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Resumen

La infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo es una
condicién mayormente asociada al cancer de cuello uterino, el cual representa una de las
principales causas de muerte en mujeres a nivel mundial. EI VPH podria
ocasionar cambios del proteoma celular y tales cambios en proteinas podrian ser
utilizados como biomarcadores que permitan un diagnéstico mas eficaz de infecciones
tempranas, especialmente en caso de la sospecha de una infeccién de alto riesgo. El
objetivo de este estudio fue determinar si existen variaciones en la expresion de proteinas
constitutivas del tracto genital femenino en presencia del VPH de alto riesgo. El
procedimiento empleado fue: a) utilizar el mejor método para colectar la muestra entre
hisopado y lavado vaginal, b) extraer ADN, amplificar secuencias de VPH y observar el
producto por electroforesis c¢) extraer proteinas de las muestras y d) determinar el
proteoma celular mediante electroforesis bidimensional. Se estudié un pool de cuatro
muestras sanas y se compard con otro pool similar de muestras con VPH de alto
riesgo.Los resultados indicaron que la toma de muestra con lavado proporciona una
mayor cantidad y calidad de ADN en comparacién con hisopado tradicional, lo cual podria
conducir a diagnosticos moleculares mas precisos, ya que se pueden disminuir los falsos
negativos. Esto se comprobd cuando se realizaron ensayos para la deteccion de VPH, en
los cuales se determind que muestras negativas por el método de hisopado fueron
positivas por el método de lavado, siendo estos resultados estadisticamente
significativos. Los valores de porcentaje de rendimiento de extraccién de proteinas fueron
muy variables para las muestras que conformaban los pooles de muestras sanas e
infectadas. Esto pudo deberse al método utilizado y/o por el tipo de muestra empleado.
Adicionalmente, se observo, aunque con una resolucion media, una diferencia entre los
patrones proteicos de las muestras positivas y negativas para VPH lo cual sugiere que la
infeccion por VPH tiene un efecto en la expresion de proteinas encontradas en el fluido

cérvico-vaginal.

Palabras clave: Fluido cérvico-vaginal, virus del papiloma humano, electroforesis

en dos dimensiones.



Abstract

Virus infection by high risk Human Papilloma Virus (HPV) is a condition most
commonly associated with cervical, which represents one of the leading causes of death in
women worldwide cancer. HPV may cause cellular proteome changes and such changes
in proteins could be used as biomarkers to more effective diagnosis of early infections,
especially in case of suspicion of infection of high risk. The aim of this study was to
determine whether there are variations in expression of constituting proteins of the female
genital tract in the presence of high-risk HPV. The procedure used was: a) use the best
method to collect the sample from swab and vaginal washing, b) extracting DNA,
amplifying HPV sequences and observe the product by electrophoresis c) extracting
proteins from samples and d) determine the cell proteome by two-dimensional
electrophoresis. A pool of four healthy samples was studied and compared with a similar
pool of samples with high risk HPV. The results indicated that the sample of vaginal
washing provides greater source and quality DNA compared to traditional swabbing, which
could lead to more accurate molecular diagnostics since they can reduce false negative.
This was confirmed when testing for HPV detection in which it was determined that
negative samples by swabbing method were positive by washing method, these results
were statistically significant. The values of percent yield of protein extraction were highly
variable for samples that made up of pools from healthy and infected samples. This might
be due to the method used and / or the type of sample used. It was also observed,
although to a medium resolution, a difference between the protein patterns of positive and
negative samples HPV suggesting that HPV infection has an effect on the expression of

proteins found in the vaginal cervical fluid.

Keywords: cervical-vaginal fluid, human papilloma virus, two-dimensional

electrophoresis.
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1.- INTRODUCCION

El tracto genital femenino es un complejo organo el cual esta expuesto
constantemente a microorganismos que condicionan la aparicion de infecciones,
los cuales ingresan a traves del area mas externa del tejido (Quayle, 2002), sin
embargo, las incidencias de infecciones son relativamente escasas debido a que
el tracto genital femenino ha desarrollado efectivos mecanismos de defensa
(Zegels et al., 2009). Entre estos mecanismos destaca la presencia de una
mucosa secretada a través de glandulas que recubren el tejido del exocérvix
(Zegels et al., 2009). Esta mucosa es denominada fluido cérvico-vaginal (FCV) y
previene la infeccion causada por microorganismos perjudiciales que ingresen al
tracto genital femenino mediante el lavado de la superficie de las células
epiteliales o por la accion de las proteinas con funcién inmuno-defensiva
presentes en el mismo (Zegels et al., 2009). El FCV posee una gran importancia
diagndstica en el campo de la ginecologia ya que en dicho fluido se encuentran
proteinas encargadas de la defensa y respuesta inmune del tracto genital
femenino. Estas proteinas pueden presentar cambios en sus niveles de expresion

debido a una infeccion determinada (Di Quinzo et al., 2007).

Entre los microorganismos mas perjudiciales para la salud de la mujer se
encuentra el virus del papiloma humano (VPH), especificamente aquellos con
genotipos de alto riesgo, denominados asi por las variaciones gendmicas que
poseen en comparacion con otras cepas y la produccion lesiones intraepiteliales
gue pueden evolucionar en neoplasias o carcinomas (Cruz et al., 2013). ElI VPH
causa una enfermedad de transmision sexual ampliamente distribuida a nivel
mundial, con una alta frecuencia (44 %) (Atencio, 2008). Las estadisticas
proporcionadas por El Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos
de América (CDC, siglas en inglés) enel 2013 mostraron que la prevalencia de
infecciones con VPH a nivel mundial permanece en 42,5 % (Center for Disease
Control and Prevention, 2015).



Se ha demostrado que el VPH es responsable de producir lesiones que
generalmente anteceden al cancer del cuello uterino. Las cuales podrian alterar la
regulacion de los mecanismos enzimaticos que tienen distintas funciones en el
tracto genital femenino (Raemdonck et al., 2014). Esta posible alteracion podria
reflejarse en cambios del proteoma celular, el cual es muy dindmico y depende de
la expresidn de proteinas constitutivas e inducibles. Tal expresiéon es medida de la
capacidad de respuesta celular a los estimulos del entorno. Para lograr comparar
la expresion de las proteinas presentes en el FCV en presencia y ausencia de
infecciones por VPH éste proyecto emplea la electroforesis en dos dimensiones o
bidimensional. Esta técnica es ampliamente utilizada en protemica para separar
proteinas en funcién de su punto isoeléctrico y su masa molecular (Voet et al.,
2007). Con este método, es posible identificar con gran sensibilidad un conjunto
de proteinas expresadas por una célula frente a diferentes tipos de condiciones

experimentales (Voet et al., 2007).

