaz de cuantificar la carga viral, esta no se puede corregir en funcién
del numero de células existentes en la muestra y dado que solo detecta un grupo
de genotipos virales y no el genotipo exacto, la deteccion de cargas virales altas
puede ser el resultado de una infeccidon con participacion de multiples tipos de
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VPH presentes en la muestra. En la actualidad este tipo de proceso exige equipo,
que comprende desde suministros basicos de laboratorio hasta equipo
tecnolégicamente avanzado, condiciones que hacen que el uso de la HC2 sea
demasiado costoso y dificil de aplicar en muchos establecimientos de bajos
recursos.

Recientemente fue introducida la HC3 y virtualmente promete incrementar la
especificidad de deteccion y discriminacion de secuencias virales [19, 37, 38]. Este
sistema al igual que su antecesor, la HC2, involucra la formacion de hibridos entre
el DNA del VPH y las sondas de RNA que reconocen la secuencia de 13
diferentes genotipos de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68)
durante la etapa de hibridacion. Una de las diferencias técnicas entre la HC3 y la
HC2, es que la HC3 emplea oligonuclettidos de DNA biotinilado para la captura de
los complejos DNA-RNA en viales cargados con estreptavidina, mientras que la
HC2 emplea viales cargados con anticuerpos. En investigaciones preliminares
donde se compara el desempenfo de la HC3 frente a la HC2 para detectar HGSIL y
CC se reporta que la HC3 puede ser mas sensible e igualmente especifica que la
HC2 en la deteccion de HGSIL en mujeres mayores de 30 afios con antecedentes
de citologia negativa por pruebas de papanicolau convencionales, aunque es
necesario un mayor numero de estudios para validar la prueba [39].

3.6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Una de las herramientas que revolucion6 el analisis de los acidos nucleicos es la
reaccion en cadena de la polimerasa 6 PCR (del ingles Polymerase Chain
Reaction) considerado el método de amplificaciéon selectiva mas sensible,
especifico y flexible que ha sido desarrollado. Este tipo de tecnologia puede ser
usada para deteccion simple y multiple, cuantificacion de la carga viral,
secuenciacion de DNA vy analisis de mutaciones. La PCR logro incrementar la
sensibilidad y especificidad de deteccion de VPH ofrecida por pruebas de
diagndstico anteriores. Un simple ensayo de PCR es capaz de detectar de 10 a
200 copias de VPH por muestra (aunque depende del tipo viral) y amplificar
fragmentos especificos de manera exponencial y reproducible.

Esta versatilidad le ha permitido experimentar diversas modificaciones enfocadas
a mejorar su potencial de deteccidn. La PCR-tipo especifica fue la primer
herramienta de amplificacién capaz de identificar con precision un solo tipo de
VPH, sin embargo su eficiencia se vio limitada en muestras con infecciones
multiples donde es necesario realizar varias amplificaciones, un hecho que podria
resultar laborioso y caro. Una alternativa a esta limitante fue la aparicion de la
PCR-general 6 PCR-consenso la cual facilita la deteccion simultanea de un amplio
numero de VPH en una misma reaccion de amplificacion mediante el uso de
iniciadores modificados. La PCR-consenso ha sido usada durante afos para
amplificar una region muy conservada dentro del gen L1 de un amplio numero de
VPH, entre los primeros iniciadores utilizados con este fin destacan los MY09/11 y
su version mejorada los PGMY09/11 que detectan y reproducen de manera
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eficiente un fragmento de 450 pares de bases, posteriormente surgieron los
iniciadores GP5/GP6 y su version mejorada los GP5+/GP6+ que han demostrado
ser muy sensibles en la deteccion de un fragmento viral de 150 pares de bases
comprendido dentro del fragmento de amplificacion de los MY09/11 [9, 19, 37, 40,
41]. Entre otras modificaciones descritas a la PCR para el diagnostico del VPH
esta la PCR en Tiempo Real que permite detectar y determinar la carga viral,
aspectos que facilitan la correlacion entre el numero de copias de ciertos tipos
virales y el riesgo de desarrollar lesiones cervicales asociadas a ellos y la PCR de
Transcripcion Reversa 6 RT-PCR que hace posible identificar la expresion de
oncogenes virales de relevancia clinica.

La versatilidad de la PCR en la deteccion de secuencias genéticas esta bien
documentada, aunque se ha reportado que su eficiencia puede verse afectada por
procedimientos inadecuados durante la extraccion de DNA, contaminacién de la
muestra, uso de diferentes DNA polimerasas, el disefio inadecuado de iniciadores
o al modificar el tamafio del producto de amplificacién. Ademas todos los
productos amplificados tienen que ser posteriormente analizados por técnicas
adicionales como secuenciacion, analisis de restriccion e hibridacién con sondas
especificas, aspectos que incrementan los tiempos y los costos de
procesamientos de las muestras [35, 37, 39, 40].

Aun con sus limitaciones, las técnicas moleculares dirigidas a la deteccion de VPH
ofrecen un enorme potencial si son aplicados adecuadamente en programas de
prevencion y control del CC ya que facilitan la identificacion de mujeres con un
mayor riesgo de padecer la enfermedad. Con la identificacion de pacientes en
riesgo y su oportuna intervencion muy probablemente se podria disminuir la
incidencia y mortalidad por CC. Ademas se evitarian tratamientos e intervenciones
innecesarias que tendrian un impacto directo en la calidad de los servicios de
salud.

3.7 Innovaciones Tecnoldgicas: Biochips de DNA.

El éxito de proyectos como la secuenciacién del genoma humano es el resultado
de una constante innovacién tecnoldgica, capaz de generar una enorme cantidad
de informacion y novedosas herramientas para procesarla. En este contexto, las
técnicas moleculares han experimentado un impulso tecnologico determinante en
la investigacion del cancer con importantes consecuencias clinicas en cuanto al
diagnostico, prondstico y tratamiento de los pacientes. En apenas una década se
ha pasado de trabajos basados en el estudio de uno o pocos genes al analisis de
genomas en su totalidad. La aplicacion mas conocida y probablemente la que esta
generando mas datos en estos momentos es la técnica de hibridacién mediante
arreglos (arrays), Microarreglos (DNA Microarrays) o Biochips de DNA (DNA
Biochips), una herramienta que permite realizar diversos analisis genéticos
basados en la miniaturizacion de procesos bioldgicos.

17



Introduccion

En biologia molecular el término “biochip” describe pequefios dispositivos (chip)
que contienen material biologico (bio) empleados para la obtencion de una gran
cantidad de informacién biolégica en un simple ensayo. El término biochips
describe dispositivos en los que se alcanza una elevada densidad de integracion
de material bioldégico inmovilizado de forma regular, ordenada y conocida sobre
una superficie solida. Este tipo de disposicidon permite conocer la posicion exacta
del material bioldgico inmovilizado.

3.7.1 Fundamento basico de los Biochips de DNA.

Un Biochip de DNA representa un gran numero de moléculas de DNA
denominadas “sondas” inmovilizadas sobre un sustrato solido formando una matriz
de secuencias en dos dimensiones. Las sondas pueden ser cortas como los
oligonucledtidos, o de mayor tamafio como el cDNA (DNA complementario,
sintetizado a partir de mRNA) y los productos de PCR (replicacion in vitro de
secuencias de DNA mediante PCR). En estos dispositivos los acidos nucleicos
(DNA para genaotipificacion o RNA para analisis de expresion génica) se marcan
por diversos meétodos (enzimaticos, fluorescentes, etc.) y se incuban sobre la
matriz de sondas permitiendo la hibridacion (reconocimiento y unién) de
secuencias complementarias. Durante la hibridacién, las muestras de material
genético marcadas, se uniran a sus sondas complementarias sobre el biochip. El
DNA que no hibrida o que hibrida inespecificamente es eliminado durante las
etapas de lavados. Después del proceso de hibridacion, cada imagen es captada
mediante un escaner y sometida a procesos de digitalizacion, normalizacion y
cuantificacion a partir de diversas herramientas bioinformaticas que permiten la
interpretacion y analisis de la gran cantidad de datos que se generan a partir de un
solo experimento [44-52] (Ver Figura 3).

DISENO / FABRIC ACION PREPARACION MUESTRAS / CAPTURA DE IMAGEN /
BIOCHIP HIBRIDACION AMALISIS DE DATOS
REL 020 020 : X
oh (43 s —— e
00 = e
N v e . o cem—
1908, 9743
d e e e
imam  50%% %008
EEE=E £ A

A
v 3 5 s g .
o MOLECULAS PECU ENAS Y " N
ACIDOS NUSLERO S Lt ‘g ﬁ‘ S N
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Figura 3. Etapas fundamentales durante el desarrollo de los Biochips de DNA (Tomada
y modificada de www.kbrin.louisville.edu/.../dobbins.html).
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3.7.2 Diseno y fabricacion de un Biochip de DNA.

Existen determinados elementos que tienen que ser considerados al momento de
fabricar un biochip como: la eleccion de las sondas, la eleccién del soporte, la
tecnologia de inmovilizacion de las sondas, la técnica de fabricacion del array, la
estrategia de deteccidn de la hibridacidn, los sistemas de amplificacion de la sefial
y las herramientas de analisis e interpretacion de los datos obtenidos, sobre todo
en funcién de las aplicaciones deseadas [42, 43, 45] (ver Figura 4).

DISENO DE MICROARRAYS

TECNOLOGIAS/

OPERACIONES A REALIZAR TECNICAS A EMPLEAR

Eleccion del tipo de ADNM Sondas, oligos, cDMNA...
Marcaje de sondas o muestras Enzimatico, fluorescente...
Material de soporte Vidrio, plastico, membranas...
Inmovilizacion de sondas Activa, pasiva, covalente...
Fabricadon Impresion, sintesis in situ...
Deteccion de la hibridadién Escaneres, fluorimetrias...
Procesamiento de datos Software

Figura 4. Elementos importantes durante el disefio y la fabricacion de los Biochips.
(Tomada de Microarrays y Biochips de DNA, 2002).

3.7.2.1 Tipos de sondas.

Entre el tipo de material inmovilizado o “sondas” que son utilizadas en la
fabricacion de los Biochips de DNA resaltan [42-46]:

Sondas de oligonucledétidos: Son las mas ampliamente usadas en
los Biochips de DNA, pueden sintetizarse in situ o bien
depositarse sobre el soporte mediante diferentes técnicas de
inmovilizacion. Estas sondas suelen ser lineales y de tamafo
limitado (entre 11 y 50 nucleotidos para el analisis de expresion
alélica y hasta 100 bases para analisis de expresion génica).

Sondas de PNAs: Los acidos nucleicos peptidicos (PNAs) son
moléculas artificiales con caracteristicas hibridas de &acidos
nucleicos y peptidicos, donde las bases nucleotidicas estan
unidas a un esqueleto de tipo peptidico en lugar del tipico
esqueleto de fosforibosas del DNA.
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Sondas de cDNA: Estos fragmentos de DNA copia se obtienen
por transcripcion inversa del mRNA de genes concretos. Los
clones de cDNA (mucho mas estables que los mRNA) se
depositan sobre el arreglo en forma de fragmentos o genes
completos, su tamafo puede ser de varios cientos de bases
hasta varias Kb.

Productos de PCR: Este tipo de sondas se generan mediante
técnicas de PCR donde fragmentos de genes son amplificados
de manera exponencial y altamente especifica. El tamafio de las
sondas obtenidas mediante PCR para fabricar Biochips de DNA
suele ser de un tamano entre 200 y 500 bases.

3.7.2.2 Tipos de soportes.

La deposicidn de las sondas es un paso fundamental a la hora de disenar el
biochip y esta directamente relacionado con el tipo de soporte y la técnica de
fabricacion del array. El tipo de soporte en el cual se inmovilizan las sondas suele
ser de diferente naturaleza, pero basicamente se pueden dividir en porosos y no
porosos. En los chips “porosos” las interacciones entre el material a inmovilizar y
el soporte solido de inmovilizacion por lo general no tienen un caracter covalente.
Los soportes mas comunmente empleados son pequefias porciones de geles, o
membranas porosas de nylon o nitrocelulosa presentes sobre portaobjetos de
cristal. Los chips lisos 0 “no porosos” son aquellos en los que el material se
encuentra por lo general inmovilizado covalentemente a la superficie solida que le
sirve de soporte, la cual puede ser de cristal o cualquier otra superficie como
silicio, plastico u oro [42-46].

En la actualidad, debido a su adaptacion al marcaje fluorescente, su alta
sensibilidad, la posibilidad de realizar distintas reacciones quimicas y a su facil
manejo y resistencia, el vidrio ha suplantado a las membranas como soporte para
Biochips de DNA. Algunas de las ventajas y desventajas reportadas para los
diferentes tipos de soportes se enlistan en la Tabla 3.

Existe un gran numero de alternativas a estos soportes todavia en desarrollo,
como la inmovilizacion de DNA sobre geles de  acrilamida
(http://www.motorola.com), sobre matrices de oro (http://www.interactiva.de) o
sobre soportes totalmente diferentes a las plataformas de membrana o cristal
comercializados por Nanogen (http://www.nanogen.com) que consisten en
conjuntos de microelectrodos cubiertos por una fina capa de agarosa, capaces de
generar un campo eléctrico que controla la deposicion de las sondas y su
hibridacién con las secuencias blanco.
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Tabla 3. Tipos de soportes para Biochips de DNA: ventajas y desventajas (Tomada de
Microarrays y Biochips de DNA, 2002).

Tipo de soporte Ventajas Desventajas

+ Mayor ruido de fondo

+ Mayor capecidad de soporte flunrescente.

de ADN debido a su ) o L,
Membranas de Nylon y de superficie porosa. + Capacidad de miniaturizacion

Nitrocelulosa - limitada.
+ Reutilizables. .
) + Deformacién de la membrana.
+ Bajo coste. ) .
+ Baja resolucion.

Superficies porosas de

. . +« Mayor flexibilidad
micro particulas

« Minimo volumen de
hibridacidn.

+ Mayor capacidad de
miniaturizacidn.

* Soporte inerte.

* Permite el uso de dos « Restriccidn de la capacidad de
fluorocromos a la vez

Superficies lisas ) ’ carga.
de cristal * Alta resclucion. « Limitacidn del nimero de
+ Capacidad para aguantar experimentos por surtido.
altas temperaturas y
lavados de elevada fuerza
ignica.
+« En el caso del cuarzo,
hidroxilado de forma
natural.

« Minimo volumen de

hibridacién.
# zran capacidad de soporte « Ruidos de fondo por
Superficies lisas de plastico de ADN. fluorescencia.

+« Mayor capacidad de
miniaturizacidn.
+ Soporte inerte.
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3.7.3 Clasificacion de los Biochips de DNA.

El auge de este tipo de tecnologias ha facilitado una gran diversificacion
tecnolégica que ha derivado en la necesidad de establecer una nomenclatura y
clasificacion para estos dispositivos. Los criterios de clasificacion son muy
variados y abarcan diversos conceptos resumidos en la Tabla 4
(http://infobiochip.isciii.es) [42].

Tabla 4. Clasificacion de los Biochips de DNA (Tomada de Microarrays y Biochips de DNA,
2002, Adaptada de http://infobiochip.isciii.es).

Clasificacion

. Caracteristicas Mombre
de microarrays segun:
+ Dligonucledtidos. # zene Chips.
+« cOMAs. « cOMNA & .
Material inmovilizado © 5 © ) rm!rr
* Proteinas. * Protein Chip.
* Tejidos. = Tissue Chip.
Disefio del array Personalizado Arrayers
rtid
b surtide Industrizl Cassettes
Alta: microarrays
Fabricacidn Densidad de integracidn
Baja: macroarrays
"im situ”
Impresidn Generacion de la sonda
“depositadas”

Soporte rigido

Mo poroso / Covalente (Cristal y Plastico)

Soporte / Tipo de unidn

Poroso / No covalente Membranas

* Secuenciacion por hibridacion. ) N
= Chips de secuendacidn.

# Deteccion de cambios en la « Chips de hibridacién

Aplicacidn EKDFES-i!JI'l gn::nita. - comparativa.
. leJall'ltIfIEaEIDn de la expresidn « Chips de expresién.
geénica.
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De acuerdo con el tipo de material empleado para su fabricacion los biochips se

pueden clasificar en [42-46]:

GeneChips. Es un nombre comercial de Affymetrix que se aplica
a los chips que llevan inmovilizadas sobre su superficie cadenas
cortas de oligonucledétidos de entre 20 y 80 nucledtidos. Puede
emplearse métodos de sintesis “in situ” 0 métodos de deposicion

de los oligonucleétidos.

Protein Chips. Chips en los que se inmovilizan diversas

proteinas.

cDNA Arrays. Chips en los que se inmovilizan cDNA’'s

previamente sintetizados.

Tissue Chips. Chips en los que se inmovilizan pequefas

muestras de tejido para facilitar el analisis de varias muestras.

La clasificacidn en funcién del disefio permite distinguir dos tipos de biochips: los

biochips “comerciales” y los biochips “personalizados” [42, 43].

Los biochips “comerciales” son aquellas soluciones en las que
se adquieren los chips con las sondas inmovilizadas vy listos para
su empleo. El disefio de los elementos de los chips es realizado
por la empresa. Para permitir la rentabilidad de su fabricaciéon
masiva, las empresas inmovilizan conjuntos de material biolégico
que no siempre es de utilidad y encarece la posibilidad de
personalizar su disefio por parte del comprador. Su principal
ventaja es que se adquieren listos para su empleo. Entre estos
dispositivos destacan los Biochips en portaobjetos, el sistema
Gene-Chip o DNA Chip y uno de los formatos mas novedosos

los Chips Microelectronicos o NanoChips.

Los biochips “personalizados o “home made” representan
una segunda solucion fundamentada en el disefio y fabricacion
por parte de los laboratorios de investigacion de sus propios
chips mediante unos dispositivos denominados “arrayers”,
capaces de depositar cantidades microscépicas de material

bioldgico sobre la superficie del chip.
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3.7.4 Tecnologias usadas en la fabricaciéon de Biochips de DNA.

Existen diferentes tecnologias para la produccion de los Biochips de DNA que han
de cumplir una serie de requisitos: robustez, consistencia, automatizacion,
velocidad de fabricacién, versatilidad, reproducibilidad, uniformidad, alta precision,
alta resolucidén y costeabilidad. Las principales estrategias usadas en la fabricacion
de biochips se muestran en la Tabla 5.

3.7.5 Estrategias aplicadas a la deteccion de la hibridacion sobre Biochips
de DNA.

Los métodos mas utilizados para marcaje de las sondas o del DNA blanco durante
el desarrollo de los biochips son los quimicos o enzimaticos por su menor
peligrosidad y versatilidad, ademas de facilitar el analisis de varias muestras en el
mismo “array” y permitir el escaneado de multiples marcadores simultaneamente,
eliminando la variabilidad cuando se comparan los resultados de dos diferentes
“arrays” Los fluoroforos Cy3 y el Cy5 son de los mas comunmente usados con
este fin. La Tabla 6 resume algunas caracteristicas de las técnicas usadas para
detectar sefiales de hibridacion sobre la superficie de los biochips de DNA.

Tabla 6. Técnicas de deteccion de la hibridacion sobre los Biochips de DNA (Tomada de
Aplicaciones de los Microarrays y Biochips en salud humana, 2005).

Marcaje Lectura Caracteristicas Ventajas Desventajas
- = Las enzimas pusden
= confundirse con
o~ . Se pone en contacto enzimas nativas
o @@ = a la muestra presentes en la
E RS g marcada con la muestra, aumentando
- =] RITZIE Comoun el ruido de fondo.
e ] E sustrato cromogénico N dad del d
tn o = Mecesida el uso de
2o © E:S;i-gﬁ absorber reactivos auxiliares en
iy el proceso de
— L
deteccon.
=
i s
= B ) Mo se necesitan
il 5 Se incorparan a la " romctivos
= . -
B o = estructura molecular vl + Radiactividad.
o E=] e auxiliares en el i .
o= .E de I_a 5|_3n|:|a isotopos proceso de » Baja resolucidn.
[ & radiactivos. e
2 o = deteccidn.
5 — I
o
* No se necesitan e Los escaneras
— r'ean?lt_wos | necesarios para la
= -
) u d Axlliares. an o deteccién encarecen el
o = - n marcador o d
E D = fl - i proceso e coste del ensayo.
E O 5 vorescente emite dateccdn
] . - .
H o = luz al ser excitado c = Algunos materiales
2 g = mediante una . mn’b'l'd i como el plastico
. . SENS
5 [y 3 determinada longitud "er_"‘_' vihdad , producen
e L de onda. facilidad de flucrescencia.
= usa,

reproducibilidad, * La sefial se atenda con
flexibilidad. el tiempo.
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Tabla 5. Principales tecnologias empleadas en la fabricacion de los Biochips de DNA (Modificada de Aplicaciones de los Microarrays y Biochips
en salud humana, 2005, Fuente: Campas M, 2004).

Técnica Sonda Densidad Deteccién Ventajas Desventajas Aplicacién
Muestras de Parfiles d .
Ink-jetting en ADN de 500 nt | | 2.780 puntos/ Fluorescencia Bajo coste Baja densidad id er:t:‘isca;;: I;r;r?:g: Fdiagmﬁrstit:a::-
. v 3 P ' I r ’
vidrio Eglgmentus de | | cm Radiocisotopica andlisis de polimorfismos
Denosicién de Oligos de 5nt 1.024 puntos Perfiles de expresion,
in|: en Muestras de en 1,15 cm? Fluorescencia B ' Baia densidad identificacion génica, diagndstico,
P ADN de 500- || 64 puntos en | | Radioisotépica | | B2i0 coste aja densidad || <iicis de polimorfismos,
membrana - o
2.000 nt 0,6 cm secuenciacion
Fotolitografia : e
. Perfiles de expresion
con Oligos de 9.000 puntos . . Alto coste S e
nucledtidos 25 nt en 1,6 cm? Fluorescencia Alta densidad Sintesis in situ d::gr:gilg,oznalms de
activados pofimort!
Deposidon de
pines en Pequetias Perfiles de expresidn,
electrodos o fmq mantos de 36 dianas en I danci B " Baja densidad identificacion génica, diagndstico,
fotolitografia g un chip Al e ajo coste Alto coste secuenciacion, analisis de
: ADN/ARN . )
con oligos polimorfismos
activados
Perfiles de expresidn,
Posicionamiento . 99 puntos . . identificacion génica, diagndstico,
electrénicn Oligos de 20 nt an 2 mm? Fluorescencia Alta densidad Alto coste Identificacién de STR (short

tandem repeat)
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3.8 Principales aplicaciones de los Biochips de DNA.

Las aplicaciones de los Biochips de DNA en la salud humana son muy diversas,
pero basicamente son utilizados en 5 grandes rubros; la identificacion de dianas
terapéuticas, descubrimiento y desarrollo de farmacos, farmacogendmica y
farmacogenética, investigacion basica y en el diagndstico clinico [42-52] (Ver
Tabla 7).

Tabla 7. Aplicaciones de los Biochips de DNA en la salud humana (Tomada de Aplicaciones de los
Microarrays y Biochips en salud humana, 2005).

Areas Aplicaciones Técnicas
Cribado genético Resecuenciacion

Deteccidn de secuencias de ADN

Identificacion de patogenos procedentes de pabiganos

Diagndstico

molecular ) . . .
Resistencia a farmacos de Genotipado de SNPs
microorganismos infecciosns Andlisis de la expresidén génica

Dizgndstico y prondstico oncoldgico | | Andlisis de la expresidn génica

Andlisis de la expresidén génica
Identificacion de genes Genotipado de SNPs

o Resecuenciacion
Farmacogenética v

Farmacogendomica

Respuesta a farmacos Genotipado de SNPs
Diagndstico predictivo Genotipado de SNPs
Cribado de farmacos Andlisis de la expresidén génica

Descubrimiento v
desarrolio de farmacos Disefio y estratificacidn de ensayos

. Genotipado de SNPs
clinicos

3.8.1 Identificacion de dianas terapéuticas.

En la identificacion de dianas terapéuticas, la comparacion de los niveles de
expresion de genes en tejidos sanos y enfermos permite la identificacion de genes
implicados en enfermedades de interés, asi como su asociacion con proteinas
involucradas en el proceso patologico. Esta informacion facilita el desarrollo de
farmacos que actuen bloqueando o modulando los mecanismos moleculares de la
enfermedad [43] (Ver Figura 5).
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Descubrimiento
de dianas

Descubrimiento
de fArmacos

Desarrollo
de farmacos

Idenboficacion
da dianas

Vahidacidn
de dianas

G,

de compuestos

Seleccitn

Optimizacion Fasze
de compueastos

Praclinica

Fase
Oinica

Figura 5. Principales etapas durante el desarrollo de farmacos (Tomada de Aplicaciones de los
Microarrays y Biochips en salud humana, 2005).

3.8.2 Descubrimiento y desarrollo de farmacos.

Los Biochips de DNA permiten analizar de forma mas rapida los cambios de
expresion génica que tienen lugar durante la administracion de un farmaco, asi
como la localizacion de nuevas dianas terapéuticas y efectos toxicoldgicos

asociados [43] (Ver Figura 6).

Fasea I

Fase IT

Fase ITT

Fase IV

ETAPAS DEL DESARROLLO DE UN FARMACO

Tast de seguridad
en individuos sanos
{30-100 indiw.)

Test de seguridad e
impacts en el estado
patoldgico [ cientos de
pacientas)

Tast de seguridad,
impacto, dosificacion v
astudics compamativos
{miles de padentas)

Manitorizacidn deal
farmaco {estudios
post-markating )

Figura 6. Diferentes fases dentro del proceso de desarrollo de farmacos (Tomada de Aplicaciones
de los Microarrays y Biochips en salud humana, 2005).
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3.8.3 Farmacogenética y farmacogendmica.

La farmacogenética estudia las bases genéticas que influencian la respuesta
individual a los farmacos, mientras que la farmacogenomica hace referencia a las
aplicaciones comerciales de la tecnologia gendmica en el desarrollo de farmacos y
terapia, su principal objetivo consiste en definir una enfermedad a nivel molecular
de tal manera que las herramientas preventivas y terapéuticas disponibles puedan
frenar o mitigar los efectos de la enfermedad. La aplicacion clinica de estas
herramientas esta dirigida al desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas
en funcién del perfil gendmico del paciente, siempre en la busqueda de farmacos y
dosificaciones a las cuales el paciente ofrezca una respuesta optima, o bien, a las
que pueda desencadenar reacciones de toxicidad [42-45] (Ver Figura 7).

Encontrando Nuevos Medicamentos Utilizando Microarreglos [l Mismo céncer, tratamiento diferente

Paciente A Paciente B Antes Tratamiento  Después del
Tratamientos Diferentes Tratamiento

Paclente A
Mismo — —
Cancer

a

Perfilde ! Perfil de
expresion de ! expresion de =]

gﬁ:::rg: ﬂf:,iﬁe? microarreqglo
guia la

eleccion

Proteina w Proteina |
Bl Paclente B - |
El medicamento (1 1 El medicamento no i & y |
bloquea al sitio > b ./ bloguea al sitio z Efectivo
s : ’
4 ‘7 » @

activo activo £
!

Figura 7. Aplicaciones de la farmacogenética y la farmacogenémica en la salud humana (Tomadas
de Entendiendo el diagnéstico molecular http://www.cancer.gov ).

3.8.4 Investigacion basica.

En investigacion basica, el estudio de la regulacion de genes por medio de los
Biochips de DNA proporciona una gran cantidad de datos de gran valor para la
identificacion de genes involucrados en procesos patoldgicos y fisiolégicos, paso
previo al proceso de desarrollo de farmacos. También se facilita la identificacion
de aquellos genes que estan activados diferencialmente cuando se comparan dos
condiciones diferentes, ya sea entre células o tejidos normales, en aquellos
afectados por algun tipo de patologia, en sistemas modelo y en microorganismos
patogenos [42-45] (Ver Figura 8).
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Distinta expresiin génica
Identificacion de genes implicados en procesos bloldgicos de intards
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Figura 8. Aplicacién de los Biochips de DNA en la investigacion basica. Mediante biochips es
posible comparar la expresion relativa de miles de genes tanto en procesos celulares
normales (A) como alterados (B) solo con medir la intensidad y el color de la
fluorescencia de cada sitio (Tomadas de Entendiendo el diagnéstico molecular
http://www.cancer.gov ).
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3.8.5 Diagnéstico clinico.

En el diagndstico clinico, la principal aplicacion de los Biochips de DNA es el
diagnostico molecular de enfermedades, donde resultan especialmente utiles para
la clasificacion de tumores en base a sus perfiles de expresion o patrones
moleculares, con la consecuente identificacion de marcadores que permiten un
diagndstico mas preciso y estudios de analisis de predisposicion genética a ciertas
enfermedades. También estan siendo aplicados a la deteccion simultanea de un
amplio numero de microorganismos como bacterias, virus, parasitos y hongos,
enfocados a entender su biologia, sus mecanismos de resistencia frente a
antibidticos, a la identificacion de cepas o serotipos y a la caracterizacion de
nuevas dianas genicas con valor terapéutico. Finalmente resultan de gran utilidad
durante la caracterizacion, cuantificacion y comparacion de DNA (genotipificacion),
en la secuenciacion por hibridacion, en la identificacion de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs) y en el diagndstico molecular de enfermedades infecciosas
como el SIDA, la hepatitis o el CC y sus lesiones precursoras (actualmente en
fase de desarrollo) (Ver Figura 9 y 10) [42, 43, 46].

= Estudio epidemiclégico molecular de microorganismaos: identificacion de los genes responsables de

una menor patogenicidad en determinadas cepas de microorganismos. Ejemplo: Microarray de ADN
con genes de 19 cepas diferentes de M. tuberculosis.

+ Diagndstico microbioldgico: la mayoria de los arrays empleados hasta ke fecha en diagnastico
clinico consisten en arrays de baja densidad. Ejemplos: estos arrays se centran fundamentalmente
&n la deteccion de varias especies de un mismo género de bacterias { Staphylococous sp.
Pspudomonas sp.), presencia de parasitos infecciosos (Cryptosporidivm sp.), © en &l ambito de la
virologia clinica, basicamente en su utilizacidn en el genotipado del virus VIH.

