CONACYT

ALAM B

QOQI

ASUNCION - PARAGUAY

X \/ B

26 AL 29 DE AGOSTO

CONSEJO NACIONAL
——|DE CIENCIA
Y TECNOLOGIA

PRECIENCIA

PROGRAMA PARAGUAYO PARA EL DESARROLLO DE LA CIENCIAY TECNOLOGIA

con

Fondo p
Educac

el apoyo de:

Fee)

ara la Excelencia de

d

ion y la Investigacion

OPTIMIZACION DE PCR CONVENCIONAL PARA LA AMPLIFICACION

% DE LA REGION LCR Y EL GEN E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA

=82 HUMANO TIPO 16 (VPH16).

Mongelds P, Martinez M?, Valenzuela A, Diaz N!, Miranda M, Mercado A!, Mendoza L*.
IInstituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asuncidn, San

Lorenzo (Paraguay).
Introduccion

El cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas frecuente en mujeres
en el mundo. El mismo es causado por la infeccion persistente del virus
del papiloma humano de alto riesgo(VPH-AR). EL VPH 16 se encuentra
presente en aproximadamente el 60% de los casos de cancer de cuello
uterino a nivel mundial. En Paraguay el VPH 16 es el mas frecuente tanto
en mujeres con cancer de cuello uterino, asi como también en mujeres
con y sin lesion de cuello uterino. Las variantes de VPH 16, a la fecha se
clasifican en, 4 linajes y 9 sublinajes. Linaje A, que incluye a los sublinajes
Al, A2, A3 (anteriormente conocidas como europeas) y A4 (asiatica).
Linaje B, sublinajes B1 (Afrla) and B2 (Afrlb). Linaje C (africana-2). Linaje
D, sublinajes D1 (norteamericana, NA1), D2 (asidtico-americana, AA2) y
D3 (asiatico-americana, AA1l). La secuenciacion de la region LCR se utiliza
con frecuencia para clasificar la diversidad intra-tipica y los linajes de las
variantes, debido a que esta region es la menos conservada y es la que
mayor diferencia presenta en su secuencia de nucledtidos entre los
diferentes genomas de VPH. La secuenciacion completa del gen E6 junto
con la region LCR es utilizada a fin de que las mismas sean comparables
con la clasificacion de variantes en base a la secuenciacion completa del
genoma del VPH 16. Por ello, el objetivo fue optimizar dos PCRs
convencionales a fin de amplificar la region no codificante LCR y el gen E6.
Para ello se utilizaron muestras positivas para HPV 16, y se utilizaron
cebadores capaces de amplificar la region LCR y el gen E6 de las diferentes
variantes del VPH 16.

Metodologia

La optimizacion de las PCRs se realizé utilizando muestras positivas para
VPH 16 y cebadores capaces de amplificar la region LCR y el gen E6 de las
diferentes variantes del VPH 16. Para la amplificacion de la regiéon LCR se
utilizd cebadores descriptos por Xi et al 2017 y para el gen E6, cebadores
descriptos por Cornet et al 2012.

A continuacion se citan los cebadores, las secuencias, las posiciones de
pares de bases y el tamano del producto de amplificacion a obtener.

Tabla 1. Secuencias de cebadores, posicion en el genoma del VPH 16 y tamafo del producto de amplificacion
esperado.

Figura 1. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de productos amplificados de VPH 16 con cebadores
LCR1 y LCR2 utilizando una temperatura de alineamiento de 549C. Carril 1 Marcador de pares de base. Carriles
2-7 se utilizo Buffer HF y del 8-13 Buffer GC. En los carriles 2,3 8 y 9 se sembraron productos amplificados de
460 pba, obtenidos mediante cebadores LCR1. En los carriles 5,6, 11y 12 se sembraron productos amplificados
de 621 pba obtenidos mediante cebadores LCR2