2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tracto genital femenino incluye la vagina y el cuello uterino. Este 6rgano es
una zona propensa a ser invadida por patégenos y por ende, desarrollar
infecciones. Esos patdgenos entran a las células del epitelio genital a través de las
mucosas segregadas por dichas células sin embargo, la incidencia de estas
infecciones es relativamente baja debido a que el tracto genital femenino cuenta
con un mecanismo de defensa que consiste en flora bacteriana benéfica propia y
asi como proteinas con actividad inmuno-defensivas. Las proteinas halladas en
las mucosas del epitelio vaginal son numerosas, poseen diferentes tipos de
funciones, y su expresion esta sujeta a variaciones entre individuos y a otros
factores bioldgicos como el nivel de higiene, edad, menstruacion, embarazo,
relaciones sexuales recientes y la presencia de infecciones bacterianas o virales
(Zegels et al., 2009).



El fluido cérvico-vaginal posee una gran importancia diagnostica en el campo
de la ginecologia ya que en dicho fluido se encuentran proteinas encargadas de la
defensa y respuesta inmune del tracto genital femenino. Estas proteinas pueden
presentar cambios en sus niveles de expresidon debido a una infeccion
determinada (Di Quinzo et al., 2007)

El Virus del Papiloma Humano (VPH) se asocia a la neoplasia intraepitelial
cervical, lesion que generalmente antecede al cancer del cuello uterino. Este tipo
de cancer es una de las principales causas de muerte en mujeres a nivel mundial
(Zelada y Fando, 2013). El VPH también se asocia a la aparicion de otros tipos de
cancer, algunos de estos en otros epitelios como la boca, pene, vulva, ano y
faringe (Atencio, 2008; Soria et al., 2013). Por otra parte las infecciones por VPH
podrian alterar la regulacion de los mecanismos enzimaticos que tienen distintas
funciones en el tracto genital femenino (Raemdonck et al., 2014). Esta posible
alteracion podria reflejarse en cambios del proteoma celular, el cual es muy
dinamico y depende de la expresion de proteinas constitutivas e inducibles. Tal
expresion se relaciona directamente con la capacidad de respuesta celular a los

estimulos del entorno (Zegels et al., 2009).

En este estudio se determinaron posibles variaciones en la expresion de
proteinas constitutivas del tracto genital femenino en presencia del VPH de alto

riesgo.

3.- JUSTIFICACION

Con la realizacion de este estudio puede determinar la posible variacion en la
expresion de las proteinas constitutivas del tracto genital femenino, como
consecuencia del mecanismo de interaccion del VPH con las células del

hospedador al momento de la transformacion celular. De encontrarse diferencias



significativas en la expresion de una o varias proteinas por parte de las células
infectadas con VPH de alto riesgo con respecto a las células sanas, se
demostraria una alteracion a nivel del genoma de la célula hospedadora. Esta
informacion podria ser usada en la formacién de un modelo que explique en
detalle las vias metabdlicas que sigue una célula normal para transformarse en un
tumor maligno en presencia del VPH. Ademas, se permitiria el desarrollo de
técnicas que permitan monitorear el estado y la progresion de una lesion
intraepitelial, a fin de tomar las medidas de prevencién y tratamiento necesarias.
Por otra parte, futuros estudios pueden ser dirigidos a la identificacién de proteinas
cuya expresion presente la mayor variacion entre las células infectadas con VPH
de alto riesgo con respecto a las células sanas. Estas proteinas podrian ser
utilizadas como biomarcadores, permitiendo un diagndstico mas efectivo en el
caso de infecciones en estadios tempranos, especialmente en caso de la

sospecha de una infeccion de alto riesgo.

4.- EL OBJETIVO GENERAL

Comparar la expresion de proteinas del epitelio vaginal y cervical en mujeres
con y sin infeccion por VPH.

4-1 Objetivos Especificos

» Determinar entre el lavado vaginal y el hisopado vaginal cual es el mejor

meétodo para toma de muestras del cuello uterino.

= Optimizar la extraccion de proteinas del epitelio vaginal y cervical.

= Optimizar la separacion de proteinas del epitelio vaginal y cervical mediante
una electroforesis en 2 dimensiones (isoelectroenfoque-PAGE).



= Comparar el perfil proteico del epitelio vaginal y cervical sin VPH y con VPH de

alto riesgo.

5.- MARCO TEORICO

5.1 El Fluido cérvico-vaginal

El tracto genital femenino es un complejo 6rgano el cual se encuentra
subdividido en 3 areas que desde la mas externa hasta la mas interna son: a) La
vagina infértil y exocérvix; b) El endometrio fértil y las trompas de Falopio; y c) El
endocérvix (Quayle, 2002). El tracto genital femenino es propenso y esta expuesto
constantemente a agentes patdgenos que entran a través del area mas externa
(vagina y exoceérvix). Sin embargo, las incidencias de infecciones son
relativamente escasas debido a que el tracto genital femenino ha desarrollado un
efectivo mecanismo de defensa (Zegels et al., 2009). Este mecanismo de defensa
consiste en: a) Una flora bacteriana asociada que inhibe el crecimiento de
bacterias patdgenos; b) Presencia de Linfocitos T e inmunoglobulinas de tipo A e
IgG; y ¢) La secrecion de una mucosa a través de glandulas que recubren el tejido
del exocérvix (Zegels et al.,, 2009). La mucosa secretada por el exocervix es
denominada fluido cérvico-vaginal y previene la infeccion causada por los
patdgenos que entren al tracto genital femenino. Esto es posible mediante el
lavado de la superficie de las células epiteliales o por la accidon de las proteinas
presentes en el fluido (Zegels et al., 2009). Estas proteinas pueden presentar
cambios en sus niveles de expresion debido a una infeccion determinada (Di
Quinzo et al.,, 2007). Los cambios en la expresion de las proteinas del fluido
cérvico-vaginal en muestras con sospecha o confirmacion de una infeccion,
conducen a la elaboracibn de estudios que permiten la bulsqueda de
biomarcadores eficientes para el diagnostico temprano de dichas infecciones (Di
Quinzo et al., 2007; Mitra y Beigi, 2015).