Estudio de los mecanismos de accion v de resistencia a8 los agentes antimicrobianos: los
microarrays de ADMN se han empleado para el estudio del mecanismo de accion de ciertos
compuestos frente a determinados microorganismos, asi como en el analisis de la resistencia a
antibidticos mediante deteccién de genes especificos o mutaciones. Ejemplo: Microarrays de ADN
para la deteccidén de resistencia a rifampicina en M. tuberculosis.

Figura 9. Principales aplicaciones de los Biochips de DNA en la Microbiologia clinica
(Tomada de Aplicaciones de los Microarrays y Biochips en salud humana, 2005).
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Figura 10. Aplicacion de los Biochips de DNA en el diagndstico molecular del virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) asociado a enfermedades infecciosas
como el Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Tomada de
Aplicaciones de los Microarrays y Biochips en salud humana, 2005 Fuente:
Shieh B, 2004).

» Detercion de sacuencias virales y subtipos

3.8.5.1 Diagndstico molecular del VPH mediante Biochips de DNA.

La emergencia global de enfermedades infecciosas ha impulsado el desarrollo de
herramientas que faciliten la identificacion de un gran numero de microorganismos
patdgenos con relevancia clinica. Dentro de este grupo el VPH ha tenido un gran
impacto en el ambito de salud publica e investigacion al ser considerado el factor
etiologico de mayor riesgo durante el desarrollo del CC. Estudios clinicos,
epidemiologicos y moleculares han detectado DNA de VPH tanto en tejido cervical
normal como en CC, demostrandose en la mayoria de los casos que un
diagndstico preciso de VPH puede ser de gran utilidad en la deteccion de lesiones
malignas y premalignas del cervix (CC, HGSIL, LGSIL, ASCUS) con un enorme
potencial dentro de programas de prevencion y manejo adecuado de pacientes [7-
11, 54-56].

Se han descrito un gran numero de estrategias clinicas y moleculares para la
deteccion de alteraciones cervicales asociadas a infecciones virales, sin embargo
en la mayoria de los casos la plena identificacién de infecciones por VPH depende
del método de deteccidon usado ya que algunos, como los de hibridacion directa,
han reportado bajos niveles de deteccion viral y otros, como los de amplificacién,
disminuyen su especificidad al hacer uso de iniciadores universales con distintas

31



Introduccion

afinidades por diferentes tipos de VPH lo que puede llevar a la obtencion de datos
incompletos o no precisos en estudios clinicos y epidemiologicos [55-57]. Con el
surgimiento de tecnologias de alto rendimiento como los Biochips de DNA se
pretende mejorar la calidad en el diagnostico clinico tanto de infecciones por VPH,
como de un gran numero de patdégenos de importancia médica.

Aunque los Biochips de DNA fueron introducidos a finales de la década de los 80°s
por un grupo de cientificos como Stephen Fodor, Michael Pirrung, Leighton Read y
Lubert Stryer, los primeros trabajos que evaluaron el potencial de los Biochips de
DNA en la deteccidn y tipificacion del VPH en CC y lesiones precursoras surgieron
casi una década mas tarde. El primer Biochip de DNA dirigido a la deteccion y
tipificacion del VPH fue el HPV Oligonucleotide Microarray, HPV DNA Chip o HPV
DNA Microarray desarrollado por la compaiia coreana Biomedlab (Seul, Korea).
Este sistema se compone de sondas de oligonucleotidos inmovilizadas sobre
soportes de vidrio que reconocen a 22 tipos de VPH, 15 de alto riesgo (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69) y 7 de bajo riesgo (6, 11, 34, 40, 42,
43, 44), ademas de un grupo control (la B-globina). En este tipo de tecnologia el
DNA de la muestra es sometido a una PCR estandar en presencia nucledtidos
marcados con Cy3 o Cy5 y los iniciadores PC03/PC04 y GP5+/GP6+ que facilitan
la amplificacién de fragmentos especificos de la B-globina y del gen L1 de un
amplio numero de VPH. Ambos productos de amplificacion son sometidos a
hibridacién sobre el HPV DNA Microarray durante un periodo de 2 horas a 40 °C,
cada biochip es posteriormente lavado con 3X SSCP por 2 minutos y 1X SSCP
por 2 minutos y secado a temperatura ambiente. Las sefiales de hibridacion
pueden ser visualizadas con ayuda de scanners de fluorescencia como el DNA
Chip scanner (GSI Lumonics, Ottawa, Canada). En este tipo de sistemas ademas
de tipificar con una alta precision un grupo de VPH es posible discriminar ciertos
tipos de VPH, detectar infecciones con mas de un tipo viral y determinar la carga
viral mediante una serie de analisis cuantitativos. En el caso de infecciones con
mas de un tipo viral, se pueden observar multiples sefiales de hibridacién. Aunque
la fabricacién y procesamiento del dispositivo requiere equipo sofisticado se prevé
que tiene un gran potencial a futuro. Actualmente la utilidad y practicidad del
método continua siendo demostrada, ya que datos preliminares demuestran alta
sensibilidad y un amplio rango de deteccion para muestras con mas de un tipo
viral. [37].

Aunque son pocos los estudios donde se ha valorado la eficiencia de los HPV
DNA microarray en la deteccion de VPH, los resultado obtenidos han podido ser
comparados frente al ya bien establecido método de deteccion viral, la HC2. De
esta manera las primeras investigaciones reportan una sensibilidad del 94.9 %,
comparable con el 93.7 % que ofrecié la HC2 y significativamente mayor a la
reportada por la citologia convencional (77.1 — 83.6 %), ademas se reporta una
mayor prevalencia de infecciones por HPV en LGSIL (73 - 92 %), HGSIL (83 - 98
%)y CC (91 - 96 %) comparada con los grupos control (17.6 - 32.4 %), donde el
mayor factor de riesgo para CC esta dado por infecciones con los tipos 16 (32 - 54
%), 58 (6.5 - 175 %) y 18 (7 - 12.5%) frecuentemente identificados.
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Adicionalmente, este tipo de dispositivos facilitd la deteccion de infecciones
multiples, siendo menos frecuentes en CC (2.2 — 13.7 %) que en el grupo control
(7.9 - 24.2 %), LGSIL (16 %) y HGSIL (18 %), pero muy frecuentes en mujeres
jovenes (<40 anos de edad), permitié la deteccion de DNA de VPH de alto riesgo
hasta en el 84.8 % de pacientes con ASCUS con una sensibilidad entre el 80 y el
100 %. En algunos casos los datos derivados de los HPV DNA Microarray han
servido de base para calcular el riesgo relativo de desarrollar algun tipo de lesion
cervical con ayuda de analisis de regresion logistica multiple donde casos
positivos para VPH 16 podrian tener de 3.6 a 5.8 veces mayor riesgo de
desarrollar LGSIL y HGSIL que aquellos casos infectados con otros tipos virales,
mientras que los tipos 18 y 58 podrian representar un riesgo de 16.2 y 154,
respectivamente pero asociado al desarrollo de CC [58-67]. En cuanto a la
estimacion del riesgo relativo de progresion a CC en casos con infecciones
simples e infecciones multiples se reporté que mujeres infectadas con varios tipos
de VPH tienen 31.8 veces mayor riesgo de desarrollar CC que aquellas con
infecciones simples cuyo riesgo es solo 19.9 veces mayor, estos datos también
revelan que el riesgo de desarrollar CC es mayor para aquellas mujeres con
historias de familiares con CC (2.3 veces) y en fumadores (3.2 veces) [33, 56, 57].

El HPV DNA Microarray es el unico biochip comercialmente viable para deteccion
y tipificacién simultanea de VPH y aunque generalmente no se proporciona
informacion desfavorable sobre la eficiencia de este tipo de sistemas, si esta
documentada una baja sensibilidad en la deteccion directa de secuencias (a no
ser que incorpore amplificacién génica) y una gran variabilidad en los ensayos [42,
46]. También se han detectado inconvenientes durante el analisis de los datos y
su interpretacion, los gastos derivados de la adquisicion directa de un arrayer y
todos los gastos adicionales asociados a las infraestructuras y materiales, ademas
de que su disefio y manejo puede resultar laborioso y consumir gran cantidad de
tiempo y recursos (econémicos y humanos) [46].

La versatilidad que ofrece este tipo de sistemas esta generando que muchos
laboratorios de investigacion exploren la posibilidad de aplicar esta tecnologia al
diagnostico molecular a través de la generacion de sus propios arreglos.
Actualmente existen diversos estudios pilotos enfocados a la generacion de
sondas para Biochips de DNA dirigidos a la deteccion de tipos y subtipos de VPH
tomando como modelos principalmente a los virus 6, 11, 16 y 18 [62]. Resultados
preliminares de estas investigaciones sugieren una alta especificidad vy
reproducibilidad, aunque para garantizar su eficiencia es necesario mantener
condiciones particulares de hibridacién y lavado si no se desean alteraciones en el
biochip o variaciones en las sefales de hibridacion.

Ya existen reportes de Biochips de DNA capaces de discriminar al menos 15 tipos
de alto riesgo y 12 tipos de bajo riesgo cuya funcionalidad fue validada en tres
lineas celulares positivas para VPH (HelLa, CaSki, SiHa), en dos lineas negativas
a VPH (C-33A y A549) y muestras clinicas resultando ser una herramienta muy
especifica y reproducible [66]. En este caso con el conocimiento previo del numero
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de copias virales en las lineas celulares, fue posible calcular la carga viral relativa
de acuerdo con diferencias registradas en la intensidad de la sefal.

Otra alternativa es el high-density DNA Microarray el cual contempla una gran
cantidad de sondas tipo-especificas sobre su superficie que permiten la deteccion
viral mediante técnicas inmunohistoquimicas. Con este dispositivo fue posible
detectar hasta 53 tipos diferentes de VPH, 45 tipos mediante el uso de una simple
sonda y 8 tipos a partir de una combinacion de ellas, aunque en algunos casos no
fue posible la discriminacion de tipos virales filogenéticamente relacionados [67].

El mas reciente Biochip de DNA dirigido a la deteccion de VPH reconoce 14 VPH
de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) mediante el
uso de 24 sondas que reconocen un fragmento del gen L1 ubicada dentro de la
region de los MY09/11 [68]. Este dispositivo fue probado en un amplio rango de
anormalidades citolégicas como HGSIL, LGSIL y ASCUS mostrando una alta
sensibilidad y especificidad. El uso de iniciadores marcados con Cy3 en lugar de
los comunmente utilizados dNTP-Cy3 simplifico enormemente los protocolos de
marcaje. En manos de los autores el Biochip de DNA parece ser una técnica
reproducible y rentable, sin embargo todavia es necesario validar su funcionalidad.

Otra interesante opcién es la deteccion bioelectronica del VPH mediante el
sistema eSensor™ que se perfila como una plataforma eficiente en la deteccién de
multiples patogenos [69]. El principio basico de la deteccion bioelectronica
involucra la formacidn de un circuito electrénico capaz de identificar hibridacion de
acidos nucleicos. Este sistema fue concebido como un biochip de baja densidad,
el cual contiene 36 electrodos de oro cargados con sondas de captura de DNA
que reconocen secuencias especificas del gen L1 en diversos tipos de VPH. El
DNA del VPH en las muestras es reconocido por las sondas de captura sobre la
superficie del eSensor™ y por otras sondas especificas marcadas con moléculas
de ferroceno quienes al formar hibridos generan una corriente eléctrica que puede
ser identificada con un medidor de voltaje. Este sistema ha mostrado una
sensibilidad del 86% en la deteccidn viral la cual es comparable a la que brindan la
HC2 y los Biochips de DNA, con el inconveniente de ser muy costosa.

El potencial de los Biochips de DNA también ha sido aplicado a la deteccién
molecular de variantes especificas del VPH tipo 16, a la deteccion de genes
diferencialmente expresados en CC y en la determinacion de genes celulares que
son regulados por oncoproteinas codificadas por estos virus [70-74].

Aunque el HPV DNA Microarrays ha sido de los sistemas mas eficientes que han
sido desarrollados hasta hoy, su casi nula aplicacion en los sistemas de salud
actuales, en parte debido al elevado costo que representan, sugiere que es
necesaria la implementacion de nuevas alternativas que en términos de
sensibilidad, especificidad, practicidad y economia aseguren su aplicacion clinica 'y
un diagnodstico preciso. En consecuencia, es necesario concentrar grandes
esfuerzos al desarrollo y validacion de nuevas estrategias que cubran estas
necesidades.
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En México desde hace 20 afos, la mortalidad por CC se mantiene constante a
pesar de la existencia de programas poblacionales de deteccion oportuna. Entre
los factores identificados como responsables del escaso efecto de estos
programas de prevencion resalta su baja cobertura a nivel poblacional (que es
alrededor del 15%), su baja eficiencia, ya que se estima que el programa solo
previene el 13% de los casos potencialmente prevenibles y la deficiente calidad de
las muestras clinicas procesadas (http://www.insp.mx). De aqui la importancia de
generar herramientas diagndsticas que nos permitan mejorar la calidad de los
programas de diagndstico oportuno de CC, una de las neoplasias con un alto
potencial de prevencion secundaria.

Seria sumamente util poder realizar un tamizaje adecuado y diagnosticar a las
mujeres infectadas por tipos de VPH de alto riesgo, ya que ello facilitaria una
vigilancia mas estrecha de aquellas persistentemente infectadas y con mayor
riesgo de progresion hacia CC. Es por este aspecto tan importante que el objetivo
de este trabajo fue aplicar la tecnologia de los Biochips de DNA a la deteccion y
tipificacion molecular de VPH considerados de alto riesgo en el desarrollo de CC
aplicando herramientas novedosas para el disefio y deteccidn especifica de
secuencias que de manera confiable faciliten la identificacion de infecciones por
VPH de alto riesgo en CC, ademas de proporcionar alternativas novedosas al
diagnostico molecular de enfermedades cuya aplicacion resulta factible tanto en el
campo de la investigacién basica como en los servicios de salud.
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4.0 JUSTIFICACION

La aplicacion de las técnicas de biologia molecular a la deteccion de VPH han
reafirmado el papel tan importante que estos desempefan en el desarrollo del CC
y aun cuando la identificacion de los tipos, subtipos y variantes es complicada y a
menudo compleja, es importante continuar con este tipo de estudios para tener en
el futuro un protocolo de manejo adecuado que permita un diagnostico oportuno y
con ello una reduccién en la incidencia y mortalidad del CC.

En estudios epidemiolégicos mundiales se ha estimado que entre el 2 y el 20% de
la poblacién femenina es portadora oculta del VPH en el cuello uterino. Algunas de
estas infecciones pueden convertirse en persistentes con capacidad de inducir e
incrementar el riesgo de progresion a CC. En México esto resulta especialmente
relevante ya que el CC es una patologia con una alta incidencia y una de las
principales causas de muerte por tumores malignos en las mujeres.

Los tipos de VPH identificados con mayor frecuencia en CC, segun
investigaciones epidemiolégicas a gran escala, son en orden descendente los
tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51, 73, 68 y 66 y de acuerdo con
las estadisticas al menos el 88 % de los casos con CC en todo el mundo (con mas
de 10 000 muestras analizadas) puede ser atribuible a la presencia de al menos 8
de estos tipos: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35, considerados de alto riesgo en la
progresién neoplasica. El papel que juegan estos tipos de VPH en el desarrollo de
CC vy lesiones precursoras es aun incierto pues la caracterizaciéon de las
secuencias y su identificacién es aun limitada. Sin embargo, se ha documentado
que variaciones en el genoma de los VPH pueden ser determinantes de su
conducta biolédgica, por lo que son necesarios diversos esfuerzos en investigaciéon
para identificar los cambios que nos permitan estimar el riesgo individual de
padecer la enfermedad de acuerdo con el tipo viral.

Un gran numero de técnicas han sido utilizadas para la identificacion de
infecciones por VPH y aunque todas han contribuido en mayor o menor medida al
conocimiento de la naturaleza de la carcinogénesis cervical, aun no existe una
técnica diagnostica completamente satisfactoria en términos de sensibilidad,
especificidad, practicidad y economia.

El enorme potencial que ofrece la deteccion oportuna de infecciones por VPH de
alto riesgo en los programas de prevencion y control del CC, promueve
activamente el desarrollo de novedosas alternativas que optimicen su deteccién.
El auge de las herramientas moleculares durante las Ultimas décadas ha
favorecido el desarrollo de tecnologia de alto rendimiento como los Biochips de
DNA uno de los sistemas de deteccién y tipificacion de VPH mas eficientes hasta
hoy desarrollados. Esta tecnologia ademas de facilitar la identificacion de
infecciones por tipos de VPH especificos, permite la deteccion de infecciones con
mas de un tipo viral (infecciones mudltiples), hecho que ninguna otra técnica
permite identificar de manera directa en un simple ensayo.
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La disponibilidad actual de los Biochips de DNA enfocados a la deteccién y
tipificacién de infecciones por VPH alun es escasa y su eficiencia continda siendo
evaluada. Existen reportes que indican la necesidad de optimizar los procesos de
diseno y estandarizacion, dos aspectos fundamentales que pueden ser el reflejo
de senales inespecificas y la baja reproducibilidad reportada en los ensayos. Esto
aunado a los elevados costos que representa su fabricacion y procesamiento,
hacen que los Biochips de DNA disponibles a nivel comercial representen una
herramienta demasiado cara para establecerse como técnica de rutina, lo que
explica su baja aplicabilidad en investigacion y en los sistemas de salud. De aqui
la necesidad de proponer alternativas a los procesos de disefno, fabricacion y
procesamiento en este tipo de sistemas que garanticen tanto su aplicacién clinica
como un diagndstico viral preciso.

En este contexto, este trabajo propone la aplicaciéon de los Biochips de DNA a la
deteccion vy tipificacidén de VPH de alto riesgo en el desarrollo de CC proponiendo
novedosas alternativas a las etapas de disefo, fabricacién y procesamiento que
permitan incrementar su eficiencia y su viabilidad en los servicios de salud. Entre
los beneficios que esto trae consigo resalta la implementacién de técnicas
enfocadas al prondéstico y diagnostico de la enfermedad como un primer paso en
el desarrollo de medidas preventivas, donde la plena identificacion y oportuna
intervencidén de pacientes con infecciones por VPH de alto riesgo podria tener un
impacto significativo en la reduccion de la incidencia y mortalidad por CC, evitando
tratamientos e intervenciones innecesarias y mejorando la calidad de los servicios
de salud.
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5.0 HIPOTESIS

Con el desarrollo y aplicacion de un Biochip de DNA que incluye el uso de
pequenos oligonuclebtidos y novedosas alternativas a los procesos de disefio y
fabricacion se podra detectar y tipificar virus de papiloma humano de alto riesgo

con un alto nivel de sensibilidad y especificidad en muestras de epitelio cervical.
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6.0 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un Biochip de DNA con oligonucleétidos que identifiquen fragmentos
especificos del gen L1 de los virus de papiloma humano de alto riesgo 16, 18, 31,
33, 35, 45, 52 y 58 y evaluar su funcionalidad en la deteccién y tipificacién viral en
muestras de céncer cervical.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Disefiar un Biochip de DNA para la deteccion y tipificaciéon de los virus de
papiloma humano 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 con la ayuda de diversas
herramientas bioinformaticas y el uso de oligonucleétidos dirigidos al

reconocimiento especifico de fragmentos de su gen L1.

2.- Realizar la estandarizacién del Biochip de DNA para la identificacién de VPH
de alto riesgo a partir de una serie de oligonucleétidos con funciones
especificas (sondas, DNA blanco o secuencia viral de referencia,
oligonucledtidos estabilizadores, secuencias reporteras Cy3).

3.- Amplificar fragmentos especificos del gen L1 de virus de papiloma humano de
alto riesgo en muestras de cancer cervical a partir del uso de iniciadores

especificos.
4.- Validar la funcionalidad del Biochip de DNA en la deteccion vy tipificacion de

virus de papiloma humano de alto riesgo en amplificados virales previos

provenientes de muestras de cancer cervical.
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7.0 MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental. La estrategia para la deteccion de las
variantes AA y E del VPH 16 a partir del gen E6 se describen en el Anexo 1. La
estrategia para la deteccion de los VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y
58 a partir del gen L1 se describe a continuacion.

7.1 Lineas celulares y muestras clinicas.

Se trabajo con DNA de tres lineas celulares CaSki, SiHa y C-33A, con DNA de
VPH 18 clonado en un plasmido bacteriano y con DNA proveniente de muestras
clinicas con CC. CaSki con 60 a 600 copias de VPH 16, SiHa con 1 -10 copias de
VPH 16 y el DNA del VPH 18 fueron usados como controles positivos para VPH,
mientras que C-33A negativa para VPH fue usada como control negativo. EIl DNA
viral de las lineas celulares y de las muestras clinicas fue extraido mediante
técnicas convencionales de extraccion y purificacién de acidos nucleicos.

7.2 Amplificacion de fragmentos del gen L1 de VPH de alto riesgo.

Para validar la funcionalidad del Biochip de DNA en la deteccidn y tipificacion
molecular de VPH, se amplificé una regién del gen L1 de los tipos de VPH 16, 18 'y
58 considerados de alto riesgo en CC ubicada dentro de la regién de los MY09/11,
también se amplificé un fragmento del gen de la B-Globina el cual fue usado como
control interno. El tamafno del amplificado de estos VPH corresponde a un
producto de PCR de entre 181 y 188 pb, mientras que el de la B — Globina fue de
110 pb. Tres pares de iniciadores tipo-especificos de entre 20 y 24 ntd fueron
utilizados para amplificar a los VPH 16, 18 y 58; los L1-16f (ntds 6584-6603) y L1-
16r (ntd 6767-6744), los L1-18f (ntds 6557 - 6577) y L1-18r (ntd 6744 - 6721) y los
L1-58f (ntds 6585 - 6605) y L1-58r (ntd 6768 - 6745), en el caso de la p—globina se
usaron los ya reportados PCO3 y PCO4 [60, 61, 63, 65] (Ver Tabla 8).

Durante los procesos de PCR convencional y con la finalidad de establecer las
condiciones O6ptimas del producto de amplificacion deseado, dos condiciones
experimentales distintas denominadas PCR-1 y PCR-2 fueron inicialmente
evaluadas. Tanto la PCR-1, como la PCR-2 contenian los tres pares de iniciadores
tipo-especificos previamente propuestos (L1-16f/r, L1-18f/r, L1-58f/r) en la misma
mezcla de reaccion, pero cada una fue evaluada bajo diferentes condiciones de
temperatura (Ver Tabla 8). La mezcla de reaccion contenia: 50 pmol de cada uno
de los iniciadores, al menos 100 ng de DNA molde, 50 pmol de cada uno de los
iniciadores, 1.25 U Taq polimerasa (Fermentas Inc), 10 mM de dNTPs, 1.5 mM
MgClz y 5 puL de 10X Taq Buffer with (NH4)2SO4 [750mM Tris-HCI pH 8.8, 200mM
(NH4)2SO4 y 0.1% (v/v) Tween 20], todo en un volumen final de 50 pL. Las
temperaturas programadas para la PCR-1 fueron: 94° C por 5 minutos, seguidos
de 40 ciclos a 94° C por 30 segundos, 48° C por 1 minuto y 72° C por 1 minuto

- 40 -



Materiales y Métodos

con una extension final a 72° C por 5 minutos, mientras que para la PCR-2 fueron:
94° C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94° C por 30 segundos, 55° C por 1
minuto y 72° C por 1 minuto con una extension final a 72° C por 5 minutos. Todos
los amplificados obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al 1% tefidos
con bromuro de etidio.

7.2.1 Sintesis ciclica de amplificados provenientes de VPH de alto riesgo
mediante PCR.

Cada uno de los productos de amplificacién previamente obtenidos por PCR
convencional fue sometido al proceso de sintesis ciclica usando solamente uno de
los iniciadores. Este proceso genera un amplio numero de copias de cadena
sencilla de la cadena sentido del amplificado viral, previo a su hibridacién sobre los
Biochips de DNA. Al producto de esta sintesis ciclica se le denominé PCR-1cs y
fue obtenido bajo las mismas condiciones experimentales que la PCR-1 pero
usando como DNA molde 4 ulL del producto final de reaccion de la PCR
convencional como DNA molde y solo los iniciadores L1-16f, L1-18f y L1-58f (Ver
Tabla 8).

Tabla 8. Iniciadores usados en la amplificacion por PCR de fragmentos especificos del gen L1
de VPH de alto riesgo.

Gen Nombre Longitud Iniciador Ubicacion Secuencia
VPH Amplificado (pb) PCR (5 —3) 5 —3)
L1-16f 6584 - 6603 GCACAGGGCCACAATAATGG

L1-16r 6767 - 6744 GAAAAATAAACTGTAAATCATATT

PCR-1/ 184 -188 L1-18f 6557 - 6577 GGCACAGGGTCATAACAATGG
PCR-2 L1-18r 6744 - 6721 GAAAAATAAACTGCAAATCATATT
L1 L1-58f 6585 -6605 CGTGCACAAGGTCATAACAAT

L1-58r 6768 - 6745 GAAAAACAAACTGTAAGTCATATT
L1-16f 6584 - 6603 GCACAGGGCCACAATAATGG
PCR-1cs 184 -188 L1-18f 6557 - 6577 GGCACAGGGTCATAACAATGG
L1-58f 6585 - 6605 CGTGCACAAGGTCATAACAAT
PCO3** 14 - 33 ACACAACTGTGTTCACTAGC

B-Globina 110
PC04** 123-104 CAACTTCATCCACGTTCACC

** = Marcaje 5" Cy3, secuencia segun referencias 60, 61, 64, 65.
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7.3 Caracteristicas generales del Biochip de DNA para la deteccion
molecular de VPH de alto riesgo en CC.

El desarrollo del Biochip de DNA incluyd el uso de una serie de pequefos
oligonucleétidos de DNA con funciones especificas durante el proceso como:
sondas, DNA blanco, oligonucleétidos estabilizadores, secuencias reporteras Cy3
e iniciadores especificos (MWG-BIOTECH Inc., Mendenhall, USA).

7. 3.1 Caracteristicas de las sondas.

Las sondas estuvieron representadas por pequeros oligonucle6tidos de DNA de
entre 21 y 24 nucleétidos las cuales fueron sintetizadas con una modificacién en
su extremo 3° donde una molécula de aminopropanol fue quimicamente
incorporada y cuya funcién fue permitir la unién de las sondas a la matriz de
soporte durante la fabricacion del Biochip de DNA (Ver Figura 16). La
inmovilizacién de las sondas fue posible gracias a la formacion de un enlace
covalente entre los grupos aminos de las sondas y los grupos de silicatos
presentes sobre la superficie del soporte [75].

El disefno del Biochip de DNA incluyé un total de 8 sondas denominadas 16-SN,
18-SN, 31-SN, 33-SN, 35-SN, 45-SN, 52-SN y 58-SN las cuales permiten
identificar a los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 respectivamente. Dos sondas
mas denominadas p-Gson y RET fueron usadas como controles positivo y
negativo respectivamente; la primera corresponde a un fragmento del gen de la -
Globina, la segunda representa un fragmento del gen RET (Ver Tabla 9).

En una primera etapa, la capacidad de cada una de las sondas por identificar de
manera especifica a cada uno de los VPH fue evaluada de forma virtual o “in
silico” con ayuda de diversas herramientas bioinformaticas donde es posible
determinar caracteristicas ideales en las sondas (tamafo, Tm, contenido de GC,
etc.) que puedan incrementar su potencial de deteccion vy tipificacion viral al ser
aplicadas en sistemas reales como los Biochips de DNA.

Una vez que se valido virtualmente la funcionalidad de las sondas en la deteccion
y tipificacion viral, un grupo de 3 sondas que identifican a los VPH 16, 18 y 58
fueron seleccionadas para evaluar su potencial real sobre los Biochips de DNA. La
validacion del Biochip de DNA a partir de estos tipos virales responde basicamente
a nuestra disponibilidad tanto de lineas celulares positivas para VPH, como a su
elevada frecuencia en muestras clinicas con CC y lesiones precursoras.
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Tabla 9. Sondas propuestas para la deteccion molecular de VPH de alto riesgo en CC
mediante Biochips de DNA.

Nombre Tipo Tamafo Contenido Tm Secuencia
VPH (ntd) G/C (%) (°C) (5" —3)

16 — SN ** 16 21 38.1 54.0 GTTICTGAAGTAGATATGGCA
18 — SN ** 18 24 52.4 57.4 CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAA
31 - SN 31 22 40.9 529 GTATCACTGTTITGCAATTGCAG
33 - SN 33 24 41.7 52.7 CTGTCACTAGTAGTTACTIGIGTIG
35 - SN 35 20 50.0 52.6 CTGTCACTAGAAGACACAGC
45 - SN 45 19 47.4 521 CTTGGCACAGGATTITGTG
52 - SN 52 22 40.9 521 CTTICCTTITTAACCTCAGCAC
58 — SN ** 58 21 38.1 54.0 GTACCTTCCTTAGTTACTTCA

t GCCCCACAGGGCAGTAACGGCAGACTT
B - Gson - 45 62.2 72.3 CTCCTCACE
RET * - 7 71.4 154 GCCATCC

** = Sondas inicialmente usadas en la validacion del Biochip de DNA a partir de lineas celulares y muestras clinicas
positivas para VPH de alto riesgo en CC.
t = Control positivo -Globina, * = Control Negativo gen RET

7.3.2 Caracteristicas del DNA blanco sintético.

Después de validar la eficiencia del Biochip de DNA en ensayos “in silico”
mediante diversas herramientas bioinformaticas, primero se procedié a valorar su
verdadera funcionalidad en base al reconocimiento de oligonucleétidos de entre
184 y 188 pb que simularon la secuencia de referencia de los VPH 16, 18 y 58. Un
total de tres oligonucleétidos denominados DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18 y DNAbs-
L1/58 sirvieron a este propésito (Ver Figura 16 y Tabla 10).

7.3.3 Caracteristicas de los oligonucleétidos estabilizadores.

Con la finalidad de asegurar una mayor especificidad en el reconocimiento de
secuencias entre el DNA blanco y las sondas e incrementar el potencial de
deteccion viral durante los procesos de hibridacion, adicionalmente usamos tres
oligonucledtidos tipo-especificos de 62 bases denominados oligonucle6tidos
estabilizadores ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58. Cada uno de los
oligonucleétidos estabilizadores se compone de dos regiones; la primera region de
entre 41 y 44 bases es 100 % complementaria a la regién contigua al sitio de
reconocimiento de la sonda tanto en los oligonucle6tidos usados como DNA
blanco o secuencias de referencia DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18 DNAbs-L1/58
como en los productos de amplificacién PCR-1 obtenidos de las lineas celulares y
de las muestras clinicas, la segunda region representa una secuencia de DNA de
18 bases que solo es reconocida por pequefios oligonucleétidos previamente
marcados con Cy3 (REP/UNI-Cy3) (Ver Figura 16 y Tabla 11).
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7.4 Matriz de soporte para la fabricacion de los Biochip de DNA.