LCR 1F ACCCACCACCTCATCTACCTCTACAA 7101-7126 460 pba
LCR 1R ATTTGGCACGCATGGCAAGCAGGAA 7560-7536
LCR2F CATGCTTTTTGGCACAAAATGTGTTTT 7465-7491 621 pba
LCR2F ATATCATGTATAGTTGTTTGCAGCTCT 180—-154
E6F CGAAACCGGTTAGTATAA 52-69 524 pba
E6R GTATCTCCATGCATGATT 558-575
Ambas PCRs fueron probadas siguiendo las recomendaciones del

fabricante de la enzima ADN polimerasa utilizada, iProof High-Fidelity
DNA Polimerase de la marca Bio-Rad, en una reaccion con volumen final
de 50uL con concentraciones finales de 1X Buffer (1,5mM de MgCl,),
200uM de dNTP, 0,2uM de cada cebador y 0,02U/uL de iProof DNA
polimerasa.

Para cada par de cebadores se probaron diferentes temperaturas de
alineamiento. Para los cebadores LCR1 y LCR2 se probaron las
temperaturas de 54, 57 y 602C. Para los cebadores E6 se probaron las
temperaturas de 48, 50 y 529C.

A continuacion se describe el programa de termociclado utilizado.

Tabla 2. Programa de termociclado utilizado.
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Resultados

En las figuras del 1-4 se pueden observar los productos amplificados
obtenidos de la region LCR y el gen E6 del VPH 16 en diferentes
condiciones de temperatura de alineamiento y con diferentes buffers.
Para la amplificacion de la region LCR y el gen E6 del VPH 16, se
observaron mejores resultados a una temperatura de alineamiento de
57°C y 50°C, respectivamente. La concentracion de MgCl2 utilizada en
ambas reacciones fue de 1,5mM, la de dNTP 0,2mM vy la de cebadores
0,2uM, teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante de la
enzima ADN polimerasa utilizada..
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Figura 2. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de productos amplificados de VPH 16 con cebadores
LCR1 y LCR2 utilizando una temperatura de alineamiento de 572C. Carril 1 Marcador de pares de base. Carriles
2-7 se utilizé Buffer HF y del 8-13 Buffer GC. En los carriles 2,3 8 y 9 se sembraron productos amplificados de
460 pba, obtenidos mediante cebadores LCR1. En los carriles 5,6, 11 y 12 se sembraron productos
amplificados de 621 pba obtenidos mediante cebadores LCR2.
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Figura 3. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de productos amplificados de VPH 16 con cebadores
LCR1 y LCR2 utilizando una temperatura de alineamiento de 602C. Carril 1 Marcador de pares de base. Carriles
2-7 se utilizo Buffer HF y del 8-13 Buffer GC. En los carriles 2,3 8 y 9 se sembraron productos amplificados de
460 pba, obtenidos mediante cebadores LCR1. En los carriles 5,6, 11 y 12 se sembraron productos amplificados
de 621 pba obtenidos mediante cebadores LCR2.
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Figura 4. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de productos amplificados de VPH 16 con cebadores
E6, produciendo un producto de amplificacion de 524pba. En los carriles del 2-7 se sembraron los productos de
amplificacidon obtenidos utilizando una temperatura de alineamiento de 482C, del 8 al 13 de 502C y del 14-19
de 522C. En los carriles 2,3,4 8, 9, 10, 14, 15 y 16 se sembraron productos obtenidos con la utilizacion del
Buffer HF y en los carriles 5,6, 7, 11,12, 13, 17, 18 y 19 Buffer GC.

Conclusion.

La optimizacion de las reacciones para amplificar la region LCR y el gen E6
del VPH16, se realiza con el fin de determinar las variantes de VPH 16
mediante |a secuenciacion de ambas regiones. Posteriormente se
pretende evaluar la funcionalidad y la actividad transcripcional de Ia
region no codificante LCR a fin de relacionarla con la patogénesis cervical,
considerando que existe evidencia respecto a los diferentes linajes y la
capacidad de patogénesis cervical.
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