Otras caracteristicas del fluido cérvico-vaginal que lo hacen ideal para los
estudios de protedmica son, la facilidad de recoleccion de la muestra (sin
necesidad de métodos invasivos para la paciente) (Raemdonck et al., 2014) y por
otra parte, que el dérgano reproductor femenino es el que desencadena la
respuesta inmune presente en la muestra (Zegels et al., 2009). Se ha demostrado
que, al igual que las mucosas secretadas por el epitelio gastrointestinal, las
mucosas del epitelio del tracto genital femenino poseen proteinas con actividad
antimicrobiana e inmunoldgica (Quayle, 2002). Algunas de las proteinas y péptidos
con actividad antimicrobiana en el fluido cérvico vaginal son las defensinas,
lactoferrina, catelidicina, lisozimas y las antileucoproteinasas (Zegels et al., 2009).
Las proteinas que se hallan comunmente en el fluido cérvico-vaginal son
denominadas proteinas constitutivas. La expresion de las proteinas constitutivas
puede variar entre mujeres debido a la accion de diversos factores como la edad,
etapa en el ciclo menstrual, presencia de embarazo, frecuencia de relaciones
sexuales y presencia de infecciones con patdgenos de transmision sexual como la
Chlamydia tracomatis, Ureaplasma urealyticum, Virus de Inmunodeficiencia

Humana, Virus del Papiloma Humano, entre otros (Zegels et al., 2009).

5.2 Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus de ADN de doble cadena
que pertenece a la familia Papillomaviridae del Género Papillomavirus. Este virus
se caracteriza por poseer un genoma con marcos de lectura abiertos (ORF’s) que
codifica la expresion de 7 proteinas no estructurales tempranas (E1-E7) y 2
proteinas estructurales tardias (L1 y L2) (Cruz et al., 2013). Se ha evidenciado que
durante el acto sexual con un individuo infectado, el microtrauma del epitelio
genital (en particular en la zona en transformacion del epitelio cervical) expone a
las células basales ante el virus, permitiendo la unién entre las glicoproteinas
receptoras de la célula basal con la proteina de la cpside viral L1 (Rivera et al.,

2009; Sanabria, 2009; Lopez y Lizano, 2006). Estos receptores son las integrinas



a-6 y heparan sulfato (Sanabria, 2009; Lopez y Lizano, 2006), éste ultimo esta
asociado para algunos tipos de VPH de alto riesgo (Knappe et al., 2007; Rivera et
al., 2009; Dasqupta et al., 2011).

El VPH esta clasificado en aproximadamente 100 genotipos (debido a las
variaciones en su genoma) que a su vez, se clasifican en 2 grupos; alto y bajo
riesgo. El VPH causa una enfermedad de transmisién sexual ampliamente
distribuida a nivel mundial, con una alta frecuencia (44%) (Atencio, 2008). Las
estadisticas proporcionadas por El Centro de Control de Enfermedades de los
Estados Unidos de América CDC (siglas en inglés) en el 2013 mostraron que la
prevalencia de infecciones con VPH a nivel mundial permanece en 42,5% y que
esta incidencia esta sujeta a factores culturales y econdmicos (Center for Disease
Control and Prevention, 2015). Las infecciones por VPH producen lesiones
similares a verrugas (condicion conocida como condiloma acuminado) en las
mucosas del epitelio (boca, pene, vagina y ano). Cuando las lesiones presentan
esta naturaleza se les clasifica dentro del grupo de VPH de bajo riesgo pero
cuando las lesiones evolucionan en una neoplasia o carcinoma se clasifica dentro
del grupo de VPH de alto riesgo (Cruz et al., 2013).

Las infecciones por VPH de alto riesgo son responsables de la aparicion de
tumores en la zona ano-genital e incluso faringea en el ser humano. En mujeres
producen cancer de cuello uterino siendo éste, el agente principal de mortalidad
femenina a nivel mundial (Carrillo et al., 2010). Cerca del 90% de las biopsias de
cancer cervical son positivas en los ensayos de deteccion de VPH (Zelada y
Fando, 2013). Cuando los oncogenes E6 y E7 del VPH interacttan con el genoma
de la célula huésped ocurre la transformacién de una célula normal a una célula
maligna. La proteina E6 esta implicada en la inhibicion de la apoptosis alterando
los mecanismos dependientes e independientes de p53 (Lizano et al., 2009);
mientras que la proteina E7 se une y desestabiliza a la proteina supresora de

tumores Rb (pRb) evitando la inactivacion de la proteina E2F. Esta falta de



inactivacion trae como consecuencia la alteracion de los complejos que permiten
la replicacion del ADN, divisibn acelerada de las células y sobre expresién del
producto del gen cdkn2A (la proteina p16™**) (Rangel et al., 2013; Aguilar, 2014).
La proteina p16 induce al paro del ciclo celular a través de p53, pero las proteinas
virales E6 y E7 degradan a p53 e interfieren con pRb, permitiendo que se omita el
proceso de paro del ciclo celular y continde la proliferacion a pesar de los altos
niveles de p16 (Smith et al., 2010; (Rangel et al., 2013; Lizano et al., 2009).

Se ha demostrado que en infecciones con VPH de alto riesgo existe una
sobre expresion de la proteina p16™** en células epiteliales infectadas lo cual la
hace un biomarcador eficiente para el diagnostico de VPH (Smith et al., 2010;
Raemdonck et al., 2014).

Las proteinas E6 y E7 también pueden alterar el funcionamiento normal de
pequeias secuencias de ARN denominadas micro ARN (miRNA) que regulan la
expresion post transcripcional de algunos genes (Honegger et al., 2015). Entre
estos genes se encuentran algunos que juegan un papel fundamental en el ciclo
celular, por lo que estos miRNA tienen una funcion supresora de tumores, pero al
estar alterados por la actividad de las proteinas E6 y E7 pasan a ser miRNAs con

actividad oncogénica (Honegger et al., 2015).