Para implementar los Biochips de DNA se usaron como matriz de soporte
laminillas para microscopio VWR microslides (selected, precleaned Superfrost
Plus) comercializados por VWR Scientific, West Chester, Pa. Sobre estas
laminillas fueron depositadas las sondas de DNA que contenian la secuencia de
interés en los VPH de alto riesgo. Los VWR microslides (selected, precleaned
Superfrost Plus) facilitan la adhesién de moléculas con carga positiva sobre la
superficie de la laminilla, lo que favorece la inmovilizaciéon de las sondas y como
son resistentes al calor resultan ideales en procesos de hibridacion (http:/
http://uk.vwr.com/app/search/Search) (Ver Figura 16).

7.5 Inmovilizacion de las sondas sobre los Biochips de DNA.

Para inmovilizar las sondas 16-SN, 18-SN y 58-SN sobre la matriz de soporte,
cada una de ellas fue diluida en agua inyectable a una concentracion de 20
pmol/uL aplicandose en hileras de cuatro gotitas de 200 nL cada una sobre un
patrén previamente definido buscando garantizar la reproducibilidad de los
resultados (Ver Figura 11). Mediante este procedimiento se obtiene una densidad
aproximada de 10" — 10" moléculas/mm? que corresponde a un espacio
intermolecular de aproximadamente 30 - 100 °A [76, 77].

Una vez que las sondas fueron depositadas sobre las laminillas se dejaron secar
al aire libre y se almacenaron en un desecador a temperatura ambiente. Previo al
proceso de hibridacién estas laminillas fueron puestas en contacto con un agente
bloqueador (Tripolifosfato 10 mM) durante 1 hora, se dejaron secar al aire libre y
nuevamente fueron almacenados. Estos dispositivos representan los Biochips de
DNA utilizados durante los procesos de hibridacion (Ver Figura 11).

_ ® ® ® "
S ®®® ®®@®
o ® © 66 ©
= ®®® @ ® @
® @ @ .

Figura 11. Patrén de inmovilizacion de las sondas utilizadas en la validacion del
Biochip de DNA dirigido a la deteccién molecular de VPH de alto riesgo
(16 = 16-SN, 18 = 18-SN, 58 = 58-SN C+ = B-Gson, C- = RET).
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Tabla 10. Oligonucleétidos usados como DNA blanco o secuencia de referencia de los VPH 16, 18 y 58 durante el proceso de
estandarizacion del Biochip de DNA.

Nombre Tipo Tamaifo Contenido Tm Secuencia de referencia
VPH (ntd) G/C (%) °C (5" -3
DNAbs-L1/16 16 184 35.9 >75 GCACAGGGCCACAATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTT

GTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCA
GAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAA
TATGATTTACAGTTTATTTTTC

DNAbs-L1/18 18 188 38.3 >75 GGCACAGGGTCATAACAATGGTGTTTGCTGGCATAATCAATTATTTGTTACTGT
GGTAGATACCACTCGCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTCTACACAGTCTCC
TGTACCTGGGCAATATGATGCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGA
GGAATATGATTTIGCAGTTTATTTTIC

DNAbs-L1/58 58 184 35.3 >75 CGTGCACAAGGTCATAACAATGGCATTTGCTGGGGCAATCAGTTATTTGTTACC
GTGGTTGATACCACTCGTAGCACTAATATGACATTATGCACTGAAGTAACTAAG
GAAGGTACATATAAAAATGATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATGTTGAAGAA
TATGACTTACAGTTITGTITTTC

DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 = oligonucleétidos cuya secuencia simul6 la secuencia de referencia de fragmento especificos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58.
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Tabla 11. Oligonucleétidos estabilizadores y secuencias reporteras Cy3 usadas para detectar sefales de hibridacién viral sobre la superficie de
los Biochips de DNA.

Nombre Tipo Tamafo Contenido Tm Secuencia

VPH (ntd) G/C (%) °C (5" -3
ONEST/16 16 62 41.9 >75 GCCTTTACGAGCCAGCACCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAAAGTTAGTATTTTTATATGTA
ONEST/18 18 62 43.5 >75 GCCTTTACGAGCCAGCACCAACATGTCTGCTATACTGCTTAAATTTGGTAGCATCATATIGC
ONEST/58 58 62 33.9 72.7 GCCTTTACGAGCCAGCACCAACATGACGTACATATTCCTTAAAATTATCATTTTTATAT
REP/UNI-Cy3 18 61.1 58.2 # GTGCTGGCTCGTAAAGGC

La secuencia subrayada representa la region complementaria al DNA blanco de los VPH 16, 18 y 58, mientras que el fragmento en negritas representa la regién que es

reconocida de manera especifica por la secuencia reportera universal marcada con Cy3 (REP/UNI-Cy3).

¥t = Marcaje Cy3
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7.6 Deteccidn de la hibridacion sobre los Biochips de DNA.

La deteccién de las sefales de hibridacion viral sobre los Biochips de DNA fue
posible gracias al uso de pequerios oligonucleétidos (18 bases) marcados en el
extremo 5” con moléculas fluorescentes Cy3 denominadas REP/UNI-Cy3 y a la
aplicacién de estrategias de hibridacién multiple. En este sistema de deteccidn,
al mismo tiempo que las sondas reconocen e hibridan con su secuencia
complementaria en el DNA blanco (DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 o
PCR-1), también lo hacen los oligonucleétidos estabilizadores tipo-especifico
(ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58), que también son reconocidos por los
REP/UNI-Cy3 y finalmente son los que permiten detectar la hibridacién de las
secuencias virales sobre los Biochips de DNA. De esta manera, mientras se
cuente con secuencias auxiliares como los oligonucle6tidos estabilizadores que
por un lado sean capaces de unirse a un DNA blanco de interés o bien con
secuencias reporteras como los RE/UNI-Cy3, podran ser identificados en
procesos de hibridacion multiple sobre Biochips de DNA, evitando marcajes
innecesarios en las secuencias analizadas (Ver Figura 16 y Tabla 11).

7.6.1 Soluciones de hibridacion.

Las reacciones de hibridacion sobre los Biochips de DNA fueron evaluadas
basicamente en solucién citrato salina (SSC 3X / SDS 0.1 %) bajo diferentes
condiciones experimentales, sin embargo una solucion de hibridaciéon en
presencia de cloruro de tetrametil amonio (TMAC) 5M (Sigma Chemical, Co.) fue
también evaluada. Ambas condiciones de hibridacién se enlistan en las Tablas
12y 13.

Cuarenta uL de cada solucién de hibridacién fue adicionada sobre el area de
inmovilizacién de las sondas sobre los Biochips de DNA, posteriormente se
coloco un cubreobjeto sobre la superficie evitando la formacion de burbujas,
cada laminilla fue depositada sobre una superficie plana e incubada 3 horas con
agitacion constante a 37 °C de temperatura en un ambiente humedo. Al finalizar
la incubacién, cada cubreobjetos fue retirado de la superficie del Biochip de DNA
mediante su inmersién y ligera agitacion en la solucién de hibridacién
correspondiente (en ausencia de secuencias de DNA) por periodos de 5 minutos
y dos lavados posteriores de 3 minutos, el primero en SSC 1X y el segundo en
SSC 0.1X. Finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente y se protegieron
de la luz hasta su andlisis.

Cada una de las hibridaciones realizadas sobre los Biochips de DNA contenian
los tres oligonucleétidos estabilizadores tipo-especifico ONEST/16, ONEST/18 y
ONEST/58, ademas del DNA blanco de interés y los REP/UNI-Cy3
incrementando la posibilidad de identificar mas de un tipo viral en las muestras
analizadas.
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Tabla 12. Solucién de hibridacién en cloruro de tetrametil amonio (TMAC).

Reactivo

Concentracion

Volumen (pL)

TMAC t

SDSt

TrispH 8.0t

EDTAt

PEG t

Agua ampolleta t

Estabilizador (ONEST/16, ONEST/18 o ONEST/58)
REP/UNI-Cy3

DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 o
amplificados PCR-1

5M
10 %
1M
0.5M
40 %
100 pmol / uL
100 pmol / uL
5-200 pmol /
pul

24
0.4
1.8
0.2
3.0
3

25

60

t= Reactivos contenidos en la solucion de lavado de los Biochips de DNA.

Tabla 13. Solucidn de hibridacién en solucion citrato salina (SSC).

Reactivo Concentracion  Volumen (pL)
SSC/SDS't 3X/0.1 % 10a30
Estabilizador (ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58) 100 pmol / uL 05a2
REP/UNI-Cy3 100 pmol / uL 1a2
DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 o 5—200 pmol / 10 a 40
amplificados PCR-1 ul
60

t= Reactivos contenidos en la solucion de lavado de los Biochips de DNA.
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7.6.2 Captura de imagenes sobre los Biochips de DNA.

La deteccion de las sefiales de hibridacion sobre los Biochips de DNA fueron
visualizadas y captadas con ayuda de un escaner para microarreglos marca
Scanarray™ Express (BioChip Technologies, Perkin Elmer) bajo las siguientes
condiciones: longitud de onda para Cy3 de 543 nm, resolucién de 30 um, potencia
del fotomultiplicador (PMT gain) del 70 % y poder del laser entre 50 y 80 %.

7.7 Herramientas bioinformaticas aplicadas al disefio del Biochip de DNA.

La secuencia de referencia del gen L1 para los VPH de alto riesgo fueron
obtenidas de la base de datos Los Alamos Database (Los Alamos National
Laboratory/HPV Sequence Database http://hpv-web.lanl.gov). El alineamiento de
cada una de estas secuencias virales fue realizado en dos programa de
alineamientos de multiples secuencias ClustalW Version 1.83 (Multiple
sequence alignment program http://www.ebi.ac.uk/clustalw,
http://align.genome.jp) y T-Coffee Versidbn 4.71 (Tree-based Consistency
Objective  Function For alignment Evaluation) (http:/igs-server.cnrs-
mrs.fr/Tcoffee/tcoffee cgi/index.cqgi). La evaluacion de especificidad para cada
una de las secuencias de DNA viral manejadas se realizo con ayuda del
OligoAnalyzer Program Version 3.0 (Integrated DNA Technologies
http://www.idtdna.com) y del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(GenBank Database / NCBI http://www.ncbi.nih.gov).
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7.8 Esquema general de trabajo.

DE ALTO RIESGO EN CC

BIOCHIP DE DNA PARA LA DETECCION MOLECULAR DE VPH

| Alineamiento gen L1 VPH

| Seleccion de Sondas e Iniciadores

DISENO » Analisis de secuencias VPH
—>| BLAST y otros programas bioinformaticas
_,| Sondas! »| Fabricacién
Biochip DNA
y
ESTANDARIZACION |—» DNA ,I DNA blanco |_
Sintético
|
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y
| Iniciadores |
v l v
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Figura 12. Estrategia general para el desarrollo del Biochip de DNA dirigido a la deteccion
molecular de VPH de alto riesgo en CC.
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Desarrollo del Biochip de DNA para la deteccion molecular de VPH de
alto riesgo en CC.

El Biochip de DNA para la deteccion vy tipificacion molecular de VPH de alto riesgo
en CC fue desarrollado en tres etapas fundamentales: disefo, estandarizacion y
validacién (Ver Figura 12). La estrategia para la deteccidn de las variantes AAy E
del VPH 16 a partir del gen E6 se describen en el Anexo 1. La estrategia para la
deteccion de los VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 a partir del gen
L1 se describe a continuacion.

La etapa de disefo del Biochip de DNA comprendio el analisis y evaluacion virtual
o ‘in silico” de un grupo de oligonucledtidos propuestos para la deteccidén y
tipificacion de VPH de alto riesgo mediante el reconocimiento especifico de
secuencias virales presentes en el gen L1. Durante la estandarizacion se evalu6
la funcionalidad del disefio previamente propuesto a partir se secuencias de DNA
de origen sintético que simularon la region viral de interés como una primer prueba
de viabilidad de nuestro sistema. Esta etapa permiti6 explorar en verdaderos
ensayos de hibridacion el potencial de reconocimiento de las sondas inmovilizadas
sobre la superficie del Biochip de DNA por su secuencia complementaria entre un
conjunto de secuencias virales de origen sintético y bajo diferentes condiciones
experimentales. Este tipo de ensayos es posible determinar de manera anticipada
la especificidad de las sondas que conforman el Biochip de DNA en la deteccién y
discriminacion especifica de secuencias de VPH de alto riesgo, con la posibilidad
de optimizar su desempefo previo a la evaluacion de las muestras clinicas. Una
vez aprobada la funcionalidad del Biochip de DNA en la deteccion especifica de
una serie de oligonucleodtidos el siguiente paso fue evaluar su potencial en la
deteccion de VPH de alto riesgo en muestras clinicas de pacientes con CC. En
ensayos preliminares la validacion de nuestro sistema incluy6 la amplificacion de
fragmentos especificos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 y su posterior analisis
sobre los Biochips de DNA. En algunos casos, la aplicacién de otras herramientas
moleculares, como la secuenciacion automatizada de DNA, permitié confirmar la
presencia de tipos especificos de VPH detectados sobre la superficie del Biochip
de DNA validando la funcionalidad de nuestro sistema.

8.1.1 Diseio general del Biochip de DNA.

Todos los métodos de deteccion de DNA del VPH mediante técnicas de biologia
molecular, independientemente del método utilizado, se basan en la especificidad
de la complementariedad entre los acidos nucleicos (DNA o RNA). En este trabajo
aprovechamos la capacidad de las secuencia de DNA para hibridar
especificamente con otras secuencias de DNA o RNA y la aplicamos al desarrollo
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de un Biochip de DNA que permita distinguir de manera sensible y especifica a un
grupo de VPH asociados con un mayor riesgo de CC.

Como la base fundamental de los Biochips de DNA es el reconocimiento e
hibridacién especifica entre un conjunto de secuencias de DNA sobre su
superficie, el primer paso en el desarrollo del Biochip de DNA fue conocer tres
aspectos fundamentales en cada uno de los VPH de interés: 1) el tamafo de su
genoma, asi como la ubicacién y los limites de sus genes, 2) detectar y ubicar
aquellas regiones que comparten y aquellas que difieren entre un tipo viral y otro y
3) analizar la viabilidad de ciertas regiones para la deteccion vy tipificacién viral.

8.1.1.1 Obtencion del genoma de los VPH de alto riesgo.

La primer herramienta bioinformatica usada fue la base de datos de Los Alamos
(Los Alamos database, Los Alamos National Laboratory/HPV Sequence Database
http://hpv-web.lanl.gov) de la cual se obtuvieron los genomas completos de los
VPH tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 que serian analizados para el desarrollo
del Biochip de DNA. Segun esta base de datos, las secuencias obtenidas
corresponden a la secuencia de referencia reportada para cada tipo viral. La
informacion referente a cada una de estas secuencias se enlista en la Tabla 14.

El objetivo de obtener desde un principio la secuencia completa de cada uno de
los VPH fue profundizar un poco mas en sus caracteristicas moleculares, asi como
reconocer de manera general aquellas regiones virales con mayor potencial de
aplicacion durante el desarrollo del Biochip de DNA.

La informacion molecular que proporcionan estas bases de datos sobre cada uno
de los VPH no solo han servido como uno de los principales recursos para recrear
la historia de la carcinogénesis cervical, sino que representan la principal fuente de
informacion para el desarrollo de nuevas tecnologias de deteccién molecular.

Tabla 14. VPH de alto riesgo considerados en el disefio del Biochip de DNA.

VPH Especie NOMBRE Numero de acceso Fuente Longitud pb
(Group) (Locus) (Accession) (Source) (Length)
16 A9 HPV16R --- CC 7906
18 A7 HPV18R X05015 CC 7857
31 A9 HPV31 J04353 NIC' 7912
33 A9 HPV33 M12732 CC 7909
35 A9 HPV35h X74477 LC/HPV35Hdna® 7879
45 A7 HPV45 X74479 LCR® 7858
52 A9 HPV52 X74481 NIC/VPH52DNA* 7942
58 A9 HPV58 D90400 CcC 7824

'= Neoplasia intraepitelial cervical, 2 = DNA clonado a partir de una lesién cervical, % = Lesion cervical recurrente, *
= DNA clonado a partir de una neoplasia intraepitelial cervical.
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8.1.1.2 Alineamiento multiple del genoma de los VPH de alto riesgo.

Una vez que se contd con las secuencias de nucledétidos de los VPH de alto riesgo
el siguiente paso fue realizar el analisis molecular. Como nuestro principal interés
era identificar regiones dentro del genoma viral que nos permitieran diferenciar un
determinado tipo de VPH con un alto nivel de precision, y a su vez, también
conocer y ubicar aquellas regiones compartidas entre ellos, decidimos utilizar
herramientas bioinformaticas especializadas en el alineamiento simultaneo de dos
0 mas secuencias, mejor conocidas como programas de alineamiento para
multiples secuencias (del ingles “multiple sequence alignment methods”) las
cuales facilitan este tipo de procesos.

En bioinformatica el objetivo de cualquier alineamiento es aprovechar al maximo la
informacion funcional y/o estructural por medio de la identificacién de similitudes u
homologias entre las secuencias analizadas ya sea DNA, RNA o proteinas.
Basicamente existen dos tipos de alineamientos, el “pairwise” que consiste en el
alineamiento de dos secuencias y el “multiple” donde mas de dos secuencias son
alineadas. Estos alineamientos pueden ser globales o locales, en los
alineamientos globales, las secuencias pueden ser alineadas a lo largo de toda su
longitud, mientras que en los alineamientos locales es posible alinear solo ciertas
regiones de interés.

Para realizar el analisis del genoma de los VPH de alto riesgo primero realizamos
un alineamiento multiple de tipo global, donde fue considerado el genoma
completo de estos virus. Este alineamiento fue realizado en el programa ClustalW
(version 1.83), considerado el programa para alineamiento de multiples
secuencias mas frecuentemente utilizado capaz de calcular la mejor coincidencia
para las secuencias analizadas, alineandolas para que las identidades, similitudes
y diferencias puedan ser facilmente identificadas. En general, la principal ventaja
de aplicar esta tecnologia al diagnéstico molecular del VPH es que facilito la
deteccion de regiones variables en su genoma las cuales podrian ser utilizadas
para diferenciar un tipo viral de otro con un alto nivel de precision. Un fragmento
de este alineamiento es mostrado en la Figura 13.

En los programas de alineamiento multiple, las secuencias alineadas (en este
caso DNA) se escriben con las letras que representan nucledétidos en columnas en
las que se insertan espacios para que las zonas con idéntica o similar estructura
se alinien. Los alineamientos se representan normalmente con un formato grafico
y de texto. En casi todas las representaciones de alineamientos, las secuencias se
escriben en filas de forma que los residuos alineados aparecen en columnas
sucesivas. En los formatos de texto, las columnas alineadas contienen caracteres
idénticos o similares, estos ultimos indicados con sistema de simbolos para
secuencias conservadas. En algunos casos se utiliza un asterisco para mostrar
identidad entre dos columnas. Otros simbolos menos comunes son la coma para
sustituciones conservadas y el punto para sustituciones semiconservadas. Muchos
programas de visualizacion de secuencias utilizan también esquemas coloreados
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para mostrar informacion, en las secuencias de DNA y RNA se le asigna a cada
base su propio color. En alineamientos de proteinas, los colores se utilizan para
indicar propiedades de los aminoacidos para ayudar en la caracterizacién de
conservacion o en una sustitucion aminoacidica dada. Cuando se introducen
multiples secuencias la ultima fila de cada columna suele representar la secuencia
consenso determinada por el alineamiento.

ClustalW version 1.83

HEV1GREF 153
HEV3ISEEF 153
HEV3I1REF 157
HEV33EEF L 158
HEVSEREF L 153
HEVSZ2EEF = 151
HPEV1E8REF ] 1a0
HEVASEEF G- TITGRCGRTCCARLGCARCGRCCCTACARGCTRACCAGRTTTGTGCAC 157

* * * * * &k * * K * * *
HEV16EEF G 213
HEV3ISREF ATTTGTTTGRAATTGTGTAT ! 2139
HEV3I1REF CTAAGARTTGRATTGIGICT TT 217
HEV3I3REF 218
HEVSEREF 213
HEVSZREF ! 211
HEV1ESREF GEAACTGRACACTTCACTGCARGRACATAGRARTARCCTGTGTATATTGCARGRACAGTATT 220
HEVASREF AGAATTGAATACATCACTACARGACGTATCTATTGCCTGTGTATATTGCARMGCARCATT 217
* * & * * * * ¥k kk ¥ HEkEkkE *
HEV1GEEF I 273
HPV3ISEEF ATATGARCTTTGCATGCTATGATTTGTGTATAGTATAT 279
HEV3I1REF I 1 i LCLR 277
HPV3I3REF GCALACGATCTIGR 278
HEVSEREF GCLGCOGRTCTGR 279
HEVSZ2REF R 271
HEV12REF 1 ARTTTGCATTTE ATTTATTTGTGGTGTAT 280
HEV4SEEF GEAACGCACAGRGETATATCARTTTGCTITTTARAGATTTATGTATAGT GTATAGRGRC 277
kkkkkEk*E * kkk * & & & k& k k& HEkkEkk **k

Figura 13. Alineamiento global del genoma de los VPH de alto riesgo por ClustalW
(version 1.83). En este caso se muestra un fragmento del gen E6 de VPH de
alto riesgo.

Los alineamientos de secuencias pueden almacenarse en una amplia variedad de
formatos de archivo de texto, muchos de los cuales han sido desarrollados a la
vez que el programa del alineamiento. La mayoria de las herramientas
bioinformaticas permiten varios formatos de entrada y salida, como el formato
FASTA y GenBank.
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Con el alineamiento global de los VPH de alto riesgo, fue mas facil identificar
regiones conservadas y regiones variables en estos, ubicar a cada uno de sus
genes, detectar regiones con posibles inserciones y/o deleciones, generar arboles
filogenéticos, se pudo visualizar que entre las regiones con mayor variabilidad
estan el LCR y los genes E6 y E7, finalmente se facilité la deteccion y seleccion de
aquellas regiones con mayor potencial de identificacion viral sobre los Biochip de
DNA.

Aunque el alineamiento del genoma de los VPH de alto riesgo muestra una alta
variabilidad en diversos sitios a lo largo de las secuencias las cuales podrian
resultar ideales para la identificacion de estos virus sobre los Biochips de DNA,
existen algunos otros aspectos importantes que tienen que ser considerados para
garantizar su viabilidad en el diagnostico. Entre estos aspectos, la region o el gen
donde estas secuencias se localizan es de suma importancia ya que dependiendo
de la eficiencia con la que estos fragmentos puedan o no ser reproducidos
mediante técnicas de PCR podran o no ser utilizadas durante el desarrollo del
Biochip de DNA.

Actualmente son muchas las regiones del genoma viral que han sido utilizadas en
biologia molecular para detectar un gran numero de VPH asociados a
enfermedades. Las regiones mas ampliamente utilizadas en estudios clinicos vy
epidemiologicos son el LCR y los genes E6, E7 y L1, aunque otros genes como el
E2, E1 y E5 también han sido reportados, pero al no ser aplicados con frecuencia
en la practica clinica, aun no se cuenta con datos suficientes que sustenten su
eficiencia en el diagnaéstico viral [11, 19, 21,31, 78-81].

Una de las razones por las que quiza el LCR o los genes EG, E7 y L1 y no otros
genes, sean los mas utilizados para identificar a los VPH, se debe basicamente al
papel tan importante que desempefnan durante la progresion del CC, por ejemplo;
en el LCR, también conocido como region reguladora o de control, se localizan
secuencias promotoras de la replicacién del DNA viral y secuencias promotoras y
potenciadoras de la transcripciéon (enhancer); por otro lado, la expresion de las
proteinas codificadas por los genes E6 y E7, ademas de participar en procesos de
transformacion viral mediante su unidn a las proteinas celulares p53 y Rb
desregulando el crecimiento celular e inhibiendo la apoptosis, son las
responsables de la capacidad oncogénica de los VPH; o bien el gen L1 que
ademas de codificar para la proteina principal de la capside, representa una de las
secuencias mejor conservadas entre los VPH sobre la cual se han realizado un
gran numero de estudios filogenéticos y en base a la cual son clasificados
actualmente los VPH.

Otra de las causas por la que algunos genes son mas utilizados en el diagnostico
molecular de los VPH que otros, es probablemente la viabilidad de sus secuencias
en las diferentes alteraciones cervicales. Por ejemplo, se ha reportado que en
algunos casos como HGSIL y CC (donde el DNA viral esta casi siempre integrado
en los cromosomas celulares), existe una perdida del gen E2 y de las proteinas
codificadas por el (E4 y E5) a causa de que en esta region ocurre generalmente la
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ruptura del genoma viral. Aunque la mayoria de los estudios reportan la
integracion del genoma viral y el rompimiento del gen E2 en casi todas las lineas
celulares derivadas de CC, en el caso de los VPH 16 y 18 se ha podido identificar
DNA viral tanto de forma episomal como de forma integrada y son los unicos
casos donde se han podido realizar estudios de variabilidad genética a partir del
gen E2 en variantes para estos tipos virales [31, 82-85]. Estos hechos reducen la
posibilidad de utilizar el gen E2 en el diagndstico molecular de los VPH debido a
que su deteccidn podria depender del tipo de alteracion cervical y del tipo viral.

Sin duda alguna, muchas pueden ser las razones por las que se decida usar un
gen en particular para identificar a los VPH, sin embargo considero que entre las
razones mas importantes que tenemos para usar estas regiones y no otras es que,
en el caso del LCR y de los genes E6 y E7 se reporta una alta variabilidad
genomica, esta variabilidad incrementa la posibilidad de identificar con mayor
precision un tipo viral en especifico e identificar variantes virales con mayor riesgo
de progresion neoplasica, mientras que en el caso del gen L1 por ser un gen muy
bien conservado entre los VPH, resulta ser muy adecuado para realizar estudios
de filogenia y clasificacion viral, aunque sin duda ha sido uno del los mas
ampliamente utilizados para la deteccién molecular del VPH mediante un gran
numero de estrategias moleculares.

De acuerdo con el objetivo de nuestro trabajo, dos aspectos fundamentales fueron
considerados antes de definir la region del genoma viral que seria utilizada para
implementar el Biochip de DNA, en primer lugar tendria que ser una region con la
variabilidad suficiente para diferenciar un tipo viral de otro y la segunda, tendria
que contener regiones conservadas que facilitaran su amplificacion por PCR con
el mismo nivel de sensibilidad y especificidad para cada uno de los VPH de
interés. En funcion de estos aspectos se decidid que el gen L1 constituye una
region ideal sobre la cual es factible desarrollar el Biochip de DNA ya que a pesar
de ser un gen muy bien conservado contiene secuencias con la variabilidad
suficiente para identificar y/o diferenciar de manera especifica un tipo viral de otro,
contiene regiones con una alta homologia que hace factible la amplificacion
simultanea de mas de un tipo viral por técnicas de PCR, representa una region
que generalmente es detectada tanto en tejido cervical normal, como en cualquier
otro tipo de alteracién cervical (ASCUS, LGSIL, HGSIL y CC), ademas de ser una
de las regiones mas ampliamente estudiada lo que permite analizar y mejorar las
estrategias actuales en beneficio de una mayor calidad en el diagndstico.

El LCR y los genes E6 y E7 no fueron considerados por el momento para la
implementacion del Biochip de DNA, basicamente debido a que su elevada
variabilidad gendmica conlleva dificultades para la amplificacion simultanea de
mas de un tipo viral, un proceso esencial durante el desarrollo del Biochip de DNA.
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8.1.1.3 Alineamiento multiple del gen L1 de los VPH de alto riesgo.

Una vez que se definid que el Biochip de DNA seria desarrollado en base al
reconocimiento especifico de secuencias presentes en el gen L1 de los VPH de
alto riesgo, se hizo una busqueda de las regiones del gen que comunmente son
utilizadas para la deteccion de los VPH de alto y bajo riego. De estas regiones,
quizas las mas conocidas y las que mas informacion han proporcionado acerca de
la filogenia y epidemiologia de estos virus son, un fragmento de aproximadamente
450 pb amplificado por técnicas de PCR con los iniciadores MY09/11 y su version
mejorada los PGMY09/11 y un producto de PCR de aproximadamente 150 pb
obtenido a partir de los iniciadores GP5/6 y su version mejorada GP5+/6+.
Finalmente un pequefo fragmento de tan solo 65 pb amplificado mediante los
iniciadores SPF’s los cuales permiten detectar un gran numero de VPH de alto y
bajo riesgo, también ha sido utilizado con gran éxito sobre todo en aquellas
muestras donde el DNA de la muestra esta severamente dafiado, como es el caso
del DNA proveniente de tejido incluido en parafina o aquel que ha sido
almacenado durante largos periodos de tiempo [41, 78, 81, 87] (Ver Figura 14).

Como el Biochip de DNA requeria la seleccién de regiones variables que usadas
como sondas permitieran la deteccion especifica de VPH de alto riesgo y regiones
conservadas que facilitaran su amplificacion simultanea por técnicas de PCR,
inicialmente decidimos valorar la region obtenida a partir de los PGMYQ09/11, la de
los GP5+/6+ y la de los SPF’s como posibles opciones para su desarrollo.

Segun el analisis derivado del alineamiento multiple, la regién de los PGMY09/11
representa una region con la suficiente variabilidad genética para diferenciar un
tipo vira de otro, ademas de contener regiones lo suficientemente homologas para
facilitar su amplificacion por PCR, ambas caracteristicas resultan ideales para
considerarla durante el desarrollo del Biochip de DNA, sin embargo existen dos
caracteristicas que limitan su aplicacion; la primera es que debido a la longitud de
su secuencia no resulta tan efectiva la amplificacion en aquellos muestras donde
el DNA esta muy dafado o bien procede de tejido incluido en parafina, que por lo
general, suele estar muy degradado, ademas se sabe que la eficiencia de la PCR
disminuye conforme se incrementa el tamafio del amplificado; la segunda es que
sus iniciadores reportan diferentes afinidades por su secuencia blanco, lo que
puede favorecer la amplificacion de unos tipos virales sobre otros que también
estén presentes en la muestra. Ambas cosas pueden tener un impacto significativo
en los indices de deteccion viral [5, 9, 19, 41]. En cuanto a la region de los
GP5+/6+, si bien resuelve el problema del tamafio del amplificado al ser hasta dos
veces mas pequefia que la obtenida por los PGMY09/11 también presenta
problemas de sensibilidad, ademas su regién de mayor variabilidad, ideal para ser
usada como sondas en la deteccion viral, se encuentra muy cercana al sitio de
reconocimiento de uno de los iniciadores, lo que para fines de validacion por
secuenciacion representaria la perdida de las primeras bases de la secuencia.
Con respecto al fragmento obtenido mediante los SPF’s mencionaremos que
segun nuestro alineamiento resulta ser una regién con una variabilidad genética
muy limitada donde en ocasiones solo un par de bases puede ser la diferencia
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entre un tipo viral y otro (sobre todo entre aquellos virus filogenéticamente
relacionados), una similitud tan alta aunque puede resultar ideal en procesos de
amplificacion, también incrementa la posibilidad de hibridaciones inespecificas
entre las secuencias virales [15, 81-87].

Aunque las regiones amplificadas con los PGMY09/11, GP5+/6+ y SPF’'s
proporcionan algunas caracteristicas ideales para el desarrollo del Biochip de
DNA, ninguna lo hace de manera totalmente satisfactoria, sin embargo, como la
region representa una importante fuente de informacion filogenética,
epidemiologica y molecular, decidimos evaluar la posibilidad de incluirlas durante
la deteccion vy tipificacidn de los VPH pero esta vez, sobre Biochips de DNA.

Como el Biochip de DNA requiere de regiones con una alta variabilidad y regiones
muy similares, decidimos usar como region de reconocimiento viral un fragmento
que no fuera tan grande como el que se obtiene con los PGMY09/11, pero con la
variabilidad suficiente para poder diferenciar un tipo viral de otro. Este fragmento
inicia en el sitio de reconocimiento del iniciador PGMY 11, cubre completamente la
region amplificada por los GP5+/6+ y los SPF’s y con cerca de 190 pb termina
justo en el sitio de reconocimiento del iniciador GP6+ (Ver Figura 14).

Una vez definida la region que seria usada para el desarrollo del Biochip de DNA,
nuevamente se realizé un alineamiento multiple pero ahora de tipo local, donde
solo el area de interés en cada uno de los VPH fue considerada. Esta vez el
alineamiento se llevo a cabo en el programa T-Coffee (version 4.71) (http://igs-
server.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee cqi/index.cqgi), el cual resulta ser mas preciso
que el ClustalW, aunque un poco mas lento, pero con la posibilidad de alinear
hasta 100 secuencias de DNA, RNA o proteinas de hasta 2000 bases de largo. T-
Coffee ofrece dos modos de alineamiento, uno regular y otro avanzado, en el
modo regular el usuario solo necesita pegar sus secuencias en formato fasta,
correr el programa y esperar el resultado, mientras que en el modo avanzado el
usuario es libre de elegir entre una gama de parametros computacionales y
formatos de salida. Nosotros decidimos usar el modo avanzado con la finalidad de
optimizar el alineamiento de las secuencias virales (Ver Figura 15).

El alineamiento de la regién de interés mediante el programa T-Coffee muestra el
alineamiento en un cédigo de color donde las regiones con una variabilidad alta se
muestran en azul y verde, mientras que aquellas con mayor similitud van del
amarillo al rojo. Durante el desarrollo del Biochip de DNA las regiones en verde
fueron consideradas para ser usadas como sondas, mientras que aquellas que
van del rojo al amarillo fueron consideradas para ser usadas como iniciadores.
Después de definir el area que seria usada como sondas de deteccidn y
tipificacion viral, asi como la regidn de los iniciadores, el siguiente paso fue evaluar
en cada uno de las secuencias virales un conjunto de parametros moleculares y
termodinamicos que garantizaran el reconocimiento especifico de las sondas por
su secuencia complementaria, la estabilidad de su union, la deteccién de posibles
hibridaciones inespecificas y en el caso de los iniciadores, una afinidad similar
entre los diferentes iniciadores por su tipo viral.
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GEN L1 HPV

PGMY09/1 PGMY11 | | Pemyos | 450 pb
GP5+/6+ o | aror ] 150 pb
SPF’s | spF1 | | ser2 | 65 pb
BIOCHIP ADN | | 1.16f/181/58¢ | L1-16r/181/58r =190 pb

Figura 14. Regiones del gen L1 que han sido utilizadas en el diagnéstico molecular de los VPH. En azul se resalta la region de interés
para el desarrollo del Biochip de DNA dirigido a la deteccion vy tipificacion de los VPH de alto riesgo en CC.
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T- COFFEE, Version_4.71

BAD AVG (GO0D

HPV16 Llref 1 ---

GCACAGGGCCACAATAAT GGCATTTGTTGEAGTAACCAACTATTTGT TACTGT TGTTGATACTACACGCAGTACAAATATG
TCATTATGTGCT 93

HPV18 Liref 1 --

GGCACAGGGT CATAACAATGGT GT TTGCTGGCATAATCAATTAT TTGTTACTGTGGTAGAT ACCACT CGCAGTACCAATTT
AACAATATGTGCT 94

HPV31 Liref 1 ---
GCTCAGGGACACAATAATGGTATTTGTTGGGGCAAT CAGT TATT TGT TACT GTGGTAGATACCACACGTAGTACCAATATG
TCTGTTTGTGCT 93

HPV33 Liref 1 ---

GCACAAGGTCATAATAAT GGTATTTGTTGGGGCAAT CAGGTATT TGT TACT GT GGTAGATACCACTCGCAGTACTAATATG
ACTTTATGCACA 93

HPV35 Liref 1 ---

BCACAAGGCCATAATAAT GGTATTTGTTGGAGTAACCAATTGTTTGT TACT GTAGT TGATACAACCCGTAGTACAAATATG
TCTGTGTGTTCT 93

HPV45 Liref 1 ---

GCCCAGGGCCATAACAAT GGTATTTGTTGECATAAT CAGT TGTTTGT TACT GTAGTGGACACTACCCGCAGTACTAATTTA
ACATTATGTGCC 93

HPV52 Liref 1 ---

GCGCAGGGCCACAATAAT GGCATATGT TGGGGCAAT CAGT TGT T TGT CACAGT TGTGGATACCACT CGTAGCACTAACATG
ACTTTATGTGCT 93

HPV58 Llref 1 CGTGCACAAGGTCATAACAATGGCATTTGCTGGGGCAAT CAGTTATTTGTTACOGTGGTTGATACCA
CTCGTAGCACTAATATGACATTATGCACT 96

* % * % * % * % * % *k k k% * * % * % % * % * % * *k k k% * % * % * % * % * % *
cons 1

* %% *% k% **% * * * k% * 96

HPV16_ L1ref 94CGCCAT- - -

ATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACT TTAAGGAGT ACCTACGACAT GCCGGAGGAATATGATTTACAGI TTAT
TTTI'Il 84

HPV18_L1ref 95TCTACACAGICTCCTGTACCTGGGCAATATGATGCTACCAAAT TTAAGCAGTATAGCAGACATGITG
AGGAATATGATTTGCAGT 'I_I'AT'I'I'TI'Il 88

HPV31_Liref 94GCAAT- - -

TGCAAACAGT GATACTACATTTAAAAGT AGTAATTTTAAAGAGTATTTAAGACATGGTGAGGAATTTGATTTACAATTTAT
ATTTE184

HPV33_L1ref 94CAAGI- - - AACT- - -

AGTGACAGTACATATAAAAATGAAAATTTTAAAGAATATATAAGACATGT TGAAGAATATGATCTACAGI TTGI T 'I'I'T|18
1

HPV35_Liref 94GETGI- - -
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GTCTTCTAGT GACAGTACATATAAAAAT GACAAT TTTAAGGAATAT T TAAGGCAT GGTGAAGAATATGATTTACAGI TTATTTTTE184

HPV45_L1ref 94TCTACACAAAATCCTGIGCCAAGT ACATATGACCCTACTAAGT TTAAGCAGTATAGTAGACAT GT GGAGGAATATGATTTACAGT TTATTTTTE187
HPV52_L1ref 94GAGEI- - - [I- - - AAAAAGGAAAGCACATATAAAAATGAAAATTTTAAGGAATACCT TCGT CATGGCGAGGAATTTGATTTACAATTTATTTTTE181
HPV58_L1ref 97GABGT- - - BACT- - - BAGGAAGGTACATATAAAAATGAT AATTTTAAGGAATATGTACGTCATGT TGAAGAATATGACTTACAGT TTGT TTT 18184

cons 97 **k * * * **k *kk*k*%x * k% * k*kk %k %k *k*k*k **k*% * %% k%% * ***Ilgo

Figura 15. Alineamiento del gen L1 de los VPH de alto riesgo mediante el programa T-Coffee (version 4.71). El cédigo de color en el alineamiento
representa en azul y verde las regiones con una alta variabilidad, mientras que las amarillas, naranjas y rojas muestran regiones de gran similitud
entre los diferentes VPH (http://igs-server.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee _cgi/index.cqi).
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8.1.1.4 Estrategia de deteccion de VPH de alto riesgo sobre Biochips de DNA.

En general, todos los sistemas de deteccion que han sido desarrollados sobre
Biochips de DNA permiten la deteccion de la hibridacion a través del marcaje de
los productos de PCR con moléculas reporteras marcadas con Cy3, Cy5, biotina,
etc. Cuando el DNA blanco esta presente en concentraciones equimolares altas
(por ejemplo las reacciones de PCR), basta una sola molécula por DNA blanco,
pero cuando el DNA blanco es menos abundante quiza sea necesario incorporar
mas de una molécula reportera o incrementar la intensidad de la sefial mediante
amplificaciones enzimaticas. Mas de una molécula reportera puede ser
incorporada a la secuencia blanco mediante nick translation, random priming o
incorporacion quimica. Las sefales de hibridacion entre el DNA blanco y las
sondas inmovilizadas sobre los Biochips son posteriormente captadas con
escaners fluorescentes o por phosphoimager (para arreglos basados en
membranas donde generalmente el marcaje es radiactivo).

Hasta el momento la gran mayoria de los sistemas de deteccion de VPH sobre
Biochips de DNA, utiliza moléculas fluorescentes (basicamente nucledtidos
marcados con Cy3 o Cy5) para marcar el DNA blanco durante el proceso de
amplificacion por PCR y poder identificar la hibridacion [68-66, 70-73]. Otras
alternativas basadas en inmunodeteccion y deteccidn bioelectronica también han
sido reportadas, aunque casi no son utilizadas (67, 69). Una de las estrategias
mas recientes propone el uso de iniciadores marcados con Cy3 o Cy5 para
realizar la deteccion viral, de tal manera que el DNA blanco sea marcado durante
el proceso de amplificacion evitando pasos adicionales derivados del marcaje con
otras moléculas reporteras que ademas, resultan ser mas costosas. Esta
estrategia supone un sistema mas eficiente al optimizar las etapas de marcaje y
reducir los costos derivados del procesamiento de las muestras [68]. Aunque
todas estas estrategias representan un esfuerzo por generar sistemas
diagndsticos mas eficientes, la busqueda todavia continua ya que aun no existe un
sistema que garantice la deteccion y tipificacion de los VPH de manera
completamente satisfactoria al menos en términos de sensibilidad y especificidad.

Al igual que ocurre con la citologia, la calidad del analisis de DNA esta
condicionado por una serie de factores técnicos y de conservacion de la muestra
gue en ocasiones son determinantes para el resultado. Cada una de las técnicas
descritas detecta un rango diferente de VPH y generalmente para el grupo comun
de VPH detectados por todas las técnicas, las diferencias en sensibilidad y
especificidad aun son muy variables.

Las técnicas de hibridacion de acidos nucleicos sobre Biochips continuan en
constante desarrollo en la busqueda de alternativas que faciliten un diagnéstico
preciso y bajo costo que ademas pueda ser sustentable tanto en investigacion
como en estudios clinicos y epidemiologicos. Nuestro grupo de trabajo ha venido
desarrollando una novedosa estrategia para la deteccion de senales de hibridacion
sobre microarreglos de oligonucleotidos conocidos como sistemas genesensor
(genosensor array). El sistema genesensor aplica técnicas de hibridacion multiple
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conocidas como “hibridacion en tandem” o “hibridacién con alineamiento contiguo”
como una alternativa muy eficiente en la identificacion de mutaciones [88].

Mientras que en los microarreglos de oligonucleétidos convencionales la
secuencia interrogada o DNA blanco es sometido directamente a hibridacion sobre
un conjunto de sondas inmovilizadas sobre la superficie del array, en el sistema
genesensor, el DNA blanco es previamente alineado con un par de secuencias
complementarias  previamente marcadas denominadas oligonucledtidos
estabilizadores (hibridacion en tandem). Los oligonucleétidos estabilizadores
reconocen una region contigua al sitio de reconocimiento de la sonda en el DNA
blanco formando lo que se conoce como un duplex parcial, donde solo el espacio
qgue corresponde al tamafo de la sonda de captura es libre para poder hibridar con
ellas sobre la superficie del array. Algunas de las ventajas que proporciona la
hibridacién en tandem sobre la hibridacion tradicional son: el uso de secuencias
cortas favorece la discriminacion de mutaciones puntuales, el uso de
oligonucledtidos estabilizadores evitan la formacion de estructuras secundarias en
el DNA blanco que pudieran interferir con el sitio de reconocimiento de la sonda,
incrementando su estabilidad y la posibilidad de hibridar de manera especifica con
su secuencia complementaria, ademas brinda la posibilidad de detectar la
hibridacion ya sea mediante el marcaje del DNA blanco o bien, de los
oligonucledtidos estabilizadores con la posibilidad de incrementar el potencial de
deteccion sobre los microarreglos [90].

Hasta ahora el sistema genesensor ha permitido detectar y discriminar de manera
confiable puntos de mutacién en el codon 634 del proto-oncogen RET a partir de
sondas con tan solo 7 bases de longitud [89]. También han facilitado la deteccion
de los nueve puntos de mutacién mas frecuentes en los codones 248, 249 y 273
del gen TP53, demostrando una vez mas que el uso de pequefas sondas (7
bases) combinadas con técnicas de PCR y estrategias de hibridacion multiple,
permiten identificar mutaciones comunes en DNA proveniente de distintas fuentes.
En este tipo de tecnologias, la adecuada seleccion de sondas, puede resultar en
sistemas altamente especificos que pueden ser aplicados con seguridad como
herramienta diagndstica en la deteccion de mutaciones de forma rapida y precisa
[90].

Debido al potencial de estos sistemas en la deteccion de mutaciones puntuales,
recientemente fueron aplicados con gran éxito en la deteccion molecular de las
variantes Asiatico Americana (AA) y Europea (E) del VPH 16 asociadas a un
mayor riesgo de CC en mujeres mexicanas. La deteccion y discriminacion de
estas variantes virales se realizé en base al uso de un conjunto de sondas de
entre 9 y 10 bases de longitud capaces de identificar de manera especifica tres
puntos de mutacidn en la secuencia del gen E6 (ntd 145, 183 y 350). En este caso
las sondas que conformaron el Biochip de DNA fueron seleccionadas con la ayuda
de diversas herramientas bioinformaticas que permitieron valorar su funcionalidad
en el reconocimiento especifico de su secuencia complementaria en sistemas de
hibridacion virtual (in silico). Su especificidad también fue evaluada mediante la
deteccion de secuencias de DNA blanco complementario de origen sintético que
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simularon la secuencia viral de interés. Después de valorar la efectividad de las
sondas seleccionadas en la deteccion de las variantes AA y E del VPH 16 en
sistemas de hibridacién virtual y a partir del uso de DNA sintético, estas fueron
sometidas a la deteccion de variantes virales en secuencias de DNA blanco
positivo para VPH 16 previamente alineadas a oligonucledtidos estabilizadores
marcados con yP*2. Seguin nuestros resultados, este tipo de Biochip de DNA hizo
posible la deteccion especifica de las variantes AA y E del VPH 16 mediante el
uso de pequefas sondas que permitieron el reconocimiento y discriminacion de
tres puntos de mutacion en el gen E6 con una elevada sensibilidad y a un bajo
costo, abriendo la posibilidad de ser usado como herramienta diagndstica
confiable [93].

De acuerdo con las ventajas que ofrece la aplicacién de técnicas de hibridacion
multiple y el uso de oligonucledétidos estabilizadores a la deteccion especifica de
secuencias de DNA viral, nosotros propusimos una novedosa alternativa para la
deteccion molecular de los VPH de alto riesgo en CC que incluye el uso de ambas
herramientas moleculares. De acuerdo con nuestra estrategia, el diagnostico
molecular del VPH sobre Biochips de DNA, requirié la seleccion de pequeias
sondas con la suficiente variabilidad genética para distinguir especificamente un
tipo viral de otro. Cada una de las sondas fue seleccionada con la ayuda de
diversas herramientas bioinformaticas con la finalidad de garantizar el
reconocimiento especifico de su secuencia complementaria primero en sistemas
de hibridacion virtual (in silico), después en secuencias de DNA blanco de origen
sintético que simularon la regién viral de interés y finalmente en secuencias de
DNA proveniente de lineas celulares positivas para VPH de alto riesgo y de
muestras clinicas con CC. Las sondas seleccionadas fueron inmovilizadas sobre
laminillas de portaobjetos convencionales representando el Biochip de DNA donde
se realiz6 el diagnodstico molecular de los VPH. La deteccion de las sefiales de
hibridacién entre las sondas inmovilizadas y las secuencias de DNA blanco viral
sobre la superficie del Biochip se efectuaron en base al uso de oligonucleoétidos
estabilizadores cuya secuencia reconoce de manera especifica dos regiones, la
primera corresponde a su secuencia complementaria en el DNA blanco viral de
interés que es contigua al sitio de reconocimiento de las sondas y la segunda es
una secuencia complementaria a un pequefio fragmento de DNA marcado con
Cy3 denominado reportero universal, responsable final de proporcionar las
sefales de hibridacion. En nuestro caso el uso de oligonucledétidos estabilizadores
con estas caracteristicas representa una novedosa innovacion a los sistemas
convencionales de deteccion vy tipificacion de VPH sobre Biochips de DNA, ya que
mientras el oligonucledtido estabilizador contenga la secuencia de reconocimiento
del reportero universal marcado practicamente permite la deteccién de cualquier
tipo viral sobre este tipo de plataformas, con la ventaja adicional que resulta de
usar solo una secuencia marcada con Cy3 para la deteccion de cualquier tipo de
VPH, que marcar un numero indeterminado de secuencias de DNA blanco viral o
iniciadores especificos para VPH, esto sin considerar que ademas, el uso del
oligonucledtido estabilizador favorece la deteccidn vy tipificacién especifica de los
VPH al proporcionar una mayor estabilidad a la secuencia de DNA blanco e
incrementar la posibilidad de que este duplex parcial encuentre su sonda
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complementaria en la superficie del Biochip de DNA. Todas estas ventajas que
ofrece el Biochip de DNA aplicadas a la deteccidn y tipificacion de VPH pueden
representar una herramienta diagnostica muy eficiente en la practica clinica y en
investigacion ya que demostré ser muy especifica en la identificacion viral con
costos accesibles y facil de desarrollar (Ver Figura 16).

ESTRATEGIA DE DETECCIOMN DE ¥PH DE ALTO RIESGO
SOBREBIOCHIPS DE DMNA

“+— DMNA blanco viral

Sonda ——»

Oligonucledtido estabilizador

|

:

Secuencia reportera Cy3

Matriz de soporte

Figura 16. Estrategia de deteccion de VPH de alto riesgo sobre Biochips de DNA. Se muestra la
matriz de soporte (gris) sobre la cual se inmovilizaron las sondas (blanco) que
conformaron los Biochip de DNA usados en la deteccion vy tipificacion de VPH de alto
riesgo (azul). Las sefiales de hibridacion viral sobre los Biochips de DNA fueron
visualizadas mediante técnicas de hibridacion muiltiple que incluyeron el uso de
oligonucleétidos estabilizadores (naranja) que reconocen e hibridan simultaneamente
con un fragmento del DNA blanco viral (azul) que es contiguo al sitio de
reconocimiento de la sonda y con una secuencia reportera marcada con Cy3 (verde)
quien finalmente emite fluorescencia que puede ser captada por un microscopio y/o
escaner.
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8.1.1.4.1 Seleccion de las sondas.

El reto mas grande durante el desarrollo de cualquier tipo de Biochip es la
seleccion de las sondas mas adecuadas para identificar un determinado gen
dentro de un grupo de secuencias o bien, en un genoma completo con la mayor
precision posible. Para facilitar este proceso un gran numero de herramientas
bioinformaticas continuan siendo desarrolladas, entre ellas, los programas
especializados en el disefio de sondas estan generando un gran interés por su
aplicacion en el disefio y generacion de Biochips de DNA, principalmente los de
oligonucledtidos (oligoarrays) muy populares por su mayor especificidad, facil
elaboracién y costos mas accesibles.

La mayoria de los programas especializados en el disefio de sondas e iniciadores
son de libre acceso por medios electrénicos y aunque pueden aplicar diversos
criterios para la eleccion de las mejores secuencias todos comparten un fin comun
mejorar su especificidad. La especificidad es el resultado de un delicado balance
entre la secuencia y las propiedades termodinamicas expuestas por los acidos
nucleicos [95]. Estas propiedades termodinamicas pueden potencialmente
mejorar el reconocimiento entre las sondas y su secuencia complementaria en
proceso de hibridacion, ademas de evitar problemas de hibridaciones no
especificas. Los parametros moleculares y termodinamicos mas importantes a ser
considerados por la gran mayoria de los programas especializados en el disefio de
sondas son: la identidad de la secuencia, el tamafio y composicion de los
oligonucledtidos, la temperatura de fusién (Tm) y la energia libre de Gibbs (AG®).
Estos parametros son probablemente los mayores indicadores de la estabilidad y
la fuerza de union entre las sondas y sus secuencias complementarias dentro de
la compleja dinamica de hibridacién [94-98].

Como la eficiencia de los Biochips de DNA es valorada en funcién de su
especificidad, la adecuada seleccion de sondas que conformaran el sistema es
una etapa crucial en su desarrollo. Para garantizar la eficiencia del Biochip de
DNA para la deteccidn vy tipificacion molecular de VPH de alto riesgo en CC se
usaron dos programas bioinformaticos que permiten el analisis y el reconocimiento
especifico de secuencias genomicas, el OligoAnalyzer Version 3.0 (Integrated
DNA Technologies) y el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool/GenBank
Database).

Como en alineamientos previos ya se habia definido la region de interés del gen
L1 de los VPH de alto riesgo que podria ser usada como sonda para identificar los
diferentes tipos virales (Ver Figura 15), el siguiente paso fue evaluar su verdadero
potencial en la deteccién viral especifica con ayuda de los programas
OligoAnalyzer y BLAST, quienes en base al calculo de determinados parametros
moleculares y termodinamicos pueden determinar la especificidad de una
secuencia de oligonucledtidos por su secuencia complementaria en procesos de
hibridacion.

65



Resultados y Discusion

Como la region seleccionada para el disefio del Biochip de DNA (entre 19 y 30
bases) representa una de las regiones con la mayor variabilidad encontrada dentro
del fragmento del gen L1 propuesto para la deteccion viral, se propuso usarla
como sonda para la identificacion de los VPH de alto riesgo, cuyo tamario solo
seria modificado de acuerdo con los parametros moleculares y termodinamicos
necesarios para optimizar su eficiencia en la deteccion vy tipificacion viral. De esta
manera, un total de ocho secuencias de oligonucledtidos fueron evaluadas para
ser usadas como sondas durante el desarrollo del Biochip, una por cada VPH de
alto riesgo (Ver Tabla 9 y Figuras 15y 17 a 35).

El primer programa se uso para determinar el tamafio y la composicion ideal de las
secuencias que serian usadas como sondas para la deteccion de VPH de alto
riesgo fue el OligoAnalyzer version 3.0 (Integrated DNA Technologies
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Este programa
representa una poderosa herramienta de analisis molecular ya sea para pequefios
oligonucledtidos o para grandes secuencias de DNA con la ventaja de
proporcionar informacién acerca de todas las posibles interacciones moleculares
gue pueden ocurrir entre las secuencias que estan siendo analizadas de acuerdo
con la composicion de su secuencia y el calculo de parametros termodinamicos en
ensayos de hibridacion virtual o “in silico”.

El OligoAnalyzer esta compuesto de una serie de subprogramas especializados
como el Analyze, el Hairpin, el Self-dimer, el Hetero-Dimer, el NCBI blast, el TM
Mismatch y el LNA conversién. Algunas de estas herramientas como el Analyze
proporcionan informacion molecular importante sobre la secuencia que esta
siendo analizada como la composicion de su secuencia complementaria, su
longitud, el contenido de G-C, su peso molecular, etc. El Self-Dimer y el Hetero-
Dimer son dos herramientas que con base en la composicion de las secuencias y
en el calculo de algunos parametros termodinamicos como la Tm y la AG (energia
libre de Gibbs o entalpia libre) son capaces de predecir la condicién de equilibrio y
de espontaneidad para que una reaccion quimica ocurra, es decir, a partir de
estos parametros es posible determinar la fuerza de unién con que una sonda es
capaz de hibridar consigo misma, como es el caso de Self-Dimer, o bien, con su
secuencia complementaria u otras secuencias involucradas que pudieran estar
presentes durante los procesos de hibridacion, como es el caso del Hetero-Dimer.

La informacién que proporcionan estos programas resulta de gran relevancia
sobre todo si se toma en cuenta que la longitud de las sondas ha sido relacionada
con su especificidad y con la eficiencia de de la hibridacion. Ademas, el punto de
desnaturalizacion de un fragmento de DNA aumenta con el tamafo de la
secuencia de nucleotidos que lo conforman, y también por la composicion de
nucledtidos de la secuencia, que suele aumentar con altos contenidos de Guanina
(G) y Citocina (C), aumentando la probabilidad en el incremento de secuencias
que lleven consecutivamente G o C. Hay relaciones derivadas de esta relacion:
secuencias ricas en GC tienen, con sus secuencias de bases complementarias,
apareamientos mas espontaneos (fendmeno conocido en inglés como Base
Stacking) ya que en estos casos, tienen energia de Gibbs mas negativa y por tal
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motivo aumenta la temperatura minima de fusion (o desnaturalizacién en este
caso, conocido en Inglés con la abreviatura Tm) de la secuencia de DNA [94-98].

En funcion de la informacion que proporciona el programa OligoAnalyzer para la
adecuada seleccion de sondas, cada una de las secuencias propuestas para la
deteccion especifica de los VPH de alto riesgo fueron sometidas primero al
subprograma Analyze el cual nos proporciono informacion relevante acerca de la
composiciéon de sus secuencia como tamafno, contenido de G-C, Tm, etc. Esta
informacion fue determinante para establecer el tamafo final de cada una de las
sondas, el cual fue definido en funcién de Tm similares, lo cual confiere una mayor
probabilidad de hibridar especificamente con su secuencia complementaria, que
sondas con diferentes Tm durante los procesos de hibridacién. Finalmente,
después de evaluar una y otra vez las secuencias hasta encontrar aquellas con
valores similares de Tm, un total de 8 sondas denominadas 16-SN, 18-SN, 31-SN,
33-SN, 35-SN, 45-SN, 52-SN y 58-SN de entre 19 y 24 bases y con valores de Tm
entre 52 y 57 °C fueron seleccionadas para conformar el Biochip de DNA que
seria dirigido al diagnostico molecular de VPH de alto riesgo en CC (Ver Tabla 9).

Una vez que se determiné la longitud de cada una de las secuencias que serian
usadas como sondas en la deteccion molecular de VPH de alto riesgo sobre los
Biochips de DNA, el siguiente paso fue evaluar algunas otras propiedades en
estas secuencias como su composicion. La composicion de bases de una
secuencia de oligonucledtidos que sera usada como sonda es fundamental para
asegurar el reconocimiento especifico de su secuencia complementaria en el DNA
blanco. Es muy importante evitar la eleccidon de aquellas secuencias que de
acuerdo a su composicion de bases puedan formar estructuras secundarias o
estructuras parciales de doble cadena que puedan intervenir con el
reconocimiento especifico de la secuencias de DNA blanco durante los procesos
de hibridacién. Para ello es necesario elegir como sondas solo aquellos
oligonucledtidos que no contengan regiones de auto-homologia u homologia intra-
oligonucledtido que pueden favorecer la formacion de pequefios pliegues o bien,
dimeros muy estables que puedan interferir con el reconocimiento de la secuencia
complementaria en un DNA blanco de interés.

Para verificar si las sondas seleccionadas no presentaban problemas de auto-
homologia o auto-complementaridad que les permitieran formar estructuras
secundarias o ciertos dimeros estables que pudieran interferir con el
reconocimiento especifico de su secuencia complementaria en el DNA blanco
durante los procesos de hibridacién, cada una de ellas fue analizada con el Self-
Dimer una herramienta que permite determinar posibles interacciones entre las
secuencias analizadas mostrando las principales bases involucradas y la fuerza de
union con la que estas podrian ocurrir, todo en un ambiente de “hibridacion virtual”
(Ver Figuras 17 y 18).
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16-SN VPH 16

HOMO-DIMER AMALYSIS

Dimer Sequence

S5'— GITTCTGAAGTAGATATGGCA -3

Maxinun Delta G -34.92 kcal/maole

Delta G -2.91 kcalimole
Base Pairs 4

5' GTTTCTGAAGTAGATATGGCA

(NN
3! ACGGTATAGATGALGTCTT IR

31-SN VPH 31
HOMO-DIMER AMALYSIS

Dinmer Sequence
5'= GTATCACTGTITGCAATTGCAG -3

Maximum Delta G -22.49 kcalfmaole

Delta G -19.46 kcal/mole
Base Pairs 10

S5' GTATCACTGTTTGCAATTGCAG
FErrrrrnnl

3! GACGTTAACGTTTGTCACTATG

18-SN VPH 18

HOMO-DIMER AMNALYSIS

Dinner Sequence
S5'— CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGLDL -3

Maxinmuna Delta G -40.32 kcalfmole

Delta G -4,.292 kcalfmole
Base Pairs 4

5' CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGLL
[ 111 3888
3' AAGATGTGTCAGAGGACATGGACC

33-SN VPH 33
HOMO-DIMER AMALYSIS

Dimer Sequence

5'- CTGTCACTAGTAGTTACTTGTGTG -5

Maximum Delta G -35.5 kcal/mole

Delta G -6.24 kcalfmole
Base Pairs &

5! CTGTCACTAGTAGTTACTTGTGT
RN
3' GTGTGTTCATTGATGATCACTGTC

Figura 17. Evaluacién de auto-homologia de las sondas propuestas para la identificacion
molecular de los VPH 16, 18, 31 y 33 segun el Self-dimer del programa OligoAnalyzer
Versién 3.0. El Maximum Delta G representa la fuerza maxima de unién entre la sonda y
su secuencia complementaria en el DNA blanco (Dimer-Sequence). En la parte baja se
muestra uno de los sitios mas probables donde cada una de las sondas seleccionadas
pueden llegar a interaccionar consigo misma en un ambiente de hibridacion virtual, se
muestra la fuerza de unién (Delta G) y el nimero de bases involucradas (Homo-Dimer
Analysis). Con esta informacion es posible determinar si las sondas seleccionadas
pueden llegar a formar dimeros estables que pudieran interferir con el reconocimiento
especifico de su secuencia complementaria en un DNA blanco durante los procesos de

hibridacion.