Otro cambio que produce el VPH en las células del huésped es la hiper-
metilacién del genoma generando el silenciamiento diversas secuencias de genes
gue pueden alterar la expresion de las proteinas traducidas por esos genes
(Schlecht et al., 2014).

5.3 Precipitacion de proteinas por adicion de Aceto  na

Una proteina se compone de uno o mas polipéptidos plegados y enrollados en

conformaciones especificas que a su vez estdn compuestos de polimeros de



aminoacidos. Los aminoacidos son moléculas organicas portadoras de grupos
carboxilo y amino, unidos a un atomo de hidrégeno y un grupo variable
simbolizado por la letra R (Campbel y Reece, 2007). Los grupos carboxilo y amino
al ser ionizables les confieren propiedades de polielectrolitos anféteros a las
proteinas. En pocas palabras, las proteinas pueden variar sus propiedades
eléctricas dependiendo en el medio en que se encuentran disueltas, actuando
como cationes complejos, zwiteriones y aniones proteicos (Macarulla y Gofii,
2002).

Estas propiedades han sido de utilizadas en procesos de aislamiento y
purificacion al permitir una precipitacion selectiva de las proteinas. La precipitacion
selectiva de una proteina viene dada por el grado de solubilidad que posee en un
medio determinado, la cual depende de la fuerza y, composicién ionica, pH,
distribucion y proporcion de grupos hidroéfilos polares e hidréfobos no polares y la
temperatura (Macarulla y Gofii, 2002). Al estar en una solucion polar como el agua
pura, los grupos polares de la proteina interactian con las moléculas de agua,
aumentando su solubilidad, impidiendo la formacion de agregados proteicos, pero
con la adicion de solventes organicos menos polares que el agua y miscibles en
esta, se puede disminuir la constante dieléctrica del solvente (en este caso agua)
desplazando las moléculas de agua asociadas con la proteina. Solventes
organicos como la acetona o el etanol disminuyen el grado de hidratacién de los
grupos ionicos superficiales de la molécula proteica, permitiendo la formacion de
agregados y disminucion de la solubilidad de las proteinas que trae como
consecuencia su precipitacion, convirtiendo este método en una herramienta de

purificacion de proteinas, rapida, econdmica y sencilla (Macarulla y Goiii, 2001).

5.4 Cuantificacion de proteinas por el método de Br  adford

El método de Bradford es un método sensible y econdémico que permite la

cuantificacion de proteinas totales de una muestra. Este método utiliza el colorante



Azul Brillante de Coomasie G-250 que produce 2 coloraciones, una roja y otra
azul. La forma roja se convierte en azul después de la union del colorante a una
proteina, formando un complejo colorante-proteina que posee un alto coeficiente
de extincion lo que le confiere gran sensibilidad al método (Voet et al., 2007). El
complejo colorante-proteina se forma por la union especifica del reactivo con los
residuos Arg, Trp, Tyr, His y Phe de las proteinas, el cual presenta un maximo de
absorcion de luz de 595 nm (Bradford, 1976). Mediante una curva de calibracién
utilizando concentraciones conocidas de una proteina patron (albimina de suero
bovino, BSA) se puede conocer la concentracion de la proteina problema (Voet et
al., 2007).

5.5 Electroforesis en dos dimensiones

La electroforesis en dos dimensiones o bidimensional es una técnica utilizada
en protedmica para separar proteinas en funcion de su punto isoeléctrico y su
masa molecular. Con este método, es posible identificar con gran sensibilidad un
conjunto de proteinas expresadas por una célula (Voet et al., 2007). Para lograr
una eficiente separacion de proteinas la electroforesis bidimensional se divide en 3
pasos: 1) el enfoque isoeléctrico (primera dimension); 2) el equilibrado y 3) la
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Gag,
2004; Gorget al., 2007; BioRad®, 2001).En la electroforesis por enfoque
isoeléctrico o isoelectroenfoque, las proteinas son tratadas con compuestos que
reinen ciertas condiciones quimicas y eléctricas como agentes reductores,
agentes caotropicos (urea y tiourea), detergentes no idnicos y una solucién
tampon, los cuales permiten la desnaturalizacion de las proteinas sin alterar las
cargas eléctricas originales ni el pH de las mismas (Gdg, 2004; Goérget al., 2007;
BioRad®, 2001). Una vez iniciada la primera dimensién las proteinas con cargas
netas positivas y negativas migraran en un campo eléctrico hasta que alcancen su
punto isoeléctrico en el cual permaneceran inméviles. Este campo eléctrico se

establecerad en un gel de poliacrilamida especial que posee un gradiente de pH
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gue varia desde un extremo béasico hasta uno &cido debido a la integracion de
compuestos quimicos unidos a la matriz del gel (Gég, 2004; Gorget al., 2007,
BioRad®, 2001). Este gradiente de pH puede ser modificado para establecer un
rango de separacion mediante el uso de pequefios polimeros de carga multiple
llamados polianfolitos, que también permiten aumentar la solubilidad de las
proteinas en las tiras de isoelectroenfoque al impedir la formacién de agregados
proteicos debido a las interacciones de los grupos cargados (Gog, 2004; Gorget
al., 2007; BioRad®, 2001).

Una vez culminada la primera dimension, las proteinas deben ser sometidas a
un proceso de equilibrado antes de ser separadas en funcion de su peso
molecular, para ello, son tratadas con el detergente anionico dodecilsulfato sédico
(SDS) para modificar su carga negativamente; ademas las proteinas son tratadas
con compuestos como el ditiotreitol (DTT) y la iodoacetamida para reducir y
alquilar puentes di sulfuro y grupos sulfhidricos (respectivamente) (Gorg et al.,
2007). Una vez finalizado el equilibrio, las proteinas son separadas en funcién de
su peso molecular en la segunda dimension, utilizando un diferencial de voltaje en
direccion perpendicular con respecto al gel de la primera dimension. Para finalizar
una electroforesis bidimensional y observar los resultados del estudio en cuestion,
se puede resumir el paso final en los siguientes protocolos: A) tincion, al utilizar un
colorante que posea afinidad por las proteinas como el azul de comassie o el
nitrato de plata; B) revelado donde el gel tefiido es tratado con soluciones de
compuestos quimicos que remueven el exceso de colorante del gel, dejando solo
tefiidas a las proteinas; C) fotografiar y analizar, utilizando un densitometro que
pueda tomar una fotografia del gel creando una imagen digital del mismo la cual
pueda ser analizada por un software integrado al equipo que permita establecer
una relacion o patrén en la separacion de los puntos que representan a las
proteinas y emitir una conclusion basada en la significancia del posterior analisis
estadistico realizado por el mismo software (Gog, 2004; Gorget al., 2007;
BioRad®, 2001).
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6.- ANTECEDENTES