Resultados y Discusion

35-SN VPH 35
HOMO-DIMER AMA&LYSIS

Dinner Sequence
S5'- CTGTCACTAGAAGACACAGC -3!

Maxinimun Delta G -21.95 kecalfrmole

Delta G -4,.29 kcal/mole
Base Pairs 4

5! CTGTCACTAGAAGACACAGC
I 5B 3 8 3888
3' CGACACAGAAGATCACTGTC

52-SN VPH 52
HOMO-DIMER ANALYSIS

Dinner Sequence

53'- CTTTCCTTTITTAACCTCAGCAC -3'

Maxinmum Delta G -22.29 kcal/mole

Delta G -4.85 kcal/mole
Base Pairs 4

5" CTTTCCTTTTITAACCTCAGCAC
[0
3' CACGACTCCAATTTTTCCTITC

45-SN VPH 45
HOMO-DIMER AMALYSIS

Dimer Sequence

S' - CTTGGCACAGGATTTIGTE -3

Maxinmum Delta G -25.75 kcal/mole

Delta G -5.25 kcalfmole
Base Pairs 4

5! CTITGGCACAGGATTITIGTG
11 HH 3898
3! GTGTTITAGFACACGGTTC

58-SN VPH 58
HOMO-DIMER ANALYSIS

Dimer Sequence

5'- GTACCTTCCTTAGTTACTTCA -3

Maxinum Delta G -22.67 kcal/mole

Delta G -2.65 kcalfmole
Base Pairs 4

3! GTACCTTCCTTAGTTACTICA

(111
3' ACTTCATTGATTCCTTCCATG

Figura 18. Evaluacién de auto-homologia de las sondas propuestas para la identificacion
molecular de los VPH 35, 45, 52 y 58 segun el Self-dimer del programa OligoAnalyzer
Versién 3.0. El Maximum Delta G representa la fuerza maxima de unién entre la sonda y
su secuencia complementaria en el DNA blanco (Dimer-Sequence). En la parte baja se
muestra uno de los sitios mas probables donde cada una de las sondas seleccionadas
pueden llegar a interaccionar consigo misma en un ambiente de hibridacion virtual, se
muestra la fuerza de unién (Delta G) y el nimero de bases involucradas (Homo-Dimer
Analysis). Con esta informacion es posible determinar si las sondas seleccionadas
pueden llegar a formar dimeros estables que pudieran interferir con el reconocimiento
especifico de su secuencia complementaria en un DNA blanco durante los procesos de

hibridacion.
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Segun la informacion que proporciona el Self-Dimer del programa OligoAnalyzer
version 3.0, las ocho sondas denominadas 16-SN, 18-SN, 31-SN, 33-SN, 35-SN,
45-SN, 52-SN y 58-SN que proponemos para detectar y tipificar VPH de alto
riesgo en CC sobre Biochips de DNA, no presentan problemas de auto-homologia
o auto-complementaridad que pudieran interferir con el reconocimiento de su
secuencia complementaria en el DNA blanco viral, pues si comparamos la fuerza
de union calculada para las sondas cuando reconocen especificamente a su
secuencia complementaria (AG = -31.95 a -40.32) y los comparamos con las
calculadas en aquellos casos donde puede ser posible la interaccion de las
sondas consigo mismas (AG = -3.91 a -19.46), estas resultan ser mucho mas
bajas lo que elimina la probabilidad de que estas interacciones puedan llegar a
ocurrir entre las sondas durante un estricto procesos de hibridacién. En general,
entre mas negativo sea el valor del Delta G, mayor sera la fuerza de union entre la
sonda con su secuencia complementarias, valores menos negativos solo
representan uniones deébiles que dificilmente pueden llegar a ocurrir entre las
secuencias involucradas. De esta manera podemos asegurar que al menos en
evaluaciones “in silico” ninguna de las sondas que conformaron el Biochip de DNA
presenta problemas de auto-homologia o auto-complementaridad entre ellas que
pudiera interferir en la deteccidon de su secuencia complementaria en un DNA
blanco viral durante los procesos de hibridacion (Ver Figuras 17 y 18).

Como ya evaluamos la posibilidad de que las sondas formaran dimeros estables
que pudieran intervenir con el reconocimiento especifico de secuencias
complementarias durante los procesos de hibridacion, el siguiente paso fue
evaluar su potencial para reconocer e hibridar de manera especifica con su
secuencia complementaria en un DNA blanco, o bien con otras secuencias que
pudieran estar presentes durante los procesos de hibridacion. Para evaluar este
aspecto tan importante que finalmente permitié definir de manera anticipada la
especificidad de nuestro sistema en la deteccion y tipificacion de VPH de alto
riesgo, cada una de las sondas fue sometida a un analisis mas pero esta vez en el
Hetero-Dimer, una herramienta mas del OligoAnalyzer Version 3.0 que nos
permite calcular tanto la fuerza de union entre dos secuencias sean 0 ho
complementarias, asi como los sitios mas probables donde estas uniones pueden
ocurrir a lo largo de un DNA blanco (Ver Figuras 19 a 27).

En este caso cada una de las sondas fue sometida a hibridacion con su secuencia
de DNA blanco complementario, pero también con el resto de las secuencias
virales de interés. De esta manera la sonda 16-SN fue sometida a hibridacion con
su DNA blanco el HPV16_L1REF, pero también, con el HPV18 L1REF, el
HPV31_L1REF, el HPV33 L1REF, el HPV35 L1REF, el HPV45 L1REF, el
HPV52_L1REF, y el HPV58_L1REF, la sonda 18-SN fue sometida a hibridacion
con su DNA blanco el HPV18_L1REF, pero también con el HPV16_L1REF, el
HPV31_L1REF, el HPV33 L1REF, el HPV35 L1REF, el HPV45 L1REF, el
HPV52_L1REF, y el HPV58_L1REF y asi sucesivamente hasta llegar a la sonda
58-SN la cual finalmente fue sometida a hibridacion con su secuencia
complementaria el HPV58_ L1REF, pero también con todas las demas secuencias
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de interés, el HPV16_L1REF, el HPV18 L1REF, el HPV31_L1REF, el
HPV33 L1REF, el HPV35 L1REF, el HPV45 L1REF y el HPV52_L1REF (Ver
Tabla 9 y Figuras 15 y 19 a 27). Debido a la falta de accesibilidad de algunos de
los tipos de VPH de interés, en este trabajo solo fue posible validar la
funcionalidad de las sondas 16-SN, 18-SN y 58 SN dirigidas a la deteccion y
tipificacion especifica de tres VPH, el 16, el 18 y el 58 sobre los Biochips de DNA
tanto en lineas celulares como en muestras biologicas provenientes de CC. Por
este motivo solo se muestran los resultados de especificidad para estas
secuencias, los cuales fueron obtenidos a partir del analisis que efectuamos en el
subprograma Hetero-Dimer (Ver Figuras 19 a 27). Como el analisis “virtual’ fue
realizado para un grupo de 8 tipos de VPH, todas las sondas que fueron
propuestas para su deteccion también pueden ser aplicadas con cierto nivel de
confiabilidad en la identificacion viral una vez que se cuente con las muestras
biolégicas necesarias que permitan validar su funcionalidad sobre Biochips de
DNA.

De acuerdo con el analisis de especificidad “virtual” realizado en el Hetero-Dimer,
las sondas seleccionadas para la deteccion de VPH de alto riesgo registraron una
alta especificidad por su secuencia complementaria en el DNA blanco sintético y
aunque algunas sondas reconocieron parcialmente algunos otros sitos en otras
secuencias de DNA blanco viral no del todo complementarias estas uniones
reportan bajos valores de Delta G, indicando uniones débiles, no estables, que
facilmente pueden ser disociadas. Segun este analisis ninguna de las sondas
seleccionadas reporta algun potencial para hibridar de manera especifica y estable
con alguna otra secuencia viral que no corresponda a su secuencia
complementaria al menos en ensayos de hibridacion virtual (Ver Figuras 19 a 27).

Una vez que se evalud el reconocimiento especifico de las sondas propuestas
para la deteccion precisa de VPH de alto riesgo a través del analisis con el
Hetero-Dimer, solo nos quedaba garantizar que tanto el tamafio como la
composicidon de las sondas eran suficientes para identificar de forma especifica a
los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58. Para confirmar una vez mas este
potencial, cada una de las sondas seleccionadas para la identificacion viral fue
sometida finalmente al BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (GenBank
Database / NCBI http://www.ncbi.nih.gov), una potente herramienta que a través
de la comparacion de secuencias permite identificar secuencias de genes o genes
completos previamente reportados en un determinado organismos (Ver Figuras 28
a 35).

El BLAST facilita la deteccion de regiones de gran similitud entre las secuencias,
compara secuencias de nucleétidos o proteinas con las secuencias de una base
de datos y calcula la significancia estadistica de las coincidencias, generalmente
es usado para hacer inferencias funcionales y evolutivas entre las secuencias, asi
como ayudar a identificar miembros de una familia de genes o bien, identificar
secuencias previamente reportadas en algunos microorganismos. Este tipo de
herramientas se han desarrollado como una respuesta a las necesidades de
obtener mas informacion sobre las secuencias aprovechando el conocimiento
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previo almacenado en bases de datos. Este conocimiento almacenado se puede
utilizar directa o indirectamente. La utilizacion directa implica encontrar secuencias
similares a la secuencia problema, o secuencias que tengan alguna propiedad
comun. La utilizacion indirecta usa la informacion para obtener reglas que
permitan posteriormente predecir, con mayor o menor éxito, propiedades en
secuencias nuevas.

Actualmente, las bases de datos de secuencias constituyen la base de todas las
herramientas bioinformaticas usadas en analisis de secuencias. Si bien existe un
gran numero de iniciativas que ha producido un enorme numero de bases de
datos especializadas, el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y el EBI
(http://www.ebi.ac.uk) representan dos de los centros mas importantes en cuanto a
las bases de datos moleculares actualmente disponibles. Estos centros son los
encargados de las bases de datos GenBank y EMBL, respectivamente que
contienen las secuencias de DNA que se han ido depositando desde su primera
version, que en el caso de EMBL fue en el afo 1982 el cual contaba en ese
entonces con 568 secuencias. NCBI y EBI intercambian las secuencias de DNA
con bastante periodicidad, con lo que se puede considerar que tanto GenBank
como EMBL son una buena representacion de todas las secuencias conocidas.
Derivadas de estas bases de datos de DNA estan las correspondientes bases de
datos de proteinas correspondientes a los genes: Swissprot, TrEMBL y PIR.
Ademas tienen bases de datos correspondientes a diversos proyectos de
secuenciacion, incluyendo el genoma humano.

Las herramientas bioinformaticas mas usadas en el contexto del analisis de
secuencias incluyen métodos de busqueda de secuencias similares (los
programas BLAST y FASTA son los mas usados), alineamiento multiple
(CLUSTAL) definicién de regiones conservadas con posible significado funcional,
0 uso de estas regiones para buscar nuevas secuencias y métodos filogenéticos
para reconstruir las relaciones evolutivas entre las secuencias. Las secuencias por
si mismas no son informativas hasta que no se analizan comparativamente frente
a las secuencias existentes en las bases de secuencias, lo que permite elaborar
hipétesis sobre su parentesco por homologia. Los alineamientos de secuencia
proporcionan un método muy valioso para comparar fragmentos de secuencias
con genes previamente caracterizados y disponibles en las bases de datos.
Mediante busquedas basadas en alineamientos a través de BLAST 2.0, (Basic
Local Alignment Search Tool) puede obtenerse informacion sobre aspectos
funcionales y evolutivos de las secuencias. El algoritmo BLAST detecta,
alineamientos locales (cortos) y globales (amplios) e incluso regiones similares
incluidas en genes que no tienen relacion entre si. Todo ello permite encontrar en
un periodo de tiempo corto secuencias similares a la de nuestro interés y conocer
su existencia en los bancos de secuencias y predecir el efecto de sondas y
oligonucledtidos especificos. BLAST maneja un gran numero de programas como
blastn, blastp, blastx, tblastn, tblastx, etc., pero entre todas las opciones el blastn y
el blastp son las herramientas mas utilizadas para busquedas generales.
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Este programa proporciona una pagina con resultados donde se incluye
informacion sobre la homologia encontrada con ciertos genes o familias de genes
pertenecientes a un grupo determinado de microorganismos. También proporciona
una imagen que representa las zonas en las que se ha encontrado secuencias
similares en la base de datos. A continuacion aparecen las secuencias ordenadas
de mayor a menor similitud y esquemas donde se representa el total de bases que
son reconocidas en la base de datos (Ver Figuras 28 a 35). Segun el BLAST, las
ocho sondas previamente seleccionadas (16-SN, 18-SN, 31-SN, 33-SN, 35-SN,
45-SN, 52-SN y 58-SN) fueron capaces de identificar de manera especifica a los
tipos virales para los que fueron propuestas (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58
respectivamente). De acuerdo con los ensayos de “hibridacion virtual’ realizados a
cada una de las sondas, todas resultaron ser muy especificas en la identificacion
viral.

Con toda esta informacion, se pudo establecer el disefio general para la
identificacion molecular de VPH de alto riesgo en CC sobre Biochips de DNA. Este
disefio comprende la deteccidn y tipificacion viral a partir de “pequefnas” sondas de
19 a 24 ntd capaces de reconocer especificamente un fragmento del gen L1
amplificado por técnicas de PCR de entre 181 y 188 pb (Ver Figura 36). Aunque el
disefio del Biochip de DNA abarca a los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58, la
falta de muestras biolégicas positivas para la mayoria de estos tipos virales
propicié que por el momento solo se pudieran validar sobre los Biochips de DNA
los tipos 16, 18 y 58 tanto en lineas celulares, como en muestras clinicas
provenientes de CC. Asi que inicialmente, la validacién de los Biochip de DNA
dirigidos a la deteccion molecular de VPH de alto riesgo solo incluyo las sondas
16-SN, 18-SN y 58-SN quienes en ensayos de hibridacion virtual e hibridacion con
oligonucledtidos que simulan fragmentos virales han demostrado identificar de
manera especifica a los VPH 16, 18 y 58 (Ver Figuras 17 a 35).
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16-SN vs HPV16 _L1ref

Primary Sequence
S5'— GTITTCTGAAGTAGATATGGCA —3°'

Secondary Sequence

S'— GLACAGGGCCACARATALTGGCAT I TG T IGGEETALCCALCTAT T TGT TACTGT IGT IGATACTACACGCAGTACLAATATGTCATIATGTEE

Maximum Delta & -326.0% kcal/mole

Delta & -24.958 kcal/maole
Base Pairs 21

5! GTTTCTGALGTAGATATGGCL
trrrrrrrrrrrrrrrrrrnl
3! CTTTTTATTI TGACA T I TAGTATALGGAGGGG TACAGCATCC AT GAGGALA T TCAATCATALA LA TATACATCALAGACTICATCTATACCGTC

16-SN vs HPV18 _L1ref

Primary Sequence

S5'— GTTTCTGAAGTAGATATGGCA -3

Secondary Sequence

S5'— GGLACAGGGTCATAACAATGGTGT I TGCTGGCATAATCAA T TATT TGT TACTGT GGTAGATACCACTCGCAGTACCAATT TAACALATATGTGCTTC TACAL

Maxinwum Delta G -339.76 kcal/male

Delta G -5.48 kecalfmole
Base Pairs 5

5! GTTTCTGALGTAGATATGECA
g T
3! CTTTTTATTITGACGT T TAGTATAAGGAGTTGTACAGAC GATATGACGAL T T TAMLCCATCGTAGTATAACGGGTCCATGTCCTCTGACACATCTICGTGTAT

16-SN vs HPV31 _L1ref

Primary Sequence
5'— GTTTCTGAAGTAGATATGGCA -3

Secondary Sequence
S5'— GCTCAGGGACACAATAATGGTAT I TGTIGGGGCAATCAGTTAT I TG T TACTGTGETAGATAC CACACGTAGTACCAATATGTCTGTTIGTGCTGCALTTG

Maxinmum Delta G -220.69 kcalfmole

Delta G -5.232 kcalfmuole
Base Pairs 4

5! GTTTCTGAAGTAGATATGGCA
(NN A
3' CTITATATTTAACATTTAGT T TAAGFAGTGETACAGAR T T TATGAGALA T T T TAATGATGALLATT TACATCATAGTGACAAACGTTAACGTCGTGTITGT

Figura 19. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 16-SN frente a su secuencia
complementaria HPV16_L1ref y otras secuencias virales no complementarias
HPV18_L1ref y HPV31_L1ref calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del
OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se muestra la secuencia de la sonda
(Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco viral complementario o no
complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta G que representan la
fuerza de unién entre estas secuencias y finalmente se muestran los sitios donde se
da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia complementaria en el
DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria reconocer en otras
secuencias virales no complementarias.
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16-SN vs HPV33 LA1ref

Primary Seqguence

S5'—- GTTTCTGAAGTAGATATGECA -3

Secondary Sequence

S5'- GLACAAGGTCATAATAATGGTATTIGT IGGGGCALTCAGGTAT T IGT TACTGT GG TAGATACCACTCGCAGTACTAATATGACTI TATGCACAC,

Maximuny Delta G -306,. 55 kcalfmiole

Delta G -6.95 kcalfmole

Base Pairs &

50 GTTTCTGALGTAGATATGGC A
Lrrnd
3' CTTITIGTITGACATC TAGTATAAGAAGT TG TACAGAL TATATAAGARA T T T TAALLGTALALATATACATGACAGTGATCALTGAACACACGTA

16-SN vs HPV35 _L1ref

[GTTCTGCTGTGTCTIC TAGT GAC A GTACATAT AL A AN TGACAA T T TAAGGA A TAT T TALGGCATGETGAL GAATATGATT TACAGTITATITITC —5!'

GTTTCTGALGTAGATATGGCA
A et
[CGTCTTGTGTGTC TG TATARACA T GA TG CC AL CATAGT TGATGTCAT TGT T TG T TALCCAATGAGGT TG T I TATGGTAATAATACCFGARCACE

16-SN vs HPV45 _L1ref

JGCCTCTACACAALA T CCTGTGE CAAGTACATATGACCCTAC TARGT I TAAGCAGTATAGTAGACATGTGEAGGAATATEATI TACAGTITATTTITC -3

GTTTCTGAAGTAGATATGGCA

5 [N
VTCTCCGTGTATTAC A AT T TAATCATGAC GCCCATCACAGGTGATGTCATTGT T TG TTGAC TALTACGGTTGT TTATGGTALACAATACCGGGACCCG

Figura 20. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 16-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV33_L1ref, HPV35 L1ref y HPV45 L1ref
calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Versién 3.0. En
cada esquema se muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia
del DNA blanco viral complementario o0 no complementario (Secundary Sequence), los
valores de Delta G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y
finalmente se muestran los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las
sondas por su secuencia complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos
sitios que la sonda podria reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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16-SN vs HPV52 _L1ref

WCTTTATGTGCTRAGGT TAAALLGEALAGCACATATALLAATGAALATTTTAAGGAATACCTTCGTCATGGC GAGGAATTTGATTTACALTTTATTTTIC -3

GTTTCTGAAGTAGATATGGCA
B B8 Il
TTGGAGTCGTGTATTTCAGTACAATCACGATGCTCACCATAGGTGTT GACAC TGT T TGT TCACTAACGGGGFTTGTATACGGTAATALCACCGERACGCG

16-SN vs HPV58 _L1ref

Primary Sequence
S5'— GTTTCTGAAGTAGATATGGCA -3

Secondary Sequence
S'— COTGCACAAGGTCATALCAATGGCAT T TGCTGGGGCAATCAGTTAT I TGT TACCGTGGTIGATACCACTCGTAGCACTAATATGACATTA

Maxinmunm Delta G -327.61 kcal/rmole

Delta G -5.26 kcal/maole
Base Pairs S

5! GTTTCTGAAGTAGATATGGCA
HH NN
3 CTTTTIGT I TGACAT TCAGTA T AL GAA T TG TAC TGCAT G TATAAGGAL T T T TAATAGTALAAATATACATCGCAAGGARTCALTCALGTCA

Figura 21. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 16-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV52_L1ref y HPV58_L1ref calculada a partir del
Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se
muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco
viral complementario o no complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta
G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y finalmente se muestran
los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia
complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria
reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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18-SN vs HPV18 _L1ref

Primary Sequence

5'- CCAGGTACAGEAGACTGTGTAGAL -3

Secondary Sequence

5'- GGCACAGGGTCATAACARTGETGT I TG TG ATAATCA R TTAT T TGT TAC TG TG TAGATAC CACTCGCAGTAC CAATT TAACALTATGTGCTTC

Maxinmum Delta 6 -339.76 kcalfmole

Delta G -40.32 kcalfmole
Base Pairs 24

5! CCAGGTACAGGAGACTETGTAGR S
Lrrrrrrrrrrrerrrrrrrrred
3' CTITT AT TGACGT I TAGTATAAGGAGT IGTACAGA CGATAT GAC GAAT T TAAL CCATCGTAGTATAACGGETCCATGTCCTCTGACACATCTICG

18-SN vs HPV16 _L1ref

Priniary Sequence
S5'— CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAL -5

Secondary Sequence
S'— GLACAGGGCCACAATAATGGCAT I TGT TGEGGETALCCALC TAT T ITGT TAC TG T IGT TGATAC TACACGCAGTACALATATGTCATIATG

Maximun Delta G -325.09 kcal/male

Delta G -2.31 kcal/mole
Base Pairs &

a5 CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGA D
Irrrni 28 H
3' CTITITATI TGACAT T TAGTATAAGGAGGGGTACAGCATCCATGAGGAA T T TCAATCATALLLATATACATCALAGACTICATCTATACC

18-SN vs HPV31 _L1ref

CACGTAGTACCAL TATGTCTGT I TGT GO TG AL T TG AL C A T GA TAC TACAT T TAAL LG TAGTAAT T T TALAGAGTATT TALGALCAT

CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAL
T toox B
TrACATCATAGTGACA AL G T TAACGTCG TG T I TG TC TG TATALCCATGATGCACACCATAGATGGTGTCAT TGTITATTGACTAACGGE

Figura 22. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 18-SN frente a su secuencia
complementaria HPV18 L1ref y otras secuencias virales no complementarias
HPV16_L1ref y HPV31_L1ref calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del
OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se muestra la secuencia de la sonda
(Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco viral complementario o no
complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta G que representan la
fuerza de unién entre estas secuencias y finalmente se muestran los sitios donde se
da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia complementaria en el
DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria reconocer en otras
secuencias virales no complementarias.
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18-SN vs HPV33 _L1ref

Prinary Sequence

S5!'— CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAD -3

Secondary Sequence

S5!'— GLACAAGGTCATAATAAT GG TAT I ITGT IGGGGCAATCAGGTAT T TGT TAC TG TG TAGATACCACTCGCAGTACTAATATGAC

Maxinum Delta G -205. 22 kcalfmale

Delta G -7.43 kcal/mole

Base Pairs &

5! CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAL
= [
3! CTI T I TG I T GAC A TC TAGTATALGA A G T TG TACAGAA TA TTA T AAGAAL T T T TAALAGTALALATATACATEACLGTG.

18-SN vs HPV35 _L1ref

Prmary Sequence
S5'— CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGLDL —3'

Secondary Seqguence
S'— GLACAAGGCCATAATAA TG TAT I TG T ITGGAGTAACCAL T IGT I TG T TAC TG TAGT IGATACAACCCGTAGTACAALTATGTC

Maxinmum Delta G -Z17.4 kcalimole

Delta G -&£. 24 kcalimale
Base Pairs S

5! CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAD

8 8 [
! CTTITTITAT I TGACA T I TAG T A TA LG ARG TG T TACG AL T T TATAAGGAL T T T TAACAGTAALLATATACATGACLGTGATCTTC

18-SN vs HPV45 _L1ref

Primary Sequence
5'- CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAL -3

Secondary Sequence
5'- GLCCAGGGCCATALCAATGGTAT T TGT TG ATAATCAGTIGT I ITGT TAC TG TAGTGGACACTACCCGCAGTACTAATTTAACATTATGTGCCTE

Maxinmum Delta G -332. 79 kcalirmole

Delta G -10.72 kecal/mole

Base Pairs S

5! CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGAD
B 88 BERBARS TErrren
F3' CTTTTTAT T TGACAT T TAGTATAL GGAGG TG TACAGATGATAT GACGAL T T IGALATCATCCCAGTATACATGALCCGTGTCCTALALCACATCTCC

Figura 23. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 18-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV33 L1ref, HPV35 L1ref y HPV45 L1ref
calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Versién 3.0. En
cada esquema se muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia
del DNA blanco viral complementario o0 no complementario (Secundary Sequence), los
valores de Delta G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y
finalmente se muestran los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las
sondas por su secuencia complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos
sitios que la sonda podria reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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18-SN vs HPV52 _L1ref

WCTAACATGAC T T TATG TG TGAGGT TALL LA LA GCACATATARALATCAL AR TTTTALGGAATACCTICGTCATGGC GAGGALTTTRL'

CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGRR

B8 T
WAGGAAL AT T GGAGTCGTGTAT T TCAGTACALTCACGATGCTCACCATAGGTGTIGACACTGTITGTIGACTAACGGGGTTGTATACGGTA

18-SN vs HPV58 _L1ref

AT TATGCACT AL GTALC TAAGGAAGE TACATATAA AL TCATALT I T TAAGGALTATGTACGTCATGTTGAAGAATATGACTTACAGT

CCAGGTACAGGAGACTGTGTAGLD
e = B B
GTCACGTATTACAGTATAATCACGATGCTCACCATAGTTGETGCCAT TGT T TATTGACTAACGGGGETCGTI TACGGTAACALTACTGRA

Figura 24. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 18-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV52_L1ref y HPV58_ L1ref calculada a partir del
Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se
muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco
viral complementario o no complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta
G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y finalmente se muestran
los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia
complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria
reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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58-SN vs HPV58 _L1ref

Prinary Sequence
S5'— GTACCTICCTTAGTTACTTICA -3

Secondary Sequence

S'— COTGCACAAGGTCATAACAATGGCAT I TG TGEGGCAATCAGT TAT I TGT TACCGTGGT IGATACCAC TCGTAGCACTAATATGACATTTA

Maxinunm Delta G -227.561 kcal/mole

Delta G -22.67 kcalfmole
Base Pairs 21

5! GTACCTTCCTTAGTTACTTICA
Lrrrerrrrrrrerrrrrrrnd
F3' CTITITGT T IGAC AT TCAGTATA A GA AGT TG TAC TGCATGTATALGGAL T T T TAATAGTAALAATATACATGRALGGALTCALTGAAGTICAI

58-SN vs HPV16 _L1ref

Prinary Sequence

5'— GTACCTTCCTTAGTTACTICA -3

Secondary Sequence

5'— GLACAGGGCCACAATAATGGCAT I ITGT IGGEGTAACCALCTAT T ITGT TAC TG T IGT IGATACTACACGCAGTACAAATATGTCAT

Maxinwm Delta G -326.09 kcal/mole

Delta G -9.15 kcal/maole

Base Pairs &

5! GTACCTICCTTAGTTACTTICA
i =
3' CTITTTIAT I TGACAT T TAGTATALAGGAGGGGTACAGC AT CCATGAGGAAT T TCAATCATAAMAATATACATCALLGACT ICATCTA

58-SN vs HPV18 _L1ref

Primary Sequence
S5'— GTACCTICCTITAGTTACTICA -3

Secondary Sequence

S5'— GGCACAGGGTCATAACALATGGTGT I TG TG ATAATCAA T TAT I TGT TAC TG TG TAGATACCACTCGCAGTACCALT T i,

Maxinaum Delta G -332. 76 kcalfmole

Delta G -2.19 kcalfrmole
Base Pairs S

5! GTACCTICCTTAGTTACTTICS
[ =
S' CTTTTITATI TGACG T I TAGTATAL GGAGT TG TACAGAC GATA TGACGAAT I TALLCCATCGTAGTATAACGEGTCCATGTCCTI

Figura 25. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 58-SN frente a su secuencia
complementaria HPV58 L1ref y otras secuencias virales no complementarias
HPV16_L1ref y HPV18 L1ref calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del
OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se muestra la secuencia de la sonda
(Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco viral complementario o no
complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta G que representan la
fuerza de unién entre estas secuencias y finalmente se muestran los sitios donde se
da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia complementaria en el
DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria reconocer en otras
secuencias virales no complementarias.
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58-SN vs HPV31 _L1ref

Prinuary Seqguence

S5'— GTACCTICCTTAGTTACTICA -—3!

Secondary Sequence

S5'—- GCTCAGGGACACAATAATGGTAT I TG T IGGGGEAL TCAGT TAT I TG T TAC TG TG TAGATACCACACGTAGTAC

Maximun Delta G -Z20.59 kcal/male

Delta G -2.19 kcalimole
Base Pairs S

5! GTACCTICCTTAGT IACTICA
rrrrr = =
' CTITATAT I TAACA T T TAGT I TAAGEAG TG TACAGAA T T TATGAGAAL T T TALTEATGALAL T T TACALTCALTS

58-SN vs HPV33 _L1ref

Prmary Sequence
5'— GTACCTTCCTTAGTTACTICA -3

Secondary Sequence
S'— GLACAAGGTCATAATAATGGTAT T TGT TGEGGCALTCAGG TAT I TG T TAC TG TG TAGATACCACTCGCAGTACTAATATGACT I TATG

Maximun Delta G -20&5.55 kcal/miole

Delta G -11.69 kcalfmaole
Base Pairs %

5! GTACCTTCCTTAGTTACTTICA
288 Frrrrreel
3' CTTITTITIGT I TGACATC TAGTAT A AGAAGT TG TACAGAA TA TTATALGA AT T T AL AGTAALAATATACATGACAGTGATCALTGALCAC,

58-SN vs HPV35 _L1ref
Secondary Sequence
5'- GLACALGGCCATAATAA TG TAT T TG TEEAGTALCCAR T TGT I TGT TAC TG TAGT TEATACAMCCCGTAGTACA LTS

Maxinmun Delta G -217.4 kcalfmole

Delta G -11.0%9 kcal/rmole
Base Pairs 7

5! GTACCTTCCTTAGTTACTTICA
T HEEH
3!' CTTTTITATTI TGACA T T TAGTATALGAL G TG TACGGAL T T TATALGGAL T T T TALCAGTALLLATATACATGACAGTHAT

Figura 26. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 58-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV31_L1ref, HPV33 L1ref y HPV35 L1ref
calculada a partir del Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Versién 3.0. En
cada esquema se muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia
del DNA blanco viral complementario o0 no complementario (Secundary Sequence), los
valores de Delta G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y
finalmente se muestran los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las
sondas por su secuencia complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos
sitios que la sonda podria reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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58-SN vs HPV45 L1ref

Primary Sequence
5'— GTACCTICCTTAGTTACTICA -3

Secondary Sequence
5'—- GCCCAGGGCCATAACAATGETAT I TGTIGGCATAATCAGTIGT I TGT TACTGTAGTGGACACTACCCGCAGTACTALAT I TAMI

Maxinmum Delta G -332.79 kcalimale

Delta G -5.19 kecalfmiole
Base Pairs S

5! GTACCTICCTTAGTTACTICA
T :
3' CITTT AT T I GACAT I TAG T AT AL GGAGG TG TAC AGA T GA T AT GACGAAT T TEAATCATCCCAGTATACATGAACCETGZTCCT.

58-SN vs HPV52 _L1ref

Primary Sequence
S5!'— GTACCTICCTTAGTTACTICA -3

Secondary Sequence
S5'— GCGCAGGGCCACAATAATGGCATATGTIGGGGCAATCAGTTGTITGTCACAGT TG TGHATACCACTCGTAGCACTALCATG

Maxinmun Delta G -240.292 kcalfmoles

Delta G -11.0%9 kecal/male
Base Pairs 7

5! GTACCTTCCTTAGTTACTICA
FErrrnd -
3' CTTTTTAT T TAACAT T TAGT I TAAGGAGC GGTAC TG T TCCATAAGGAA T TT TAALAGTALLAATATACACGALLGESALMLL

Figura 27. Evaluacion “in silico” de la especificidad de la sonda 58-SN frente a otras secuencias
virales no complementarias como HPV45_ L1ref y HPV52_L1ref calculada a partir del
Hetero-Dimer, un subprograma del OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se
muestra la secuencia de la sonda (Primary Sequence), la secuencia del DNA blanco
viral complementario o no complementario (Secundary Sequence), los valores de Delta
G que representan la fuerza de union entre estas secuencias y finalmente se muestran
los sitios donde se da el reconocimiento especifico de las sondas por su secuencia
complementaria en el DNA blanco viral, asi como aquellos sitios que la sonda podria
reconocer en otras secuencias virales no complementarias.
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DQ469930 Human papillomavirus type 16 from Germany L1 gene, comp.. 5=42 E=0.012

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 ==200

Guen | | | | |
0 a g 12 16 20

Segquences prodocing significant alignments:

Click header=s to =sort columns)
Accession Description R ] Query ]
SCOre  SCOrFE COVEerage
Human papillomavirus type 16 isolate FT 209-03 L1 protein gene, 42.1 | 421 100%
Human papillomavirus type 16 isolate FT 62-05 LL protein gene, 42,1 42,1 100%
Human papillaomavirus type 16 isolate PT 59-05 L1 protein gene, 42.1 | 42.1 100%
Human papillomavirus type 16 from Germany L1 gene, complete cds 42.1 42.1 100%;
Human papillomavirus type 16 clone 17 L1 protein (L1) gene, partial 47.1 42.1 100%,
Human papillomavirus type 16 clone 60 L1 protein (L1) gene, partial 42,1 | 421 100%,
Human papillomavirus type 16 clone 61 L1 protein (L1) gene, partial 42,1 | 421 100%;
Human papillomavirus type 16 clone 67 L1 protein (L1) gene, partial 42,1 | 421 100%;
Human papillomavirus type 16 clone 69 L1 protein (L1) gene, partial 42.1 42.1 100%
Human papillomavirus type 16 clone 7 L1 protein (L1) gene, partial 42.1 42,1 1009

Human papillomavirus type 16 from Germany

A1 kite (21), Expect =
= 21/21 (100%), Gaps =

L1l gene, complete cds

Figura 28. Reconocimiento especifico de la sonda 16-SN por secuencias presentes en el genoma
del VPH 16 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). La
primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias similares a la
sonda 16-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A continuacion
aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor a menor
similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base de datos.
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Segqnences produocing significant alignments:
(Click headers to sSort columns)

Accession Description R e Query 1
SCOFe | SCOrEe COVEerage

EF140830.1 Human papillomavirus type 18 isolate N16 major capsid protein L1 48.1 48.1 100%
i Human papillomavirus type 18 izolate N15 major capsid protein L1 48.1 48.1 100%

1 Human papillomavirus type 18 isclate N14 major capsid protein L1 48.1 48,1 100%

Human papillomavirus type 18 isclate N13 major capsid protein L1 48.1 48.1 100%

1 Human papillomavirus type 18 izolate CC major capsid protein L1 43.1 | 48.1 100%

1 Human papillomavirus type 18 isclate BB major capsid protein L1 48.1 48,1 100%

1 Human papillomavirus type 18 isclate AA major capsid protein L1 48.1 48.1 100%
EF140823.1 Human papillomavirus type 18 izolate NS major capsid protein L1 48.1 48.1 100%
1 Human papillomavirus type 18 isolate N8 major capsid protein L1 48.1 | 48.1 100%

1 Human papillomavirus type 18 isclate R major capsid protein L1 48.1 458.1 100%

EF140826 Human papillomavirus type 18 isolate CC major capsid pr.. 5=48 E=0.00033

Color key for alighment scores

<40 40-50 B0-200 *==200

G e vy |
| | | | | | [
0 4 o 12 16 20 24

}[]c: EF140826.1 Human papillomavirus type 18 isolate CC major capsid protein

dentitie=s = 24/24 (100%), Gaps

Score = 48.1 bits (24), Expect =

Figura 29. Reconocimiento especifico de la sonda 18-SN por secuencias presentes en el genoma
del VPH 18 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). La
primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias similares a la
sonda 18-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A continuacion
aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor a menor
similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base de datos.
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0057333 Human papillomavirus type 31 isolate BR1692 L1 protein .. S=44 E=0.0041

Color key for alighment scores

<40 40-50 20-200 *=200

G ue |
| | | | | |
0 4 a 12 16 20

Sequences prodocing significant alignments:

Click headers to sort columns)
Accession Description ;12:3 ;E;?L EE&E?:;E.
Human papillomavirus type 31 isclate BR1692 L1 protein (L1) gene, 44,1 | 44.1 100%;
Human papillomavirus type 31 isclate MRSS17 L1 protein (L1) gene, 1 44.1 100%;
Human papillomavirus type 31 isclate TL206S LL protein {L1) gene, 44,1 44,1 100%
Human papillomavirus type 31 isclate BR1213 L1 protein (L1) gene, 44,1 44,1 100%
Human papillomavirus type 31 isclate HK31C L1 protein (L1) gene, 44.1 100%
Human papillomavirus type 31 isclate HK31EB L1 protein (L1) gene, 44,1 44,1 100%
Human papillomavirus type 31 isclate HK31A L1 protein (L1) gene, 44,1 44,1 100%
Human papillomavirus type 31 isclate PVPOALS major capsid protein | 44.1 | 44,1 100%
}[]cb DROS7333.1 Human papillomavirus type 31 isclate BR1692 L1 protein (L1) gene,

Length=351

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.004
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=PFlus/Minus
uery 1 GTATCACTGTITTGCAATTGCAG 22
Sbjct &3 GITATCACTGTITTGCRAATTGCAG 42

Figura 30. Reconocimiento especifico de la sonda 31-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 31 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 31-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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DO4BEA73 Human papillomavirus type 33 isolate Bsb-98 major capsi.. 5=36 E=0.48

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

ey | ——
| | I |

| I I
0 3 6 9 12 15 18
Score E
Sequences producing significant alignments: [(BEits=) Value
gi| 94490341 |gkb .1 Human papillomaviru=z type 33 is=sola... 36.2 0.48
gl |72398930|gkb .1 Human papillomaviru=z izolate PT323... 36.2 0.48
gl |72398928 I an papillomaviru=s izolate PT170... .2 0.48
gl ;. Human papillomaviru=s type 33 L 36.72 0.48
gl Human papillomavirus type 33, 36.2 0.48
gl Human papillomavirus type 33, 36.2 0.48
gl Human papillomavirus type 33, comp 36.2 0.48
}[]c_ 533049 |gb|HM12732 .1 |PPH33CE Human papillomavirus type 33, complete genome
Length=73039
Score = 36.2 kbits (18), Expect =0
Identities = 18/18 (100%), Gaps = 0/

[
]
]

=]
']
4
bl
1
]
)
)
4
)
4
)

[

LAGTAACTACGTGACAG 66

Skijct 6631 ACAAGTAACTACGTIGACAG

[E=Y

Figura 31. Reconocimiento especifico de la sonda 33-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 33 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 33-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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M74117 Hurnan papillomavirus type 35 complete genome S=40 E=0.032

Color key for alignment scores

<o 050
Query [
| | | | | |
0 4 a 12 16 20
Segquences prodocing significant alignments:
(Click headers to =sort columns)
Accession Description :::'T:E l-::];ar:a EDQ::::QE E
D Human papillamavirus type 35 isolate SA41505 L1 protein (L1) gene, 10.1 40.1 100%
» Human papillomavirus type 35 isolate TW4232 L1 protein (L1) gene, 40.1 100%G
Human papillomavirus type 33 complete genome 40.1 100%
L1l [human papillomavirus HPY, mucosctropic type 35, cervical 40.1 100%
Human papillomavirus type 25H genomic DMA 40.1 100%

PEPHISCE Human papillomavirus type 35
Score = 40.1 kits (20), Expect = 0.032
Tdentities = 20/20 (100%), Gap=s = 0/20 ([0%)
Strand=Plu=/Minnu=
Query 1 CIGTCACTAGRAGARCACAGC 20
Sbject 6634 CIGICACTAGRAGRCRCAGC 6615

complete genome

Figura 32. Reconocimiento especifico de la sonda 35-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 35 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 35-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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K74479 Human papillomavirus type 45 genomic DMNA S=38 E=0.13

Color key for alighment scores

<40 40-50 20-200 ==200

G e vy |
] | | | | | |
0 3 G 9 12 15 1

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

. A Max | Total Query
Accession Description
P §Core | score | coverage |

DQOBO00Z2.1  Human papillomavirus type 45 L2 (L2) and L1 (L1} genes, complete | 38.2  38.2 100%

540261.1 L1 [human papillomavirus HPY, mucosotropic type 45, cervical 38.2 3B.2 100%
KF4479.1 Human papillomavirus type 45 genomic DNA 38.2 | 38.2 100%
U45906.1 Human papillomavirus type 45, isolate 1SB16, major capsid protein 8.2 382 100%
459091 Human papillomavirus type 45, isolate 15252, major capsid protein 36.2 | 36.2 4%

459081 Human papillomavirus type 45, isolate 15282, major capsid protein
459071 Human papillomavirus type 45, isolate 15040, major capsid protein

i)
il
[

3.2 2490
3.2 2490

i)
il
[

}DEIL'J: X74479.1 |HFV4S Human papillomavirus type 45 genomic DHA

Length=T7858
Score = 38.2 bits (19), Expect = 0.13
Identities = 19%/19 (100%), Gaps = 0/19 (0%)
Strand=Plu=s/Minus=

guery 1 CTTGGCACAGGATTTITGIG 19

Sbijet &677 CITTGECACLAGGATTITGIC 6659

Figura 33. Reconocimiento especifico de la sonda 45-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 45 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 45-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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DO0S7316 Hurnan papillomavirus type 52 isolate ED18604 LT protein

5=34 E=

19

Color key for alignment scores

40-50

80-200 =>=200

Qu"r—
] ] ] I [

0 3 [ 9 1? 15

Sequences producing significant alignments:
{Click headers to sort columns)

. - Max |Total Query

Accession Description score score coverage

DGQO0s57316.1 Hurman papillomavirus type 52 isolate ED18604 L1 protein (L1} 44.1 | 44.1 100%
DQO0S7315.1 Human papillomavirus type 52 isolate ED123 L1 protein (L1) gene, 44.1 | 44,1 100%
DG111015.1 Human papillomavirus isolate FT123-04 L1 protein gene, partial cds 44,1 44,1 100%
5402771 L1 [human papillomavirus HPW, type Xa, cervical carcinoma in sity, 441 44.1 100%
x74481.1 Human papillomavirus type 52 genomic ORNA 44.1  44.1 100%
U45921.1 Human papillomavirus type 52, isolate 151001, major capsid protein | 44.1  44.1 100%
U45920.1 Human papillomavirus type 52, isolate IS370, major capsid protein | 44.1  44.1 100%
DGO57319.1 Human papillomavirus type 52 isolate HK2571 L1 protein (L1} gene,  326.2 362 100%
DQ0s7318.1 Human papillomavirus type 2 isolate HK1242 L1 protein (L1) gene, 26,2 36,2 100%
DQOEF317.1 Human papillomavirus type 52 isolate HK1151 L1 protein (L1) gene,  3&6.2 36.2 100%
U45922.1 Human papillomavirus type 52, isolate IS1015, major capsid protein | 36.2  36.2 100%
U45919.1 Human papillomavirus type 52, isolate 15121, major capsid protein | 36.2  36.2 100%
U459158.1 Human papillomavirus type 52, isolate IS705, major capsid protein | 36.2  36.2 100%

>[ems | X74481.1 |HEVS2
Length=T7942

Human papillomavirus type 52 genomic DNL

Score = 44.1 bits
Identities = 22722
Strand=Flus/Minus

= 0.004
0/22

(22}, Expect
(100%), Gaps

(D%)

CITICCTITTTAACCTCAGCAC 2

AR RRR R R
CTTTCCTTTTTAACCTCAGCAC

%]

uery 1

Sbjet 6712 6631

Figura 34. Reconocimiento especifico de la sonda 52-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 52 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 52-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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DQI0S7 326 Hurman papillomarirus type 53 isolate HE2178 L1 protein .. 5=42 E=0.012

Ceolor key for alignment scores

<40 40-50 80-200 =200

eEy——————————
] ] I I I I
0 4 8 12 16 20

Seqnences prodocing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

Accession Description S k) Query E
sSCore | sCore Coverage

D Human papillomavirus type 38 isolate HKZ2178 L1 protein (L1) gene, 42.1 | 42.1 100%
D Human papillomavirus type 58 isalate ED1813 L1 protein (L1) gene, 42.1 | 42.1 100%
DO Human papillomavirus type 58 isolate EDG197 L1 protein (L1) gene, 42.1 | 42.1 100%
D Human papillomavirus type 38 isclate EDL710 L1 protein (L1) gene, 42.1 42,1 1009
D Human papillomavirus type 58 isclate ED1767 L1 protein (L1) gene, 42.1 | 42.1 1009%
D Human papillomavirus type 58 isolate QK332 L1 protein (L1) gene, 42.1 42.1 100%a
Human papillomavirus type 58, isclate 15404, major capsid protein L1 | 42,1 42,1 100%%
Human papillomavirus type 58, isolate IS131, major capsid protein L1 | 42,1 42,1 100%
Human papillomavirus type 58, isolate 151021, major capsid protein 42.1 | 42.1 1009%%
Human papillomawvirus type 58, isclate IS573, major capsid protein L1 42,1 42,1 100%;
Human papillomavirus type 38, izclate 15068, major capsid protein L1 | 42,1 42,1 1009
D90400.1 Human papillomavirus type 38 complete genome 42.1 | 42.1 1009%
> |:| dbq | De0400.1 | PPHSE Human papillomavirus tyvpe 58 complete genome

Score = 42.1 bkits (21), Expect = 0.012
Identities = 21721 (100%), Gaps = 0721 (0%}
Strand=Plus=s/Minnu=

guery 1 GIACCTTCCTTAGTITACTICR 21
Sbjet 6700 GIACCTTCCITAGITACTICR 6630

Figura 35. Reconocimiento especifico de la sonda 58-SN por secuencias presentes en el
genoma del VPH 58 segun la base de datos del BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). La primer imagen representa las zonas en las que se encontraron secuencias
similares a la sonda 58-SN en otros microorganismos presentes en la base de datos. A
continuacién aparecen las secuencias de estos microorganismos ordenadas de mayor
a menor similitud. Al final muestra el total de bases que fueron reconocidas en la base
de datos.
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INICIADORES

Bav AvelEEER

(20-24 ntd)

v

HEV1& - _@CACAGGGECCACAATAATGE
HEV1& __gECACAGGGTCATAACAATGG
HPV31l __ _@CTCAGGGACACAATAATGE
HPV33 ———ICACAAGGTCATAATAATGG

HPV3EL - - -BCACAAGGCCATAATAATGG
HPV45 ---GCCCAGGGCCATAACRATGE
HPVEZ ---GCGCAGGGCCACAATAATGG
HPVES CGTGCACAAGGTCATAACAATGG

* & * * * * * % * kk ok k
cons **

TGCTGCCAT- --ATCTACTTCAGARAC
TGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGE
TGCTGCAAT- --TGCAAACAGTGATAC
CACACAAGT---AACT---AGTGACAG
TTCTGCTGT---GTCTTCTAGTGACAG
TGCCTCTACACARAATCCTGTGCCAAG
TGCTGAGGT---T---RAAAAGGAAAG
CACTGAAGT---AACT- - -AAGGAAGG

A

SONDAS
(19-24 ntd)

GAATATGATTTACAGTTTATTTTT
GAATATGATTTGCAGTTTATTTTT
GAATTTGATTTACAATTTATATTT
GAATATGATCTACAGTTTGTTITTT
GAATATGATTTACAGTTTATTITTT
GAATATGATTTACAGTTTATTITTT
GAATTTGATTTACAATTTATTTTT
GAATATGACTTACAGTTTIGTTITTT

LR ¥ k% ki * ***I

L1-16f, 18f, 58f Amplificado L1 HPV 181-188 pb L1-16r, 18r, 58r

Figura 36. Disefio general del Biochip de DNA para la deteccion molecular de VPH de alto riesgo
en CC. EIl disefio comprende la deteccion y tipificacion viral a partir de pequefias
sondas (19 y 24 bases) con la variabilidad suficiente para identificar de manera
especifica a cada uno de los VPH de alto riesgo de interés mediante el reconocimiento
de un fragmento en el gen L1 previamente amplificado por PCR de entre181 y 188 pb.
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8.1.1.4.2 Seleccion del DNA blanco sintético.

Una vez que las sondas de deteccion molecular de VPH de alto riesgo fueron
seleccionadas, la estandarizacion del Biochip de DNA requirio el uso de
secuencias de DNA de origen sintético que simularon la secuencia viral de interés.
El uso de este tipo de secuencias fue propuesto para evaluar la especificidad que
mostraron las sondas seleccionadas en las evaluaciones de hibridacion virtual,
pero esta vez en verdaderos ensayos de hibridacion sobre los Biochips de DNA.

Como la validacion del Biochip de DNA seria realizada en base a la deteccion y
tipificacion especifica de los VPH 16, 18 y 58, decidimos usar la secuencia de
referencia de estos tres tipos virales como DNA blanco durante los procesos de
estandarizacién. Cada una de estos oligonucleétidos de entre 184 y 188 bases
denominados DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18 y DNAbs-L1/58 simulé el fragmento de
amplificacion que seria obtenido a partir de los VPH 16, 18 y 58 durante el proceso
de validacién del Biochip de DNA. Estas secuencias resultaron fundamentales
para determinar una vez mas la especificidad de las sondas por su DNA blanco
viral (VPH 16, 18 o 58) y para detectar con anticipacion posibles hibridaciones
inespecificas entre las secuencias analizadas (Ver Tabla 10 y Figuras 15y 37).

8.1.1.4.3 Seleccidn de los oligonucledtidos estabilizadores.

En este trabajo, garantizar la especificidad en el reconocimiento de las sondas por
su secuencia complementaria en el DNA blanco e incrementar el potencial de
deteccién viral sobre los Biochips de DNA fueron dos de las prioridades
principales. Para lograr esto una nueva estrategia en la deteccion viral que
favorece el reconocimiento especifico entre secuencias virales fue propuesta. Esta
estrategia incluy6 el alineamiento de un pequefio oligonucledtido a la secuencia de
DNA blanco viral en la region contigua del sitio de reconocimiento de la sonda
durante los procesos de hibridacion, este oligonucledtido es conocido como
oligonucledtido estabilizador. El uso de estas secuencias ha demostrado
incrementar la estabilidad de la secuencia del DNA blanco viral favoreciendo la
identificacion especifica de la sonda por su secuencia complementaria, ademas de
facilitar la deteccidén de la hibridacion sobre los Biochips de DNA (Ver Figura 16)
[76, 77, 88-93].

Como la validacion del Biochip de DNA dirigido al diagnostico molecular de VPH
de alto riesgo seria realizada en base a los VPH 16, 18 y 58, tres oligonucleétidos
estabilizadores de 62 bases denominados ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58
fueron propuestos para incrementar la especificidad de nuestro sistema y
favorecer la deteccion de la hibridacion sobre los Biochips de DNA. Estos
oligonucledtidos estabilizadores fueron disefiados para reconocer especificamente
dos regiones, la primera corresponde a una region contigua al sitio de
reconocimiento de la sonda, tanto en el DNA blanco sintético (DNAbs-L1/16,
DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58), como en los productos de amplificacion de los VPH
16, 18 y 58 presentes en muestras clinicas con CC (PCR1), la segunda es
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complementaria a una secuencia reportera marcada con Cy3 (REP/UNI-Cy3)
quien finalmente nos permitid detectar las hibridaciones sobre la superficie de los
Biochips de DNA. Al igual que las sondas, la eficiencia de cada oligonucled6tido
estabilizador (ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58) por el reconocimiento
especifico de su secuencia complementaria en el DNA blanco viral (sintético -
DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58- y tumoral -PCR-1) y al REP/UNI-Cy3
también fue valorada en el programa Oligo Analyzer Version 3.0 (Ver Tabla 11y
Figuras 16 y 37).

8.1.2 Estandarizacion del Biochip de DNA.

La estandarizacion del Biochip de DNA dirigido a la deteccion molecular de VPH
de alto riesgo en CC, se llevo a cabo a partir del uso de secuencias de DNA de
origen sintético que simularon la secuencia de referencia de los VPH 16, 18 y 58
quienes inicialmente fueron utilizados para validar la funcionalidad de nuestro
sistema de acuerdo a nuestra disponibilidad de muestras biologicas. A cada una
de estas secuencias le fue asignada una funcién especifica, algunas fueron
usadas como sondas (16-SN, 18-SN, 58-SN), otras como DNA blanco viral
(DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58), como oligonucledtidos
estabilizadores (ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58) o bien, como reportero
universal marcado (REP/UNI-Cy3) (Ver Tablas 9 a 11).

Una vez disponibles cada una de estas secuencias, el primer paso en la
estandarizaciéon de nuestro sistema fue fabricar los Biochip de DNA donde se
llevaria a cabo la deteccidn y tipificacion de los VPH 16, 18 y 58 mediante técnicas
de hibridacion multiple. Para ello, cada una de las sondas de identificacion viral
(16-SN, 18-SN, 58-SN), incluyendo un control positivo y otro negativo (B-Gson 'y
RET) fueron depositadas con un patron previamente definido sobre portaobjetos
convencionales. Estos dispositivos representaron los Biochips de DNA donde se
realizo la identificacion viral durante los procesos de hibridacién (Ver Tabla 9 y
Figura 11).

Una vez que contamos con los Biochips de DNA lo primero que hicimos fue
establecer un control interno de hibridacion que nos permitiera evaluar la calidad
de la hibridacion. Este control interno nos permiti6 saber por un lado que las
condiciones de hibridacién fueron adecuadas y suficientes para que el
reconocimiento e hibridacién entre las secuencias involucradas se realizara, asi
como para confirmar con mayor certeza la presencia de secuencias virales de alto
riesgo sobre la superficie del Biochip de DNA.

93



Resultados y Discusion

DNAbs-L1/16 / PCR-1

Maximum Delta G -326.0% kcal/mole

GICATTATGIGCTGCCATATCTACTTCAGARACTACATATAR AR R TACTARCTTTARGGAGTACCTACGACATGGGEAGGAATATGATTTACAGTTTATTITTITIC
FEEEEEERTEE e e e b e e e e e e e b e e e b e e e e e e re e ernnl 58 =
ACGGTATAGATGAAGTCTITGATGTATATTTTTATGATTGARATTCCTCATGGAT GCTGTACCCCCACGRCOGAGCATTICCG

AR RRRRRR
2Te0TaaDTODTAAADDD "

16-SN ONEST/16 REP/UNI-Cy3

DNAbs-L1/18 /| PCR-1

Maximum Delta G -239.76 kcal/mole
R T AT GT T T T ACAC A G T CT CCT G T A C T GGG R T A TG TGCTACC AR R TTT ARG AGT AT AGCAGRACATGTTGAGGRATATGATITGCAGTTITATITTIC
R R R N N RN RN RN R RN NN
AAGATGT I CAGRGEACATGEACCCET TATACTACGATGET T TARATTOGTCATATCGTICT GTACARCCACGR
SEasERmmEamAmES SeasEsasEmnEs

f f 4

18-SN ONEST/18 REP/UNI-Cy3

DNAbs-L1/58 |/ PCR-1

Maximum Delta G -227.61 kcal/mole

GACATTATGCACTGAAGT AR T A AGGE GG ACAT AT AN A R TG T AR TTTTARGEAR TATGTACGTCAT GTTGARGARTATGACTTACAGTTIGITITIC
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e b e b et

CITCATTGATTCCTTCCATGIATATTITTACTATTARARTICCTTATACATGCAGTACAACCACGACCGAGCATTICCG
T oID0TodTOOTARASED 'E

e ik
58-SN ONEST/58 REP/UNI-Cy3

Figura 37. Reconocimiento especifico entre el DNA blanco viral (sintético -DNAbs-L1/16, DNAbs-

L1/18, DNAbs-L1/58- y tumoral -PCR-1), los oligonuclettidos estabilizadores

(ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58) y el REP/UNI-Cy3 segun el programa

OligoAnalyzer Version 3.0. En cada esquema se muestra la secuencia de referencia

del DNA blanco para los VPH 16, 18 y 58 y los sitios de reconocimiento de las sondas

16-SN, 18-SN y 58-SN, de los oligonucleotidos estabilizadores (ONEST/16,
ONEST/18, ONEST/58) y del REP/UNI-Cy3.
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En este caso nosotros usamos como control interno de hibridacion el producto de
amplificacion del gen de la B-Globina cuyos iniciadores fueron previamente
marcados con Cy3. Diferentes concentraciones del producto de amplificacién del
gen de la B-Globina fueron sometidas a hibridacion sobre la superficie de los
Biochips de DNA con rangos que fueron desde los 2.5 pmol/uL hasta los 200
pmol/pL.

En la mayoria de los estudios, las hibridaciones sobre Chips de DNA se realizan
en soluciones salinas como SSC (citrate saline solution — SSC 3X, SSC 4X) y
SSPE (saline sodium phosphate-EDTA buffer — SSPE 3X, SSPE 6X) [58-66].
Algunos otros chips como los sistemas genesensor proponen el uso de TMAC
(tetramethylammonium chloride — TMAC 3.3 M y TMAC 5M) para favorecer los
procesos de hibridacion [88-93]. Basicamente, el SSC y el SSPE representan dos
de las soluciones mas utilizadas en procesos de hibridacion donde la deteccion es
fluorescente, mientras que el TMAC ha sido usado en sistemas donde la deteccién
de las sefales de hibridacion aun es radiactiva. En este caso, nosotros decidimos
evaluar nuestro Biochip de DNA dirigido a la detecciéon de VPH de alto riesgo en
presencia de dos soluciones de hibridacion, la primera en SSC 3X por ser una de
las mas utilizadas sobre los Chips de DNA y la segunda, en TMAC por favorecer la
hibridaciéon entre las secuencias de DNA (Ver Tabla 15). En este caso las
hibridaciones se realizaron en una solucién de hibridacion con SSC, a temperatura
ambiente y en ausencia de secuencias de DNA viral (Ver Figura 38).

De acuerdo con los patrones de hibridacion obtenidos sobre la superficie del
Biochip de DNA, la hibridacién de las secuencias del gen de la (3-globina resulto
ser muy especifica y muy sensible. No se registraron hibridaciones inespecificas
aparentes y la intensidad de la sefial pudo ser visualizada aun en concentraciones
minimas del producto de amplificacion del gen de la 3-Globina bajo condiciones de
hibridaciéon simples. Estos resultados sugieren que este tipo de secuencias
pueden ser usadas como un buen control de calidad durante los procesos de
hibridacién ya que la union entre sus secuencias fue posible aun bajo minimas
condiciones de hibridacion (a temperatura ambiente, en presencia de la solucidon
salina SSC 3X / SDS 0.1 %). Como en estos ensayos fue posible registrar sefiales
de hibridacion adecuadas, no fue necesario realizar grandes modificaciones a las
condiciones de hibridacién que posteriormente se realizaron sobre los Biochips de
DNA.