Raemdonck y colaboradores en el 2014 en su trabajo titulado Identification of
Protein Biomarkers for Cervical Cancer Using Human Cervicovaginal Fluid,
identificaron por espectofotometria de masa proteinas expresadas en el fluido
cérvico-vaginal en pacientes con infecciones de VPH de alto y bajo riesgo, que
pueden ser utilizadas como biomarcadores de diagnostico. Entre las cuales las
mas prometedoras fueron alfa-actinina-4 y las isoenzimas piruvato quinasas M1y
M2.

Zegels y colaboradores en el 2009 analizaron las proteinas encontradas en el
fluido cérvico vaginal en el trabajo titulado Comprehensive proteomic analysis of
human cervical-vaginal fluid using colposcopy samples, demostrando que existe
variacion entre las proteinas expresadas por cada paciente pero que la expresion
de proteinas con actividad anti-microbiana y de defensa como beta-defensina
humana 2, catledicina, glicodelina y la ribonucleoproteina A permanece constante.

Entre las proteinas encontradas mencionan.

Quayle (2002) en su trabajo titulado The innate and early immune response to
pathogen challenge in the female genital tract and the pivotal role of epithelial cells,
explico las caracteristicas y propiedades de las proteinas encontradas en el fluido

cérvico vaginal con actividad inmuno-defensiva en presencia de patdgenos.

Schlecht y colaboradores en su trabajo del 2014 titulado Epigenetic changes in
the CDKN2A locus are associated with differential expression of P16INK4A and
P14ARF in HPV-positive oropharyngeal squamous cell carcinoma, demostraron
gue en infecciones de VPH de alto riesgo la lineas celulares infectadas
presentaron cambios epigenéticos relacionados con la hiper-metilacion del

genoma produciendo cambios en la expresion de algunas proteinas.
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Sartor y colaboradores (2011) en su trabajo titulado Genome-wide methylation
and expression differences in HPV(+) and HPV(-) squamous cell carcinoma cell
lines are consistent with divergent mechanisms of carcinogénesis, demostraron
gue las lineas celulares infectadas con VPH de alto riesgo presentaron una hiper-
metilacion en su genoma lo que conlleva a la formacion de un tejido maligno a
diferencia de otras lineas celulares de tejidos malignos que no estaban infectados
con VPH.

7.- MARCO METODOLOGICO

7.1 Toma de muestras de Fluido Cérvico-Vaginal (FCV )

Se compard entre 2 métodos de recoleccion de muestras de fluido cérvico-
vaginal, estos fueron: El hisopado tradicional y el lavado vaginal. El hisopado se
caracteriza por la introduccion de un hisopo estéril al saco vaginal posterior y al
canal endocervical para extraer el fluido cérvico-vaginal con movimientos
rotatorios suaves (Méndez, 2012).

El método de lavado se caracteriza por ser un método alternativo que
consiste en introducir al cuello uterino una jeringa con agua estéril 0 solucién
fisiolégica (NaCl 80 %; pH 7) con la cual se lavan las paredes del mismo para la
extraccion de fluido, posteriormente se introduce un hisopo estéril y se pasa con
movimientos rotatorios suaves sobre el area previamente lavada (Aguiar,
Comunicado personal). Esta alternativa de lavado-hisopado supone una mayor

extraccion de muestra (fluido) para diagnésticos.

Se recolectaron 100 muestras que pertenecieron a mujeres que firmaron
voluntariamente un consentimiento informado dado por el Comité de Bioética del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (BIOMED). Las muestras consistieron en

una mezcla de solucién salina de lavado y fluido cérvico-vaginal (~4mL), éstas
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fueron recolectadas en el laboratorio clinico CienPlus Salud ca, ubicado en

Maracay Edo. Aragua.

Las muestras procesadas en la investigacion debian cumplir con un criterio de
inclusion principal que fue de: a) Un grupo de 4 muestras positivas para
infecciones por VPH Unicamente de alto riesgo, b) Un grupo de 4 muestras
negativas para infeccion por VPH y c¢) Sin presencia de infecciones de otro tipo de
patdgenos de transmision sexual, para garantizar que la respuesta inmune del
tracto genital femenino, como las posibles variaciones del proteoma estuvieran
influenciadas por el VPH. El objetivo de poseer un grupo de 4 muestras para cada
condicion fue para organizarlas en pooles garantizar obtener la mayor cantidad de

proteinas para los ensayos de electroforesis en dos dimensiones.

Cumplido el criterio de inclusion principal se plantearon los siguientes criterios
de inclusion secundarios: a) Seronegatividad para infeccion por VIH, b) sin
lesiones intraepiteliales, ¢) edad reproductiva entre 25-35 afos, d) sin tratamiento
hormonal, €) no embarazadas y f) sexualmente activas pero sin relaciones

sexuales 48 horas antes de la toma de muestra.

Para definir el éxito de ambos métodos se utilizaron los siguientes parametros:
a) Cantidad de ADN recolectado; b) Calidad del ADN recolectado; c) Los
resultados en ensayos de PCR, incluyendo la reduccion de falsos negativos y d) la
concentracion de proteinas totales que proporcionaron un metodo con respecto al

otro.