Una vez establecidas las condiciones minimas de hibridacién para que ocurriera el

reconocimiento entre las secuencias de DNA viral sobre los Biochips de DNA, se
procedio a evaluar la funcionalidad del disefio previamente establecido.
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ND-O04 200 pmol/uL 100 pmol/uL 50 pmol/uL 25 pmol/uL 5 pmol/uL 2.5 pmol/uL

Figura 38. Hibridacion del producto de amplificacion del gen de la B-Globina sobre los Biochips de DNA. Diferentes concentraciones del producto
de amplificacion del gen de la B-Globina marcados con Cy3 fueron sometidos a hibridacién sobre los Biochips de DNA en presencia de
una solucion de hibridacién con SSC, a temperatura ambiente y en ausencia de secuencia de DNA viral. El reconocimiento e hibridacion
especifica entre estas secuencias fue usado como control interno de hibridacion durante la deteccion vy tipificacion de los VPH de alto
riesgo tanto en la estandarizacion, como en la validacion de los Biochips de DNA.
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8.1.2.1 Deteccion de secuencias de DNA blanco de los VPH 16, 18 y 58 sobre
los Biochips de DNA a partir del uso oligonucleétidos virales
especificos.

Para evaluar la eficiencia de las sondas propuestas para la deteccion vy tipificacion
viral, se recurrié al uso de oligonucledtidos que simularon la secuencia de interés
en los VPH 16, 18 y 58 (DNA blanco viral) durante los procesos de hibridacién. El
uso de este tipo de secuencias durante el disefio y evaluacién de herramientas
diagnosticas pueden representar un excelente patrén de referencia para
determinar con mayor certeza la afinidad y la especificidad de las sondas por su
secuencia complementaria en un DNA blanco con caracteristicas similares a la
secuencia viral de interés. De esta manera sera mas facil identificar de manera
anticipada aquellas sondas que en condiciones de hibridacion real sobre los
Biochips de DNA puedan presentar poca o nula afinidad por su secuencia
complementaria o bien, que su especificidad sea tan baja que no garantice una
identificacion viral precisa.

En ensayos de hibridacién preliminares, cada una de estos oligonucleétidos fue
sometido a hibridacién sobre los Biochips de DNA, es decir, el DNAbs-L1/16 fue
sometido a hibridacién simultanea con su respectivo ONEST/16, el DNAbs-L1/18
con el ONEST/18 y el DNAbs-L1/58 con el ONEST/58, todos en presencia del
REP/UNI-Cy3. También se realizaron ensayos donde todas estas secuencias
fueron mezcladas y sometidas a hibridacion simultanea sobre los Biochips de
DNA.

Como este trabajo propone un sistema de deteccion y tipificacion viral
relativamente nuevo, diferentes concentraciones de los DNA blanco DNAbs-L1/16,
DNAbs-L1/18, DNADbs-L1/58, de los oligonucleotidos estabilizadores ONEST/16,
ONEST/18, ONEST/58 y del reportero universal REP/UNI-Cy3 fueron inicialmente
evaluadas (12.5 pmol hasta 200 pmol) (Ver Tabla 15). En cuanto a la temperatura
y el tiempo de hibridacion, la mayoria de los trabajos manejan solo una
temperatura que por lo general es 40 °C durante periodos de hibridacion de 2 a 3
horas, sin embargo en este trabajo se evaluo la eficiencia del Biochip de DNA bajo
tres diferentes temperaturas: 25, 37 y 45 °C y durante periodos de hibridacion de
4, 8y 24 horas.

Para optimizar el reconocimiento y union especifico entre las secuencias virales
analizadas sobre los Biochips de DNA se realizaron modificaciones a las
soluciones y temperaturas de hibridacion, a las soluciones de lavado, a los
tiempos y formas de lavado, asi como a la concentracién de las sondas, del DNA
blanco (DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58) o tumoral (PCR-1), de los
oligonucledtidos estabilizadores (ONEST/16, ONEST/18, ONEST/58) y de las
secuencias reporteras (REP/UNI-Cy3), aspectos que pueden influir en la deteccidn
de las sefiales de hibridacion viral sobre los Biochip de DNA (Ver Tabla 15).
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De acuerdo con nuestros resultados preliminares, las sefiales de hibridacién entre
los DNA blanco DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 y las sondas
inmovilizadas sobre los Biochips de DNA (16-SN, 18-SN, 58-SN) solo fueron
detectadas en presencia de SSC 3X, mientras que en presencia de TMAC 5M
ninguna sefial pudo ser observada. En presencia de SSC 3X fue posible eliminar
con mucha mayor facilidad el exceso de sales, secuencias de DNA y fluorescencia
sobre la superficie del Biochip de DNA, mientras que en presencia de TMAC 5M,
eliminarlos requiri6 de un mayor esfuerzo, siendo imposible en la mayoria de los
casos.

Una de las causas por las que quiza no se detectaron sefiales de hibridacién
sobre la superficie del Biochip de DNA en presencia de TMAC 5M, pueden ser los
lavados exhaustivos realizados para eliminar el exceso de fluorescencia que
impedia visualizar la presencia de sefiales de hibridacion sobre la superficie de los
Biochips de DNA. Sin embargo, como se realizaron ensayos de hibridacion
adicionales donde se evaluaron concentraciones minimas de fluorescencia (hasta
12.5 pmol del REP/UNI-Cy3) bajo condiciones de lavado normales y tampoco se
detecto la presencia de sefiales de hibridacion entre estas secuencias virales, se
concluyo que el uso de TMAC 5M impedia la adecuada interpretacion de los
resultados, por lo que su uso fue interrumpido (datos no mostrados).

La hibridacion por separado de cada uno de los DNA blanco (DNAbs-L1/16,
DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58) en presencia de su correspondiente oligonucleétido
estabilizador (ONEST/16, ONEST/18, ONEST/58) y el REP/UNI-Cy3 sobre los
Biochips de DNA, registré una alta especificidad de las sondas por su secuencia
complementaria (Ver Figuras 39 a 42). Asi, después de someter a hibridacion el
DNAbs-L1/16 sobre los Biochips de DNA, en presencia del ONEST/16 y el
REP/UNI-Cy3, se registraron sefiales de hibridacién unicamente en los sitios de
inmovilizacion de las sondas 16-SN, sin la presencia aparente de hibridaciones
con las demas sondas presentes en el Biochip de DNA. Esto resultados indican
una alta especificidad de las sondas 16-SN por su secuencia complementaria en
el DNA blanco sintético (Ver Figura 39). Resultados similares fueron obtenidos
durante la hibridacion del DNAbs-L1/18 con su ONEST/18 y el REP/UNI-Cy3
donde se detectaron sefiales de hibridacion solo en aquellos sitios donde la sonda
18-SN fue inmovilizada, o como en el caso del DNAbs-L1/58 con su ONEST/58 y
el REP/UNI-Cy3 cuyas sefales de hibridacion fueron registradas unicamente en
los sitios de inmovilizacion de las sondas 58-SN (Ver Figuras 40 y 41).

Es importante resaltar que no se registraron cambios significativos en la intensidad
de las sefales de hibridacion a lo largo de las diferentes concentraciones del DNA
blanco sintético que fueron evaluadas, aunque por lo general siempre se manejo
un exceso tanto de los oligonucledtidos estabilizadores ONEST/16, ONEST/18 y
ONEST/58 como del REP/UNI-Cy3. Estas sefales de hibridacién tampoco fueron
modificadas por incrementar la temperatura de 25 °C a 37 °C o a 47 °C, ni por
aumentar los periodos de hibridacion sobre los Biochips de DNA (datos no
mostrados).
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Después de evaluar por separado la especificidad de cada una de las sondas, se
llevaron a cabo ensayos donde dos o las tres secuencias de DNA blanco (DNAbs-
L1/16, DNAbs-L1/18 y DNAbs-L1/58) fueron analizadas de manera simultanea
sobre la superficie del Biochip de DNA. Las primeras secuencias de DNA blanco
que se analizaron simultaneamente sobre los Biochips de DNA fueron el DNAbs-
L1/16 y el DNAbs-L1/18, con sus respectivos ONEST/16 y ONEST/18 y el
REP/UNI-Cy3, como se esperaba, solo registraron sefales de hibridacion en
aquellos sitios donde las sondas 16-SN y 18-SN fueron inmovilizadas y cuya
secuencia es totalmente complementaria a regiones especificas de estas
secuencias. Resultados similares fueron obtenidos durante la hibridacion
simultanea del DNAbs-L1/18 y el DNAbs-L1/58, con sus respectivos ONEST/18 y
ONEST/58 y el REP/UNI-Cy3 registrandose sefales de hibridacién solo en los
sitios donde las sondas 18-SN y 58-SN fueron depositadas. De la misma forma, la
hibridacién simultanea de los tres DNA blanco DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18 vy
DNAbs-L1/58, con sus respectivos oligonucleétidos estabilizadores ONEST/16,
ONEST/18 y ONEST/58 y el REP/UNI-Cy3, registraron sefales de hibridacién en
los 3 sitios esperados donde las sondas 16-SN, 18-SN y 58-SN fueron
inmovilizadas. Estos resultados sugieren una alta especificidad de las sondas
inmovilizadas sobre la superficie del Biochip de DNA por su secuencia
complementaria en las secuencias de DNA blanco viral, aun cuando mas de una
de estas secuencias estuvo presente (Ver Figura 42).

Con los datos obtenidos de la hibridacion de todos estos oligonucledtidos que
simularon regiones especificas del genoma de VPH de alto riesgo ((DNAbs-L1/16,
DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 ONEST/18, ONEST/58) sobre los Biochips de DNA
fue posible confirmar una vez mas la factibilidad del disefio previamente propuesto
para el diagnostico molecular de estos virus, al menos en ensayos de hibridacion
virtual y sobre sistemas de hibridacion real como los Biochips de DNA.
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Tabla 15. Condiciones de hibridacién de oligonucleétidos usados como DNA blanco viral sobre los Biochips de DNA.

DNAbs ' ONEST“ REP/UNI-Cy3 Soluciones de Temperatura Tiempo Senal de Hibridacion
(pmol) (pmol) (pmol) Hibridacion / Lavados °C (H)

L1/16 L1/18 L1/58 16 18 58 SSC 3X't TMAC 5M* 25 37 45 4 8 24 Si NO
200 200 200 200 200 200 200 X X X X X X X X Xt Xt
100 100 100 100 X X X X X X X X Xt Xt
100 100 100 200 200 200 200 X X X X X X Xt Xt
100 100 100 100 X X X X X X Xt Xt
50 50 50 200 200 200 200 X X X X Xt Xt
25 25 25 200 200 200 200 X X X X Xt Xt
12.5 12.5 12.5 200 200 200 200 X X X X Xt Xt
12.5 X X X Xt

1= DNADbs-L1/16, DNAbs-L1/18, DNAbs-L1/58 2=ONEST/16, ONEST/18, ONEST/58 t= Hibridacion en solucion SSC 3X/ 0.1 % SDS 1= Hibridacion en solucion con TMAC 5M
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Figura 39. Hibridacién de los oligonucleétidos usados como DNA blanco del VPH 16 (DNAbs-L1/16), su oligonucledtido estabilizador ONEST/16
y el REP/UNI-Cy3 sobre los Biochips de DNA. A la izquierda se muestra el patrén de inmovilizacion de las sondas sobre la superficie
del Biochip de DNA, a continuacion, diferentes concentraciones del DNAbs-L1/16, fueron evaluadas sobre los Biochips de DNA.

Estas sefiales fueron registradas después de 4 horas de hibridacién en una soluciéon con SSC 3X a 37 °C.
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Figura 40. Hibridacién de los oligonucleétidos usados como DNA blanco del VPH 18 (DNAbs-L1/18), su oligonucleétido estabilizador ONEST/18
y el REP/UNI-Cy3 sobre los Biochips de DNA. A la izquierda se muestra el patrén de inmovilizacién de las sondas sobre la superficie
del Biochip de DNA, a continuacion, diferentes concentraciones del DNAbs-L1/18, fueron evaluadas sobre los Biochips de DNA.

Estas sefiales fueron registradas después de 4 horas de hibridacién en una soluciéon con SSC 3X a 37 °C.
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Figura 41. Hibridacién de los oligonucleétidos usados como DNA blanco del VPH 58 (DNAbs-L1/58), su oligonucleétido estabilizador ONEST/58
y el REP/UNI-Cy3 sobre los Biochips de DNA. A la izquierda se muestra el patrén de inmovilizacion de las sondas sobre la superficie
del Biochip de DNA, a continuacion, diferentes concentraciones del DNAbs-L1/58, fueron evaluadas sobre los Biochips de DNA.

Estas sefiales fueron registradas después de 4 horas de hibridacién en una soluciéon con SSC 3X a 37 °C.
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Figura 42. Hibridacion simultanea de los oligonucleotidos usados como DNA blanco de los VPH 16, 18 y 58 (DNAbs-L1/16, DNAbs-L1/18 y
DNAbs-L1/58), sus respectivos oligonucleétidos estabilizadores ONEST/16, ONEST/18 y ONEST/58 y la secuencia reportera
REP/UNI-Cy3 sobre los Biochips de DNA. A la izquierda se muestra el patron de inmovilizaciéon de las sondas sobre la superficie del
Biochip de DNA, a continuacion podemos observar las sefiales de hibridaciéon obtenidas a partir de tres diferentes combinaciones
entre las secuencias de DNA blanco sintético con sus respectivos oligonucleétidos estabilizadores y el reportero universal marcado.
Estas sefiales fueron registradas después de 4 horas de hibridacién en una soluciéon con SSC 3X a 37 °C.
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8.1.3 Validacion del Biochip de DNA.

Después de aprobar la viabilidad del disefio del Biochip de DNA dirigido a la
deteccion molecular de VPH de alto riesgo en ensayos de hibridacién virtual y en
base al uso de oligonucledtidos cuyas secuencias simularon fragmentos virales de
interés, se procedié a validar su funcionalidad en la deteccion de fragmentos del
gen L1 amplificados por técnicas de PCR de entre 184 y 188 pb mediante
iniciadores especificos y a partir de DNA proveniente de lineas celulares y
muestras clinicas con CC (Ver Tabla 8 y Figuras 43 a 47).

8.1.3.1 Amplificaciéon de fragmentos del gen L1 de los VPH 16 y 18 a partir de
las lineas celulares CaSki y SiHa y un DNA positivo para VPH 18.

Para validar la deteccion especifica de secuencias de VPH de alto riesgo sobre los
Biochips de DNA, se usaron como controles positivos dos lineas celulares
positivas para VPH 16 CaSki y SiHa y un DNA de VPH 18 clonado dentro del
vector pUC18 a partir de las cuales se amplificaron fragmentos especificos del gen
L1 viral, la linea celular C-33A negativa para VPH fue usada como control
negativo. Para asegurar condiciones de amplificacion optimas se modificaron
algunas condiciones de PCR, como la temperatura de alineamiento de los
iniciadores, la concentracion del DNA templado, la concentracion de los
iniciadores y la concentracion de Mg*2.

Inicialmente, dos diferentes temperaturas de alineamiento de los iniciadores fueron
evaluadas durante los procesos de PCR, 45°C y 55°C. Los amplificados obtenidos
a 45°C fueron denominados PCR-1, mientras que los obtenidos a 55°C fueron
denominados PCR-2. Ambos amplificados fueron obtenidos con al menos 100 ng
del DNA templado y en presencia de 50 pmol de cada uno de los siguientes
iniciadores: L1-16f y L1-16r especificos para VPH 16, L1-18f y L1-18r especificos
para VPH 18 y L1-58f y L1-58r especificos para VPH 58 (Ver Tabla 8). De acuerdo
con nuestros resultados, el proceso de amplificacion resultdé ser mas eficiente bajo
las condiciones de la PCR-1, que el observado en la PCR-2 (Ver Figura 43).
Aunque en ambas condiciones de PCR fue posible amplificar satisfactoriamente
los fragmentos de interés a partir de la linea celular CaSki positiva para VPH 16 y
en la muestra de DNA positiva para VPH 18, este no fue el caso de la linea celular
SiHa, donde a pesar de haber sido posible la amplificacion del fragmento viral de
interés en ambas condiciones, esta fue menos eficiente que la obtenida a partir de
CaSki y el DNA positivo para VPH 18 (Ver Figura 43).

Como la amplificacién de los fragmentos de interés en el gen L1 mostré ser mas

eficiente bajo las condiciones de la PCR-1, todos los procesos de amplificacion
posteriores se llevaron a cabo en estas mismas condiciones (Ver Figura 43).
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PCR-1 PCR-2

MPM C-33 | Caski SiHa |HPV18c| Caski | SiHa |HPV18c

200 pb

Temperaturaf 45 °C 55°C

Figura 43. Amplificacién por PCR de fragmentos del gen L1 de los VPH 16 y 18 a partir de las
lineas celulares CaSki y SiHa y de un DNA de VPH 18 clonado en el vector pUC18
modificando la temperatura de alineamiento de los iniciadores.

La eficiencia de la amplificaciéon de fragmentos especificos del gen L1 a partir de
las lineas celulares CaSki y SiHa positivas para VPH 16 y del DNA de VPH 18 se
vio favorecida al modificar las condiciones de temperatura de los iniciadores
durante los procesos de PCR, sobre todo en aquellos amplificados provenientes
de la linea celular SiHa, cuya concentracion del producto de amplificacion se
incrementd al reducir la temperatura de alineamiento de los iniciadores, mientras
que en el caso de la linea celular CaSki y el DNA de VPH 18 esta eficiencia se
mantuvo constante en ambas condiciones (Ver Figura 43).

Las diferencias en la concentracion del producto de amplificacion y/o la eficiencia
del proceso de amplificacion puede estar asociado al numero de copias virales
disponibles durante los procesos de amplificacion. Desde hace varios afios, CaSki
y SiHa han sido usadas como controles positivos durante el desarrollo de
herramientas diagnosticas o terapéuticas, esto ha generado un mayor
conocimiento de las caracteristicas moleculares que las diferencian entre si, a
pesar de que ambas son positivas para VPH 16. Una de las caracteristicas
fundamentales que distingue a estas lineas celulares, es el numero de copias
virales que estan integradas a su DNA celular, ya que mientras que en CaSki es
posible encontrar de 60 a 600 copias del genoma del VPH 16, en SiHa solo ha
sido posible detectar de 1 a 2 copias de este tipo viral [99]. Esta variabilidad en el
numero de copias en ambas lineas celulares, puede ser la causa mas probable de
las diferencias observadas en la concentracion del producto de amplificacion del
gen L1 viral.

Como la eficiencia de la amplificacion puede ser el resultado de la disponibilidad
de copias virales presentes en la muestra, se realizaron ensayos adicionales
donde se valoré el efecto de otros factores como la concentracion de DNA
genomico (también conocido como DNA molde) y la concentracion de los
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iniciadores en la obtencion del producto de amplificacion deseado (Ver Figura 44).
En el caso de la linea celular CaSki positiva para VPH 16 y en el DNA positivo
para VPH 18, se evaluaron concentraciones de DNA gendmico que fueron de los
20 ng hasta los 200 ng, mientras que en el caso de la linea celular SiHa positiva
para VPH 16 se manejaron concentraciones de 20 ng hasta 300 ng de DNA
genomico. Cada una de estas reacciones de PCR fue evaluada en presencia de
50 y 100 pmol de la mezcla de iniciadores L1-16f, L1-16r, L1-18f, L1-18r, L1-58f y
L1-58r.

De acuerdo con nuestros resultados, la eficiencia del proceso de amplificacion fue
adecuada a lo largo de las diferentes concentraciones de DNA gendomico que
fueron manejadas, en el caso de la linea celular CaSki y en el caso del DNA
positivo para VPH 18 fue posible obtener el producto de amplificacion esperado
aun bajo concentraciones minimas de DNA gendmico (20 ng). Las
concentraciones de amplificado mas abundantes fueron obtenidas a partir del DNA
positivo para VPH 18 lo que sugiere la presencia de un mayor numero de copias
virales en esta muestra. En el caso de la linea celular SiHa, también fue posible
obtener el producto de amplificacion deseado, pero como se esperaba, la
eficiencia de amplificacion fue menor a la registrada por la linea celular CaSki y
por el DNA positivo para VPH 18, debido principalmente al bajo numero de copias
virales presentes en esta linea celular. Es importante resaltar que aunque la
eficiencia de amplificacion en SiHa fue baja con respecto a los otros controles
positivos, si fue posible obtener el amplificado deseado a lo largo de todas las
concentraciones de DNA gendmico que fueron evaluadas (20 ng hasta 300 ng)
(Ver Figura 44).

En general, la amplificacion del fragmento de interés en el gen L1 de los VPH de
alto riesgo fue posible hasta con 20 ng de DNA gendmico proveniente de las
lineas celulares CaSki y SiHa y del DNA positivo para VPH 18, con una
amplificacion muy eficiente en aquellos casos donde se manejaron 100 y 200 ng
de DNA molde. Estos resultados sugieren una alta sensibilidad de nuestra
estrategia de PCR, donde a partir de concentraciones minimas de DNA gendmico
y el uso de una mezcla de iniciadores especificos fue posible amplificar
eficientemente un fragmento especifico del gen L1 que posteriormente permitio la
deteccion y tipificacion de estos VPH de alto riesgo sobre Biochips de DNA.

De acuerdo con los resultados de la amplificacion viral, la sensibilidad de nuestra
estrategia es comparable a la obtenida por técnicas de PCR tradicional, donde a
partir de iniciadores como los MY09/11, los GP5+/6+ o los SPF’s, es posible
identificar a la mayoria de los VPH que han sido descritos, con la ventaja de que el
uso de iniciadores especificos para los VPH 16, 18 y 58 incrementa la
especificidad del producto de amplificacion y evita la amplificacion preferencial de
ciertos tipos de VPH que puedan producir resultados inespecificos, ademas
incluye regiones con la variabilidad suficiente para diferenciar especificamente un
tipo viral de otro y al no ser de gran tamafno, es factible de obtener, incluso, en
muestras con DNA de baja calidad [7, 41, 78, 79, 81].
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En lo que respecta al efecto de la concentracion de los iniciadores en la eficiencia
de amplificaciéon viral, por lo general no se observaron diferencias en la
concentracion del producto de amplificacion al usar 50 o 100 pmol de cada uno de
los iniciadores a lo largo de las diferentes concentraciones de DNA celular que
fueron evaluadas, al menos no en el caso de la linea celular CaSki y en el DNA
positivo para VPH 18. En el caso particular de SiHa si se observaron ligeras
diferencias en la concentracion del producto de amplificacion al usar 100 pmol de
cada uno de los iniciadores, sin embargo estas diferencias fueron minimas (Ver
Figura 44).

Como el uso de grandes concentraciones de iniciadores (100 pmol) no reflejé un
incremento significativo en la concentracion del producto de amplificacion de
interés en el gen L1 durante los ensayos de PCR y en cambio, si generaba un
desperdicio excesivo de los mismos, se decidié que todas las amplificaciones
posteriores se llevarian a cabo con tan solo 50 pmol de la mezcla de iniciadores
(Ver Figura 44).
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Figura 44. Amplificacion por PCR de fragmentos especificos del gen L1 a partir de diferentes concentraciones de DNA genémico proveniente
de las lineas celulares CaSki y SiHa positivas para VPH 16 y de un DNA positivo para VPH 18. Tanto en A, como en B diferentes
concentraciones del DNA genémico fueron evaluadas durante el proceso de amplificacion. Las amplificaciones en A se llevaron a
cabo en presencia de 50 pmol de cada uno de los iniciadores (L1-16f, L1-16r, L1-18f, L1-18r, L1-58f, L1-58r), mientras que en B se
manejaron 100 pmol de cada uno de ellos.
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8.1.3.2 Amplificaciéon de fragmentos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 a partir
de muestras clinicas con CC.

En las ultimas décadas numerosas estrategias de PCR para detectar y cuantificar
VPH en muestras clinicas han sido desarrolladas, sin embargo la mayoria de
estos métodos requieren de muchas horas de trabajo, son poco sensibles y no
necesariamente apropiados para la deteccién viral en estudios a gran escala,
ademas registran una baja eficiencia en la deteccion de infecciones multiples [101,
102]. Algunos como los GP5+/6+ detectan solo el 47 % de las muestras con mas
de un tipo viral en comparacion con el 90 % que son capaces de detectar los
MYQ09/11 [37]. Se sabe que la sensibilidad y especificidad de los métodos basados
en PCR pueden variar dependiendo no solamente de los iniciadores utilizados,
sino también de la calidad del DNA extraido, del tamafio del producto de PCR, las
condiciones de reaccion, el desempefio de la DNA polimerasa usada en la
reaccion, los diferente tipos de VPH amplificados y su habilidad para detectar
multiples tipos [37, 41]. Es por ello que nuestro sistema de amplificacion propone
el uso de una mezcla de iniciadores especificos dirigidos contra los VPH 16, 18 y
58 que favorezcan la amplificacidén tanto de tipos virales con un alto numero de
copias como de aquellos presentes en bajas concentraciones.

Inicialmente, la eficiencia de esta estrategia de amplificacion viral fue valorada en
las lineas celulares CaSki y SiHa positivas para VPH 16 y 18 y en un DNA positivo
para VPH 18, el siguiente paso fue evaluar esta eficiencia pero a partir de la
amplificacion de fragmentos virales presentes en muestras clinicas con CC. Para
ello, un total de 91 muestras de DNA gendmico proveniente de pacientes con CC
fueron sometidas a la amplificacion de fragmentos especificos del gen L1 bajo
condiciones de PCR previamente establecidas (al menos 100 ng de DNA
gendmico, en presencia de 50 pmol de los iniciadores L1-16f, L1-16r, L1-18f, L1-
18r, L1-58f y L1-58r y bajo las mismas condiciones de amplificacion de la PCR-1)
(Ver Tabla 8).

Del todas las muestras clinicas analizadas, 72 (79.1 %) resultaron ser positivas
para alguno de los VPH 16, 18 o 58, las 19 restantes (20.9%) resultaron ser
negativas al menos para estos tipos virales, una frecuencia similar a la reportada a
nivel mundial [1-11, 21, 23, 104] (Ver Figura 45). De acuerdo con datos actuales,
la prevalencia de infeccion por VPH 16 en muestras clinicas con CC se encuentra
en un intervalo de variacion mundial que va del 7.5 % al 86 %, mientras que la del
VPH 18 varia entre un 6.7 % y un 22 % y la del VPH 58 entre un 1.8 % y un 16 %
[3-6, 11, 23-27, 102-105]. Estos datos apoyan el hecho de que estos tres tipos
virales pueden ser los responsables de alrededor del 90 % de los casos con CC, lo
que tendria importantes implicaciones en la implantacion de estrategias
diagndsticas que incluyan estos tipos virales, una cuestion que podria prevenir una
importante proporcion de los casos con CC [21, 104]. Existen reportes que indican
que, en conjunto, los tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35 representan mas del 95
% de la prevalencia de infecciones por VPH en CC [11]. De aqui la importancia de
implementar novedosas herramientas moleculares que faciliten la deteccién vy
tipificacion de estos tipos virales.
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gen L1 de VPH a partir de muestras bioldgicas con CC, C- = control negativo —linea celular C33.

Figura 45. Amplificacion especifica de fragmentos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 a
partir de DNA genémico proveniente de pacientes con CC.

Al igual que ocurrié con las lineas celulares, la amplificaciéon de fragmentos
especificos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 a partir de muestras clinicas con
CC report6 diferencias en la concentracién del producto de amplificacion viral
esperado a lo largo de las muestras analizadas, aun cuando se obtuvieron a partir
de la misma concentracion de DNA genomico (100 ng) y bajo las mismas
condiciones experimentales (Ver Figura 45). Para una mejor visualizacion de estos
resultados, muestras con similares niveles de amplificacién fueron seleccionadas y
ordenadas en dos grupos, el primero incluyé los productos de amplificacion cuya
concentracion fue considerada como 6ptima, mientras que en el segundo abarcé
muestras con bajos niveles de amplificacion viral (Ver Figura 46). Estos
resultados, al igual que en el caso de las lineas celulares CaSki y SiHa, sugieren
diferencias en el numero de copias virales presentes en cada una de las muestras
analizadas, un factor que sin duda puede afectar tanto la eficiencia del proceso de
amplificacion, como la deteccidn vy tipificacion de estos VPH sobre los Biochips de
DNA.

Aunque la eficiencia de amplificacion no fue la misma en todas las muestras
clinicas analizadas, todos los productos de PCR obtenidos ya sea, con altos o
bajos niveles de amplificacion viral, fueron sometidos a su analisis sobre los
Biochips de DNA.

Como la eficiencia de los procesos de amplificacion esta fuertemente asociada
con el numero de copias virales presentes en las muestras clinicas y como el
numero de copias esta asociado al numero de células o al DNA gendmico
obtenido de las muestras, fue necesario realizar ensayos de amplificacion donde
diferentes concentraciones de DNA gendmico fue analizado.

En base a los niveles de amplificacion viral previamente obtenidos, dos muestras
clinicas denominadas MC-1 y MC-2 fueron seleccionadas para evaluar la
eficiencia de nuestra estrategia de amplificacion pero bajo diferentes
concentraciones de DNA genomico proveniente de muestras clinicas de CC. En
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amplificaciones previas, la muestra MC-1 registr6 niveles de amplificacion
adecuados, mientras que en la muestra MC-2 los niveles de amplificacién fueron
muy bajos comparados con los registrados para otras muestras analizadas bajo
las mismas condiciones experimentales (Ver Figuras 45 y 46).

En el caso de la muestra MC-1, las concentraciones analizadas fueron 40, 60, 80,
100, 200, 400 y 600 ng de DNA molde. En el caso de la muestra MC-2 las
concentraciones manejadas fueron 40, 60, 80, 100, 200, 400, 600 y 1200 ng de
DNA molde. Estas concentraciones fueron seleccionadas en base a la
disponibilidad del DNA gendmico de las muestras clinicas (Ver Figura 47).