7.2 Extraccion de ADN de muestras de FCV

Se realizé una extraccion de ADN de aproximadamente 1 uL de solucién de
FCV para las 100 muestras recolectadas por ambos métodos para realizar los
analisis de comparacion. Primero con una pinza de metal se sujetd el hisopo

dentro del tubo y se agitd la solucion para homogenizar y se retird el hisopo,
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asegurandose de limpiar los restos de solucion con las paredes del tubo. Se
tomaron 400 yL de muestra y se depositaron en tubos eppendorf (el resto del
material fue identificado y almacenado en nevera). Se agregaron a las muestras
450 pL de tampodn de extraccion de ADN (Tris-HCI 50mM, EDTA 2mM, pH 8,0) y
30 pL de proteinasa K. Se mezclaron en vértex hasta que la solucion se observo
turbia. Luego se incubaron los tubos a 55 °C en bafio de Maria durante 1 hora.
Una vez finalizado el tiempo de incubacion se clarifico la solucion mediante una
centrifugacion rapida y se agregaron 300 uyL de fenol-cloroformo. Después se
realizd un toque de vortex y se centrifugaron las muestras a 793,5 g durante 5
minutos. Al finalizar el tiempo, se tomoO el sobrenadante de cada solucion y
trasvaso a otro tubo identificado al que se le agregaron 300 pL de fenol-cloroformo
(para cada muestra). Se homogenizé en el vortex, se centrifugaron las muestras a
793,5 g durante 5 minutos y se tomo el sobrenadante (con cuidado de no arrastrar
parte de la interfase) y se trasvasé a un tubo (esto se realiz6 para todas las
muestras). Luego a los nuevos tubos se les agregé 300 pyL de cloroformo y se
centrifugaron nuevamente a 793,5 g durante 5 minutos. Al finalizar el tiempo se
trasvaso el sobrenadante a un nuevo tubo identificado (esto se realizé para cada
muestra) y se le agregaron 700 pL de etanol al 100 % mas 30 pyL de NaCl (5M),
luego se agitd por inmersion y se refrigeraron las muestras en un congelador a -20

°C durante 12 horas.

Al finalizar las 12 horas se centrifugaron las muestras a 20.160 g durante 15
minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante con mucho cuidado. Luego se
realizé un lavado con etanol al 70 %, se mezclé por inmersion y se centrifugd a
20.160 g durante 7 minutos a 4 °C y se descarté el sobrenadante. Las muestras
se dejaron secar en un concentrador al vacio durante 15 minutos, luego fueron
resuspendidas en 70 yL de H,O libre de nucleasas y se dejaron en reposo
durante 30 minutos. Por ultimo se midié la absorbancia a 260 y 280 nm en un

espectrofotbmetro para determinar la calidad y concentracion de ADN.
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7.3 Precipitacién con Acetona

Las muestras de FCV recibidas en el laboratorio estaban contenidas en tubos
de 10 mL. Estos Tubos contenian ~4 mL de solucion de lavado con fluido cérvico-
vaginal y el hisopo. Los tubos fueron centrifugados a 15.000 g durante 2 minutos
con el fin de separar la mucosidad de la solucion, y se tomaron alicuotas de 500
ML (4 o 6 alicuotas para 2 y 3 mL, respectivamente), reservando 1 mL para la

determinacion de VPH, genotipo e infecciones comunes.

Paralelamente, se tomaron 20uL de una de las fracciones para realizar una
medicion de absorbancia a 280 nm y obtener una concentracion parcial de
proteinas. Por otra parte, la alicuota de 20 uL fue utilizada para un ensayo de
Bradford para determinar el rendimiento de la extraccién. Se precipitaron las
fracciones afiadiendo el doble de volumen de acetona pura fria (1000 uL) y se
dejaron incubando por 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas, se
centrifugaron las fracciones por 20 minutos a 20.160 g. El precipitado obtenido fue
lavado y resuspendido en 250 uyL de acetona al 80% para lavar las sales.
Adicionalmente, se realiz6 otra medicion de absorbancia a 280 nm del
sobrenadante para comprobar el éxito de la precipitacion. Luego el precipitado
resuspendido se trasvasd en otro de los tubos que contenia una fraccion de
proteinas precipitadas y fue resuspendido de la misma forma para finalmente unir
todas las fracciones en un solo tubo. Las muestras dejaron incubado durante 1
hora en nevera a -20°C. Luego los tubos con sus respectivas fracciones fueron
centrifugados a 20.160 g durante 15 minutos y se descart6 el sobrenadante. Para
asegurarse de obtener un mejor lavado de las sales se realiz6 otro lavado con
acetona al 80% y se repitieron los 2 ultimos pasos. Finalmente, el precipitado

obtenido fue resuspendido en 10 pL de acetona pura fria y almacenado a -20 °C.
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7.4 Procesamiento estadistico de los datos de conce ntracion de ADN

Para evaluar cual de los métodos permite mayor recoleccion de ADN se
recurrié a la prueba estadistica de Wilcoxon-Mann-Whitney, la cual es una prueba
no parameétrica utilizada para evaluar si 2 grupos independientes fueron extraidos
de la misma poblacion partiendo bajo el supuesto de que un grupo “X” es mayor
gue el otro (Siegel y Castellan, 1998). Se seleccionaron 95 de las muestras
recolectadas debido a que las primeras 5 muestras fueron recolectadas
Unicamente por el método de lavado (aunque esto no afectd la decision de
utilizarlas para determinar presencia de infeccion por VPH) y no tenian su contra

parte tomada por hisopado para comparar.

Para realizar esta prueba, primero se establecieron las categorias de grupo
“X”y “Y” en los que las muestras obtenidas por lavado fueron el grupo “X” (el cual
se supone gque es mayor) y las muestras obtenidas por el método de lavado fueron
el grupo “Y”. Después los valores de concentraciones de ADN de las muestras
recolectadas por ambos métodos fueron organizados de menor a mayor. Luego se
les asignaron rangos a los valores de concentracion de ADN de ambas categorias
(o métodos) en los que al menor valor de concentracion de ADN le corresponderia
el rango de “1” y al siguiente valor de concentracion de ADN le corresponderia el
rango de “2” y asi sucesivamente para todos los valores de concentracion de ADN.
En caso de haber “empates” valores iguales de concentracion de ADN se realizd
una sumatoria de los rangos a los que corresponden esas concentraciones de
ADN empatadas y se dividieron entre el nimero de rangos (por ejemplo los rangos
1; 2 y 3 corresponden a 3 muestras con la misma concentracion de ADN, si se
suman 1 mas 2 mas 3 es igual a 6, el cual se divide entre el nimero de rangos
gue poseian la misma concentracion que eran 3, da igual a 2, por lo que el rango

gue se le asignaria a las 3 muestras con la misma concentracion seria de 2).