Las diferencias registradas en los niveles de amplificacion de fragmentos del gen
L1 de los VPH 16, 18 y 58 obtenidos a partir las muestras clinicas con CC
sugieren una gran diferencia en el numero de copias de los VPH 16, 18 y 58
presentes en las muestras analizadas, ya que mientras en la muestra MC-1 fue
posible obtener el producto de PCR esperado a lo largo de cada una de las
concentraciones de DNA gendmico que fueron evaluadas (40, 60, 80, 100, 200,
400 y 600 ng), en la muestra MC-2 esto solo fue posible en aquellos casos donde
se manejaron concentraciones de DNA molde superiores a los 200 ng. En la
muestra MC-1, niveles de amplificaciéon adecuados fueron observados a partir de
200 ng de DNA molde, mientras que en la muestra MC-2 esto solo ocurrié cuando
mas de 600 ng del DNA gendmico fueron utilizados (Ver Figura 47).

Después de someter los controles positivos (CaSki, SiHa y DNA de VPH 18) y las
muestras clinicas con CC a amplificaciones especificas de fragmentos del gen L1
por técnicas de PCR convencional, cada uno de los amplificados obtenidos fue
sometido nuevamente a procesos de sintesis ciclica mediante PCR donde a partir
de 4 puL del amplificado previo y usando solo los iniciadores L1-16f, L1-18f y L1-58f
fue posible generar un elevado numero de copias virales de cadena sencilla que
garantizaran la deteccion vy tipificacion de VPH de alto riesgo sobre los Biochips de
DNA (Ver Figura 48). Los ensayos de sintesis ciclica resultaron ser muy eficientes
tanto en los controles positivos, como en las muestras clinicas a lo largo de las
diferentes concentraciones de DNA gendmico que fueron evaluadas.

En general, la eficiencia de los procesos de sintesis ciclica, fue mayor cuando los
productos de amplificacion fueron obtenidos a partir de lineas celulares, que
cuando fueron obtenidos a partir de muestras clinicas, aun cuando estos fueron
obtenidos bajo concentraciones minimas de DNA genomico. Una alta eficiencia
del proceso de sintesis ciclica en las muestras clinicas solo fue observado cuando
los amplificados provenian de altas concentraciones de DNA gendomico (Ver
Figura 48).

Los productos obtenidos durante los ensayos de sintesis ciclica representan los
fragmentos virales que finalmente fueron sometidos a hibridacion sobre los
Biochips de DNA con la finalidad de detectar y tipificar un grupo de VPH de alto
riesgo.
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MPM = marcador de peso molecular 100 pb, C+ = control positivo —linea celular Caski, C- = control negativo —linea celular C33, 1 a 24 = amplificados del
gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 obtenidos a partir de muestras clinicas con CC

Figura 46. Diferencias registradas en los niveles de amplificacion de fragmentos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58
obtenidos a partir de muestras clinicas con CC. En A se muestran los productos de PCR con éptimos niveles de
amplificacion viral, en B se muestran los productos de PCR con bajos niveles de amplificacion viral.
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Figura 47. Amplificacion de fragmentos especificos del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 a partir de diferentes
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MPK = Marcador de pezo molecular 100 pb, Ca=ki y SiHa = lineas celulares positivas para WVPH18, HPV 18 = muestra de ADN positivo para VPH 18, C+ = muestra de ADN
positiva paraVPH 18, C- = control negative -linea celular C33 negativa para WVPH, 1 ¥ 2 = ADM de muestras clinicas con CC.

Figura 48. Sintesis ciclica de fragmentos de amplificacion del gen L1 de los VPH 16, 18 y 58 obtenidos a partir de diferentes
concentraciones de DNA gendmico de lineas celulares y muestras clinicas con CC. En A se muestran los productos
obtenidos a partir de amplificados virales de las lineas celulares CaSki, SiHa y un DNA positivo para VPH 18, en B se
muestran los productos obtenidos a partir de amplificados virales de muestras clinicas con CC.
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8.1.3.3 Deteccion y tipificacion de VPH de alto riesgo a partir de amplificados
virales provenientes de las lineas celulares CaSki y SiHa sobre los
Biochips de DNA.

Después de amplificar exitosamente fragmentos especificos del gen L1 a partir de
lineas celulares positivas para los VPH 16 y 18, el siguiente paso fue evaluar la
funcionalidad del Biochip de DNA dirigido a la deteccién vy tipificacion de VPH
considerados de alto riesgo en CC. Para ello, cada uno de los productos de
amplificacion viral previamente obtenidos bajo diferentes concentraciones de DNA
genodmico proveniente de las lineas celulares CaSki y SiHa y de un DNA positivo
para VPH 18, fueron sometidos a hibridacion sobre los Biochips de DNA.

Después de la hibridacion de los amplificados virales previamente obtenidos,
sefales de hibridacion especificas fueron registradas en los sitios esperados sobre
la superficie de los Biochips de DNA. En el caso de las lineas celulares CaSki y
SiHa, senales de hibridacion fueron detectadas en el area de inmovilizacion de las
sondas que identifican al VPH 16 (16-SN), mientras que en el caso del DNA
positivo para VPH 18, registré sefiales de hibridacion solo en aquellos sitios donde
se inmovilizaron sondas que identifican a este tipo viral (18-SN) (Ver Figura 49).

A pesar de que la linea celular SiHa report6 bajos niveles de amplificacion viral en
ensayos previos, fue posible identificar sefales de hibridacion especifica sobre los
Biochips de DNA en los sitios donde las sondas 16-SN que identifican al VPH 16
fueron inmovilizadas. Esto ocurrié en todos los amplificados provenientes de esta
linea celular, aun cuando los amplificados fueron obtenidos bajo concentraciones
minimas de DNA celular (20 ng). Con respecto a linea celular CaSki, ademas de
registrarse sefiales de hibridacion especifica para el VPH 16, también se
identificaron sefiales de hibridacion en aquellos sitios donde se inmovilizaron las
sondas identifican al VPH18 (18-SN), aunque esto solo fue observado en
amplificados provenientes de altas concentraciones de DNA celular (200 ng).
Estos resultados confirman la presencia de VPH 16 en las lineas celulares CaSki y
SiHa, pero también la presencia de VPH 18 en el caso particular de CaSki y en el
DNA positivo para VPH 18 (Ver Figura 49).

La presencia de VPH 16 en las lineas celulares CaSki y SiHa ya habia sido
previamente reportada, sin embargo existe una gran diferencia en el numero de
copias de estos tipos virales que las herramientas moleculares han podido
detectar [19, 33-40, 79-81, 106, 107]. Un bajo numero de copias del VPH 16 ha
sido reportado para la linea celular SiHa (1 a 2 copias) comparado con el alto
numero de copias reportado en la linea celular CaSki (500-600 copias) y aunque
se sabe que CaSki contiene algunas copias del VPH 18, aun no existen datos
precisos de cuantas [99].

Un dato muy interesante es el hecho de que el Biochip de DNA que proponemos
para la identificacion de VPH de alto riesgo fue capaz de detectar la presencia
tanto del VPH 16, como del VPH 18 en amplificados provenientes de la linea
celular CaSki, aun cuando se sabe que el numero de copias del VPH 18 es mucho
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mas bajo que el previamente reportado para el VPH 16 (Ver Figura 49). Estos
resultados sugieren la posibilidad de detectar sobre los Biochips de DNA,
infecciones con mas de un tipo de VPH usando al menos 200 ng de DNA
gendmico durante los procesos de amplificacion, un resultado de gran relevancia
en el diagnodstico clinico. Ademas, el hecho de no registrar sefales de hibridacion
inespecifica durante la hibridacion de los amplificados de las lineas celulares
CaSki y SiHa positivas para VPH 16 y 18 y del DNA de VPH 18 y la factibilidad de
identificar la presencia de infecciones con mas de un tipo viral en un mismo
ensayo de hibridacidén, sugieren una elevada especificidad y sensibilidad del
Biochip de DNA en la deteccion vy tipificacion de VPH de alto riesgo.

8.1.3.4 Deteccion y tipificacion de VPH de alto riesgo a partir de amplificados
virales provenientes de muestras clinicas con CC sobre los Biochips
de DNA.

Después de validar la funcionalidad del Biochip de DNA en la deteccion y
tipificacion viral a partir de amplificados provenientes de las lineas celulares CaSki,
SiHa, positivas para VPH 16 y un DNA positivo para VPH 18, el siguiente paso fue
evaluar la eficiencia de nuestro sistema pero ahora en amplificados provenientes
de muestras clinicas con CC. Un total de 72 amplificados del gen L1 de los VPH
16, 18 y 58 previamente obtenidos a partir de muestras clinicas con CC fueron
evaluados sobre los Biochips de DNA.

Al igual que con amplificados provenientes de lineas celulares, una serie de
amplificados obtenidos a partir de diferentes concentraciones de DNA gendmico
de las muestras clinicas MC-1 y MC-2 fueron inicialmente analizadas sobre los
Biochips de DNA. De esta manera productos de amplificacion obtenidos a partir de
20 y hasta 1200 ng de DNA gendmico provenientes de una misma muestra fueron
evaluadas sobre los Biochips de DNA (Ver Figuras 47, 48 y 50). La hibridacion de
cada uno los amplificados estos amplificados sobre los Biochips de DNA permitié
detectar sefales positivas aun cuando los productos de PCR fueron obtenidos
bajo minimas concentraciones de DNA molde (20 ng) e incluso cuando estos no
pudieron ser visualizado previamente en los geles de agarosa (Ver Figuras 47, 48
y 50).

De acuerdo con las sefales de hibridacion, los amplificados provenientes de la
muestra MC-1 fueron positivos para VPH 16 y aunque ligeras senales de
hibridacién fueron detectadas en los sitios que reconocen al VPH 18, estas solo
fueron identificadas en amplificados provenientes de altas concentraciones de
DNA genomico (600 ng) y pudieron ser eliminadas mediante lavados adicionales.
Los amplificados provenientes de la muestra MC-2 sometidos a hibridacion sobre
los Biochips de DNA dieron sefiales de hibridacidn positivas tanto para el VPH 16
como para el VPH 18, aunque una mayor intensidad fue registrada en el area de
las sondas (18-SN) que reconocen al VPH 18. Estos resultados sugieren la
presencia de los VPH 16 y 18 en la muestra MC-2, aunque al parecer, el VPH 18
presenta un mayor numero de copias con respecto al VPH 16.
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Figura 49. Deteccion vy tipificacion de fragmentos del gen L1 de los VPH 16 y 18 obtenidos a partir de las lineas celulares CaSki,

SiHa y un DNA positivo para VPH 18 sobre los Biochips de DNA.
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La intensidad de las sefiales registradas sobre los Biochips de DNA se mantuvo
similar a lo largo de los diferentes amplificados evaluados, solo se detectd una
disminucién en la intensidad de la senal cuando el amplificado provenia de bajas
concentraciones de DNA gendmico (40 y 20 ng), esta diferencia puede ser
explicadas en funcion del numero de copias virales disponibles al momento de
amplificacion (Ver Figura 50). Como la intensidad de las sefales de hibridacion fue
observada de manera satisfactoria en todos los amplificados provenientes de las
muestras clinicas MC-1 y MC-2 (desde 20 ng hasta 1200 ng) se acordd que el
resto de los amplificados a evaluar sobre los Biochips de DNA serian obtenidos a
partir de al menos 100 ng de DNA gendmico proveniente de las muestras clinicas
con CC.

De acuerdo con la hibridacion del resto de los amplificados virales previamente
obtenidos de las muestras clinicas con CC sobre los Biochips de DNA, el 89 %
resulté positiva para alguno de los tres VPH 16, 18 o 58, 36 registraron sefiales de
hibridacién para un solo tipo viral (50 %), 28 para mas de un tipo viral (38.9 %)y 8
no pudieron ser identificados (11.1 %) (Ver Tabla 16). El VPH 16 resulto ser el
mas frecuentemente identificado (68%), seguido de los VPH 18 y 58. De las
infecciones simples identificadas, 29 (40.3 %) resultaron ser positivas para el VPH
16, 5 (6,9 %) para VPH 18 y 2 (2.8 %) para VPH 58. En lo que respecta a las
infecciones con mas de un tipo viral, 21 amplificados fueron positivos para 2 de los
VPH de interés (29.2%) y 7 para alguno de los 3 VPH analizados (9.7%). De las
infecciones dobles, 13 correspondieron a los VPH 16y 18 (18.0%), 6 a los VPH 16
y 58 (8.3%) y 2 alos VPH 18 y 58 (2.8%) (Ver Tabla 16).

Tabla 16. Frecuencia de VPH de alto riesgo identificados sobre los Biochips de DNA.

Deteccion de VPH de alto riesgo sobre Biochips de DNA

Tipo VPH Infecciones Infecciones No Totales
Simples (%) Multiples Identificadas (%)
(%) (%)
16 29 (40.3)
18 5(6.9)
58 2(2.8)
16 /18 13 (18.0)
16 / 58 6 (8.3)
18 /58 2(2.8)
16 /18 /58 7(9.7)
No identificadas 8 (11.1)
Totales 36 (50.0) 28 (38.9) 8 (11.1) 72 (100)
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La frecuencia de infecciones simples identificadas sobre los Biochips de DNA fue
similar a la obtenida en estudios previos realizados sobre este mismo tipo de
plataformas [58-68]. La frecuencia de infecciones con mas de un tipo viral fue
comparable a la reportada en dos estudios donde se evalua la prevalencia de
infecciones por VPH en poblaciones de Costa Rica y Argentina, pero mayor a la
reportada en estudios de prevalencia de infecciones por VPH en muestras con CC
[58-64, 111-114]. Al igual que otros estudios, los VPH 16, 18 y 58 fueron
frecuentemente identificados en muestras clinicas con CC [58-60].

En estos momentos, cada una de las muestras clinicas con CC que fueron
analizadas sobre los Biochips de DNA continda siendo procesada con la finalidad
de obtener las secuencias de los fragmentos del gen L1 que garanticen la
factibilidad diagndstica de nuestro sistema en la deteccion vy tipificacion de VPH de
alto riesgo. Aunque analisis preliminares de algunas de estas secuencias
confirman la sensibilidad y especificidad del Biochip de DNA en la deteccion y
tipificacion especifica de los VPH 16, 18 y 58 (Ver Figuras 51 a 53).

Aunque la deteccion de infecciones por multiples tipos de VPH ha sido
previamente reportada, aun se sabe poco acerca de la frecuencia de la
coinfeccion y de si ciertos tipos de VPH tienen mayor o menor probabilidad de
adquirirse al mismo tiempo. Se ha reportado que el presentar infecciones con mas
de un tipo de VPH no confiere mayor riesgo de CC en comparacion con quienes
presentan infeccion con un solo tipo viral, ya existen reportes donde el riesgo de
CC es mayor en aquellos casos con infecciones multiples en relacion con los que
presentan un solo tipo viral, un hecho que sugiere que la presencia simultanea de
multiples tipos de VPH contribuye al desarrollo o progresion de la neoplasia
cervical [60, 109-117]. Entre las causas que podrian favorecer la infeccion con
mas de un tipo de VPH se incluye la presencia de algun mecanismo biolégico por
el cual la adquisicidon de un tipo viral facilite la adquisicion de otro tipo, diferencias
en la susceptibilidad del hospedero, un elevado numero de parejas sexuales
recientes, edad menor a treinta afos e inicio temprano de su vida sexual, aunque
también puede estar relacionada con la edad [59, 109, 110].

Existen reportes que indican que el riesgo de presentar CC se incrementa de 40 a
180 veces entre quienes presentan una infeccion por VPH de alto riesgo y 100
veces mayor en aquellas pacientes con VPH 16 en relacién a quienes no la
presentan, de aqui la importancia de diagnosticar este tipo de infecciones en
lesiones premalignas [3-5, 10, 11].

A la fecha solo un Biochip de DNA dirigido a la deteccion vy tipificacion de VPH es
viable a nivel comercial, el HPV Oligonucleotide Microarray también conocido HPV
DNA Chip Microarray. La utilidad y practicidad de este método continua siendo
evaluada, aunque datos preliminares demuestran una alta sensibilidad y un
elevado potencial de deteccién de muestras con mas de un tipo viral. Aunque en
este tipo de plataforma es posible imprimir un gran numero de oligonucledétidos
tipo-especificos que permiten tipificar con mayor precision a los VPH, realizar un
analisis semicuantitativo de la sefal y por lo tanto de la carga viral, aun se reporta
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la presencia de reacciones de hibridacion inespecificas por lo que las sefales
pueden estar sujetas a variacion lo que hace necesaria la aplicacion de algunas
estrategias de normalizacion, ademas el formato actual requiere de equipo muy
costoso para su fabricacion, lo que de entrada reduce su aplicacién en laboratorios
clinicos y de investigacion [37].

En estudios donde se ha comparado la eficiencia del HPV oligonucleotide
microarray frente a otros métodos usados para la deteccion de VPH, se ha
reportado que su efectividad es comparable a la que ofrece la HC2, la PCR-RFLP
y la Real-Time PCR [37, 59, 63, 64]. Actualmente los HPV oligonucleotide
microarrays reportan una gran sensibilidad en la deteccion de HGSIL y CC (entre
el 78.5y 96 %) muy similar a la HC2 (entre el 78 y 95 %) y superior a la citologia
(entre el 64.5 y 88 %), sin embargo la especificidad que ofrecen continua siendo
baja (entre 52 y 74 %) [58, 60]. Se ha demostrado que la deteccién molecular del
VPH como una prueba adyuvante al Papanicolaou es un indicador mas sensible
para identificar HGSIL que la citologia convencional y que una combinacién de
ambas ofrece casi el 100% de sensibilidad. Las pruebas para determinacion de
VPH posiblemente se conviertan en la estrategia mas comun de tamizaje en
programas poblacionales de deteccion oportuna de cancer, mientras tanto la
investigacion continua para mejorar la sensibilidad y costo-efectividad de los
métodos actuales de deteccion viral [36].

En un ensayo el nivel de sensibilidad se define como el limite de deteccion o la
cantidad minima de DNA disponible que puede ser detectada, mientras que la
especificidad determina el nivel de precision [35]. Actualmente, la HC2 es capaz
de detectar entre 5X10* Y 5X10” copias de DNA viral, sin embargo su sensibilidad
no cubre el rango observado en las muestras clinicas (alrededor de 10% a 10°
copias) [116]. En este sentido el Biochip de DNA que proponemos fue capaz de
detectar de 3 400 a 204 000 copias de ADN viral en amplificados provenientes de
las lineas celulares CaSki y SiHa a partir de 20 y hasta 300 ng de DNA celular y
hasta 17 000 copias virales en amplificados provenientes de 100 ng de DNA
genomico de muestras clinicas con CC, lo que se traduce en una sensibilidad tres
veces mayor a la reportada por la HC2. Estos resultados sugieren que el Biochip
de DNA que proponemos para la deteccidn v tipificacion de VPH de alto riesgo es
mas sensible que otros sistemas de deteccion viral como la HC2 y mucho mas
especifico, con la ventaja adicional de ser una estrategia factible de aplicar en
cualquier laboratorio clinico y de investigacidn a costos muy accesible.

La aplicacion de los Biochips de DNA al diagnéstico clinico pretende implementar
métodos fiables que permitan detectar la mayoria de las infecciones (incluyendo
infecciones subclinicas y latentes) con una mayor sensibilidad y especificidad, con
la ventaja de identificar y discriminar VPH de alto riesgo y la presencia de
infecciones con mas de un tipo viral, todo en un mismo ensayo. Este Biochip de
DNA representa una poderosa herramienta molecular que aplicada al tamizaje
primario de lesiones cervicales en colaboracion con otras estrategias de
diagnosticas como el papanicolaou y la colposcopia podria contribuir a la
reduccion de la incidencia y mortalidad del CC.
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Figura 50. Deteccion vy tipificacion de fragmentos del gen L1 de los VPH 16 y 18 amplificados a
partir de muestras clinicas con CC sobre los Biochips de DNA. En A y B se muestra la
hibridacion de amplificados obtenidos a partir de diferentes concentraciones de DNA
genomico proveniente de las muestras clinicas MC-1 y MC-2.
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Figura 51. Validaciéon del Biochip de DNA en la deteccion vy tipificacion del VPH 16 mediante la
hibridacion de amplificados provenientes de muestras clinicas con CC. Se muestra las
sefales de hibridacion obtenidas a partir del reconocimiento especifico entre fragmentos
del gen L1 del VPH 16 y las sondas inmovilizadas sobre la superficie del Biochip de
DNA, con la respectiva secuencia del producto de PCR.
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Figura 52. Validacion del Biochip de DNA en la deteccion vy tipificacion del VPH 18 mediante la
hibridacion de amplificados provenientes de muestras clinicas con CC. Se muestra las
sefiales de hibridaciéon obtenidas a partir del reconocimiento especifico entre fragmentos
del gen L1 del VPH 18 y las sondas inmovilizadas sobre la superficie del Biochip de
DNA, con la respectiva secuencia del producto de PCR.
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Figura 53. Validaciéon del Biochip de DNA en la deteccion vy tipificacion del VPH 58 mediante la
hibridacion de amplificados provenientes de muestras clinicas con CC. Se muestra las
sefiales de hibridacion obtenidas a partir del reconocimiento especifico entre fragmentos
del gen L1 del VPH 58 y las sondas inmovilizadas sobre la superficie del Biochip de
DNA, con la respectiva secuencia del producto de PCR.
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9.0 CONCLUSIONES

- Se diseno un Biochip de DNA dirigido a la deteccién de los VPH de alto
riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 sobre la base del reconocimiento
especifico de fragmentos del gen L1. En esta etapa, la aplicacion de
diversas herramientas bioinformaticas especializadas en el analisis de
secuencias de acidos nucleicos facilito la seleccibn de una serie de
oligonucledtidos (sondas, DNA blanco, oligonucle6tidos estabilizadores,
secuencias reporteras, iniciadores) que en ensayos de hibridacién virtual
garantizaron la deteccion especifica de los VPH de interés.

- De acuerdo con su accesibilidad, la estandarizacién y validacion del Biochip
de DNA se realiz6 a partir de los VPH 16, 18 y 58, identificados en mas del
90 % del total de las infecciones.

- Durante el proceso de estandarizacion, el uso de pequefios
oligonucleétidos que simularon la regién de interés en el gen L1 revel6 una
alta sensibilidad y especificidad del Biochip de DNA en la deteccion y
tipificacién de los VPH 16, 18 y 58.

- La funcionalidad del Biochip de DNA en la deteccién vy tipificacion de VPH
de alto riesgo fue confirmada en amplificados obtenidos a partir de las
lineas celulares CaSki y SiHa, de un DNA positivo para VPH 18 y de
muestras clinicas con CC, donde infecciones simples e infecciones con méas
de uno de los VPH 16, 18 y 58 fueron identificadas.

- La frecuencia de infecciones con mas de un tipo de VPH de alto riesgo en
las muestras clinicas con CC analizadas sobre los Biochips de DNA fue
superior a la reportada previamente mediante la aplicacion de diversas
estrategias de deteccion molecular.

- Este Biochip de DNA resulté ser una herramienta molecular facil de realizar,
rapida, eficaz y de bajo costo que permitié detectar y tipificar a un grupo de
VPH de alto riesgo de manera sensible y con una alta especificidad,
propiedades que lo colocan como una interesante alternativa en el
diagndstico clinico al hacer factible su aplicacién en investigacion y en los
sistemas de salud.
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Aunque ya existen reportes de Biochips de DNA dirigidos a la identificacién
de VPH con una sensibilidad comparable a la que ofrece otros sistemas de
deteccion bien establecidos como la Captura de Hibridos Il, su baja
especificidad, el equipo tan sofisticado que requiere su implementacién y el
elevado costo que representa el procesamiento de la muestra disminuyen la
viabilidad de su aplicaciéon. En cambio, la estrategia que aplicamos a la
deteccion vy tipificacidn viral sobre Biochips de DNA mostr6 altos niveles de
sensibilidad y de especificidad mediante ensayos relativamente simples y
con ayuda de equipo técnico actualmente disponible en la mayoria de los
laboratorios clinicos y de investigacion.

La prevencion y control de las enfermedades deberia ser una prioridad en
los servicios de salud. EI CC es considerado un gran problema de salud
publica que generalmente afecta a mujeres de bajos recursos y que de no
ser detectado y tratado en sus etapas iniciales, casi siempre es mortal.
Seria de gran utilidad poder realizar un tamizaje que incluyera la deteccion
molecular de VPH de alto riesgo en sistemas de alto rendimiento como los
Biochips de DNA a la par de otras estrategias diagnosticas primarias como
la colposcopia o0 el papanicolaou, esto incrementaria la posibilidad de
detectar y tratar oportunamente mujeres con lesiones precancerosas,
identificar aquellas que requieran tratamientos mas agresivos o aquellas
gue necesiten ser monitoreadas con mayor frecuencia, estos aspectos
podrian contribuir a disminuir la incidencia de CC y mejorar la calidad de
vida de las mujeres afectadas.
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12.0 LISTA DE ABREVIATURAS

16-SN, 18-SN,
31-SN, 33-SN,
35-SN, 45-SN,
52-SN, 58-SN

AA, E, NA, Af, As

ASCUS
C-

C+

CC

cDNA
ClustalWw,

T-Coffee, BLAST

AG®
DNA
DNAbs-L1/16,
DNAbs-L1/18,
DNAbs-L1/58

E6, E1, E2, E4, E5, E7,

FDA
H

HC, HC2, HC3
HGSIL
HPV16_L1REF,
HPV18_L1REF,
HPV31_L1REF,
HPV33_L1REF,
HPV35_L1REF,
HPV45_L1REF,
HPV52_L1REF,

HPV58_L1REF
IARC

ICTV
ISH

L1, L2
L1-16f, L1-16r,
L1-18f, L1-18r,
L1-58f, L1-58r
LCR

LGSIL

ul

mRNA

McC-1, MC-2

ng
nt

ONEST/16,
ONEST/18,
ONEST/58
ORF

pb

PCR
PCR-1,
PCR-2
pmol

PMP

PNAs

PV
REP/UNI-Cy3
RNA

SSC
Temp°C
Tm

TMAC
VPH

Sondas de DNA dirigidas a la deteccion y tipificacion de VPH de alto riesgo

Variantes de VPH 16

Atypical Scamous Cells of Undetermined Significance

Control negativo

Control positivo

Cancer Cervical

DNA complementario, sintetizado a partir de mRNA

Herramientas bioinformaticas especializadas en el alineamiento simultaneo de dos o mas
secuencias genéticas

Cambio de nergia libre de Gibbs (en condiciones estandar)

Acido desoxirribonucléico

Moléculas sintéticas de DNA que simularon fragmentos especificos del gen L1 de VPH de

alto riesgo

Genes virales de expresion temprana

Food and Drug Administration

Horas

Captura de Hibrdos (primera, segunda y tercera generacion)

High Grade Squamous Intraepithelial Lesion

Fragmentos de DNA del Gen L1 cuya secuencia corresponde al genoma de referencia de I

International Agency for Research on Cancer

International Council of Taxomomy of Viruses
Hibridacion In Situ

Genes virales de expresion tardia
Iniciadores de PCR

Long Control Region

Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion
microlitros

RNA mensajero

Muestras clinicas con CC

nanoaramos
nucledtidos

Oligonucleétidos estabilizadores

Open Reading Frames

pares de bases

Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PCR bajo diferentes condiciones experimentales

picomoles

Marcador de peso molecular

Acidos nucleicos peptidicos

Papilomavirus

Molécula sintética de DNA marcada con el fluoroforo Cy3
Acido Ribonucléico

Solucién Citrato Salina

Temperatura

Temperatura de desnaturalizacién o de fusion
Cloruro de Tetrametil Amonio

Virus de Papiloma Humano
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Abstract. Mendoza-Lorenzo P, Maldonado R, Pacheco R, Méndez A, Pifia-Sanchez P, Rangel A, Vazquez-
Ortiz G, Salcedo M. An oligoarray for the detection of human papillomavirus type 16 variants. Int | Gynecol
Cancer 2007; 17:1-9.

On the basis of human papillomavirus (HPV) E6 gene mutations, there are more than five variants of HPV
16. We applied a sensitive and specific stacking hybridization assay using an oligoarray for the detection of
Asian—-American (AA) and European (E) (E-350G) HPV 16 variants. A simple glass slide was coated with
capture probes consisting of short oligonucleotide DNA sequences (7-9 mers) specific for AA and E var-
iants. Two different regions of the E6 HPV 16 gene were amplified with a set of two primers, which were
used as target DNA. These targets were preannealed with auxiliary labeled oligonucleotides and hybrid-
ized to the oligoarray in the presence of specific and complementary capture probes. Our designed array
based on shorter capture probes successfully discriminated between HPV 16 AA and E variants. The pres-
ent DNA oligoarray system could be useful as a reliable technique for HPV 16 detection and does not

require specialized equipment; nevertheless, further intra- and interlaboratories’ studies are needed.

Persistent infection of high-risk human papillomavirus
(HPV) represents the most important risk factor for
the development of cervical cancer (CC) and its pre-
cursor lesions'’?. CC is one of the most common can-
cers worldwide, including Mexico®?®. HPV 16 is the
most common virus type found in CC and high-grade
squamous intraepithelial lesions worldwide (50—
70%)>®. The frequency of HPV 16 infection in
Mexican population is reported similar to other
countries*”¥.

The high frequency of HPV 16 and its relation with
CC have facilitated the study of its genomic variabil-
ity, which has been used as a biologic model to study
phylogeny, carcinogenic potential, immune response,
and vaccine development®'®. On the basis of nucleo-
tide substitutions, HPV 16 genome has been grouped
into several phylogenetic lineages or variants: Asian—
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American (AA), European (E), Asian (As), African
(Af), and North American’®'”. These variants are
differentially distributed among the five continents,
and the frequency of some of them correlates with the
incidence of CC in different countries®'®'?. Some
studies suggest that HPV 16—specific changes in genes
such as E6, E7, and LCR could potentiate the onco-
genic activity of certain variants. Recent studies found
a high incidence of variants AA and E (both approxi-
mately 93.5%) in Mexicans with CC, where variant
AA appears to be more oncogenic than variant E?%2".

The genetic heterogeneity of HPV 16 E6 gene in
three missense base substitution sites permits the
detection and discrimination of variants AA and E.
Two of these G145T and T183G are present in AA vari-
ant (G145T is present in subvariants a, b, and ¢ and
T183G only in subvariant ¢, and hence, it unequivo-
cally identifies this subvariant), while T350G mutation
is characteristic of variant E. Other additional impor-
tant changes to distinguish are the C143G that identi-
fies to the Af variant and the T178G that identifies to
the As variant. Unfortunately, we could not identify
any specific change substitution about North American
variant on this virus gene.
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