Luego se realizé una sumatoria de todos los rangos para ambas categorias, sSi

ambas sumatorias resultaran en valores similares indicarian que el supuesto de
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gue una muestra es mayor que otra no se cumplio. Se propusieron el contraste de
hipoétesis donde, la hipotesis nula (Hp) plante6 que ambos métodos recolectan la
misma cantidad de ADN, mientras que la hipoétesis alternativa (H;) plante6 que el
método de lavado recolecta la mayor cantidad de AND vy se fijé el valor critico (a).
Después se calcul6 el estadistico de Wilcoxon Mann-Whitney con su respectiva
férmula para determinar la probabilidad asociada y compararla con el a. Cuando la
probabilidad asociada es menor que a se rechaza la hipétesis nula y si es mayor,

se mantiene.

7.5 Procesamiento estadistico de los datos de ensay  os de PCR de VPH

Para evaluar cual de los métodos permite una mejor deteccidn de infecciones
de VPH, minimizando la aparicion de falsos negativos se recurrio a la prueba de
Ji-cuadrado para 2 muestras independientes, la cual es una prueba no
paramétrica que plantea la hipotesis de que se pueden separar los sujetos de
estudio (las muestras) en grupos diferentes basados en una interaccion causada
por una de las variables (el resultado del ensayo de PCR) (Siegel y Castellan,
1998). Para probar esta hipotesis se cuentan el nUmero de casos de cada grupo
gue caen en las distintas categorias y se compara con la proporcion de casos de
un grupo de las distintas variables, con la proporcién de casos del otro grupo en
las mismas variables. Si las proporciones son las mismas entonces no hay
interaccion, en caso contrario, hay una interaccion (Siegel y Castellan, 1998). Al
igual que en la seccion 7.4, se seleccionaron 95 de las muestras, por la misma

razon.

Para realizar esta prueba, primero se tomaron los datos de la cantidad de
resultados positivos y negativos para los ensayos de PCR de las muestras
recolectadas por ambos métodos para formar las frecuencias observadas. Con los
valores de frecuencias observadas se calcularon las frecuencias esperadas. Para
calcular la frecuencia de resultados positivos esperados para el método de lavado

se multiplico la sumatoria de resultados positivos y negativos del método de
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lavado por el total de resultados positivos y se dividid entre el total de muestras
recolectadas y para determinar la frecuencia esperada de resultados negativos
esperados para este método, se multiplicé6 nuevamente la sumatoria de resultados
positivos y negativos del método de lavado por el total de resultados negativos y
se dividi6 entre el total de muestras recolectadas (este paso se realizd para
calcular también la frecuencia de resultados esperados para el método de

hisopado utilizando sus respectivos valores de resultados observados).

Posteriormente se establecid el contraste de hipoétesis donde, la hipotesis nula
(Ho) planteé que ambos métodos obtienen resultados similares para ensayos de
PCR de VPH, mientras que la hipdtesis alternativa (H;) planteé que el método de
lavado obtiene mejores resultados en ensayos de PCR y se fijo el valor critico (a).
Después se calculo el estadistico de Ji-Cuadrado para 2 muestras independientes
con la férmula respectiva, se determind su probabilidad asociada y se comparo
con a. Cuando la probabilidad asociada es menor que a se rechaza la hipotesis

nula y si es mayor, se mantiene.

7.6 PCR para la amplificacion del ADN de VPH enlas  muestras

Este ensay6 se realiz6 para las 100 muestras recolectadas por ambos
métodos durante el proyecto (para cumplir con el criterio de inclusion principal). Se
prepar6 una solucion de reaccion conformada por la mezcla de Tampdn de
reaccion 1X (KCI 10 mM, Tris-HCI 2 mM pH 9,0), dNTP 0,22 mM, MgCl,1,33 mM,
los cebadores MYQ09 y MY11 0,066 pmol/uL (clu) (5-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3 y 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3,
respectivamente, que amplifican la region L1 del genoma viral (Depuydtet al.,
2007)), HLADQ 0,066 pmol/uL, y Tag-ADN polimerasa 0,028 U/uL (Go Taq® DNA
polymerase Promega); en un volumen final de 22,5 uL (el cual se alcanzo
mezclando los componentes de la reaccion con agua desionizada). A uno de los

tubos no se le afiadi6 ADN para ser utilizado como control negativo (PCRmix),
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mientras que a los demas se les afadio la cantidad necesaria de ADN (para
completar el volumen final de 25 uL) proveniente de las muestras de VPH positivo
de alto riesgo. Al ultimo tubo se le afiadié la cantidad necesaria de una muestra de
ADN de VPH16 para ser utilizada como control positivo. Seguidamente, se inicio la
reaccion de PCR con un ciclo de desnaturalizaciéon a 94° C por 4 min; de 2 a 40
ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacién a 94 °C por 15 seg, 55 °C por

30 segy 72 °C por 45 seg respectivamente.

Para comprobar que la muestra de ADN fue amplificada con éxito se realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 2% m/v, con un marcador de tamafio

molecular conocido para comprobar la presencia o ausencia de ADN del VPH.

7.7 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 2% en una solucion de tampon TBE (Tris 0,45
M, Borato 0,44 M, EDTA 0,01 M). EI ADN amplificado se mezclé con tampon de
carga verde (Green Go Taq® Flexibuffer Promega) siguiendo las indicaciones del
fabricante y 1 pL de SYBR® Green (Sigma-Aldrich®) 0,091% v/v, para alcanzar un
volumen final de 11 pL. Se coloco el volumen total de la mezcla (11 uL) en el
pocillo del gel y se corrié a 100 Voltios por aproximadamente 30 min dentro de la
camara de electroforesis (Mini-Sub® cell GT cell,Bio-Rad). Como marcador de
pesos moleculares se utilizé 1 uL de ADN 50pb Step Ladder (Axygen) previamente
mezclado con 3 pL de tampén de verde (Green Go Taq® Flexibuffer Promega)
siguiendo las indicaciones del fabricante y 1 uL de SyBR®green (Sigma-Aldrich®)
0,091% v/v. Las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz ultra violeta

(Molecular Imager® Gel Doc™ XR System.
7.8 Hibridacion en membrana de nylon

Este ensayo se realizé para todas las muestras positivas para infeccion por

VPH con el fin de determinar aquellas que fueran de alto riesgo (criterio de
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inclusion principal).Se desnaturalizaron los productos de amplificacion de la PCR
de VPH (=15 pL) en 110 pL de agua libre de nucleasas durante 5 min a 95 ° C en
un termociclador. Luego se enfrié con hielo la solucion de ADN desnaturalizado a
4 °C y se le afiadi6 110 pyL de tampdén 8X SSPE; 0,4% de SDS previamente
calentada a 50 °C. Durante la desnaturalizacion del ADN, se mont6 el miniblotter
con la membrana previamente preparada con las sondas de los diferentes
genotipos de VPH en cada uno de sus canales y se llenaron éstos con tampéon 2X
SSPE, SDS al 0,1%. Luego se aspir6 el exceso de liquido desde el segundo canal
mas a la izquierda, se aplico el control de VPH16 y se afiadié tampon 2X SSPE,
SDS al 0,1% para llenar el canal y se repitio el procedimiento para todas las
muestras siguiendo el orden de izquierda a derecha. Después se incubo el
miniblotter con la membrana en una estufa durante una hora y media a 50 °C. Una
vez finalizado el tiempo de incubacion se retiré el exceso de liquido de los canales
de la membrana, se desmont6 la membrana e inmediatamente se realizaron 2
lavados con 250 mL de tampon 2X SSPE; 0,5% SDS precalentado a 50 °C en un
recipiente de vidrio durante 10 minutos (cada lavado) y se dejo enfriar con hielo
hasta alcanzar los 42 °C.

Inmediatamente después de los lavados, se coloco la membrana en una bolsa
de sellado con solucién de estreptavidina-peroxidasa diluido en 20 mL de tampo6n
2X SSPE; SDS al 0,5% (siguiendo las indicaciones del fabricante). Luego se selld
la bolsa (evitando la formacion de burbujas) y se incubé bajo el agua en un
recipiente de vidrio a 42 °C durante 45 minutos con agitacion suave. Después se
lavd la membrana dos veces con 250 mL de tampoén 2X SSPE, 0,5% SDS en un
recipiente de vidrio con agitacion suave a 42 °C durante 10 min (cada lavado).
Finalizados los lavados la membrana se lavd nuevamente dos veces durante 5
minutos (cada lavado) con 250 mL de tampon 2X SSPE a temperatura ambiente
en un recipiente de vidrio con agitacion suave y se seco el exceso de liquido hasta
dejar la membrana himeda (sin permitir que se secada). Luego se prepararon 5

ml de solucion de deteccion de ECL® (segun las instrucciones del fabricante) en

21



una transparencia de A5 (esto es el volumen recomendado para el kit de deteccion
ECL® &cido nucleico) y se dej6é incubando la membrana boca abajo durante dos
minutos a temperatura ambiente. Después se secd el exceso de liquido
nuevamente dejando la membrana humeda, se coloc6 la membrana entre dos
laminas de transparencia A5 en un cuarto oscuro bajo luz roja, se afiadié una
pelicula de auto radiografia en la parte superior del conjunto en un casete de

exposicion y se dejé en exposicién durante 12 horas.

Una vez finalizadas las 12 horas se revel6 la pelicula de auto radiografia y se
identificaron los genotipos visualizados mediante el uso de una matriz con

patrones de los genotipos de 34 tipos diferentes de VPH.

7.9 PCR para la amplificacion del ADN de Chlamydia trachomatis y

Ureaplasma urealyticum en muestras de VPH positivo y negativo

Estos ensayos se prepararon para aquellas muestras que cumplieron con la
primera parte del criterio de inclusion principal (sin infeccion por VPH y con
infeccion por VPH de alto riesgo) y cumplir con la segunda parte del criterio de
inclusion principal (sin infecciones por otros patdgenos). Se prepard una solucion
de reaccién similar a la preparada en la seccién 7.6 (volumen final de 22,5 uL),
con la dUnica diferencia de que se utilizaron los cebadores KL1 (5'-
TCCGGAGCGAGTACGAAGA-3’) y KL2 (AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’) 0,356
pMol/uL (c/u) para la amplificacion de C. trachomatis (Jenab et al., 2010).
Mientras que para la amplificacién de U. urealyticum, se utilizaron los cebadores
UMA (5-TTTGTTGTTGCGTTTTCTG-3') 0,28 uMol/uyL y UMS 0,187 (5-
GTATTTGCAATCTTTATA TGTTTTCG -3) pMol/uL (Konget al., 2000). La
solucion se preparé en el volumen necesario para realizar la PCR por cada una de
las muestras, junto con los respectivos controles negativo y positivo. Al igual que
en la seccidn 7.6 las mezclas de reaccién fueron llevadas a un volumen de 25 uL

con las muestras de seleccionadas y el control positivo. Seguidamente se iniciaron
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las reacciones de PCR con ciclos de desnaturalizacion a 94° C por 10 min; 40
ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion a 94 °C por 1 min, 55 °C por
1 miny 72 °C por 1min respectivamente para la de amplificacion de C. trachomatis
y 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C de 30 seg, hibridacién a 52-58 °C por 30

seg Yy elongacion a 72 °C por 1 min para la amplificacion de U. urealyticum.

El éxito de la amplificacion del material genético fue analizado a través de un

gel de agarosa al 2% siguiendo el protocolo mencionado en la seccion 7.7.

Las muestras que cumplieron con la primera parte del criterio de inclusion
principal (positivas para infeccion por VPH de alto riesgo y negativas para
infeccion por VPH) y fueron negativas para la amplificacion de los patdgenos de
transmisién sexual C. trachomatis y U. urealyticum fueron seleccionadas para

formar los pooles de muestras positivas y negativas para VPH.

7.10 PCR con el Kit STD 6 ACE Deteccion para la det eccion de patogenos de

transmision sexual

Para continuar con la segunda parte del criterio de inclusién principal (sin
infecciones por patdgenos de transmision sexual) las muestras que fueron
negativas para infecciones por las bacterias C. trachomatis y U. urealyticum fueron
sometidas una PCR con el Kit STD 6 ACE Detection Seegene Anyplex™ II. Se
prepar6 una solucién de reaccion con los componentes del Kit, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La solucién de reaccion se preparé en un volumen
necesario para realizar la PCR por cada una de las muestras seleccionadas, junto
con un control interno (control negativo), un control positivo y un pool formado por
2 muestras positivas para C. trachomatisy U. urealyticum. Seguidamente, se inicié
la reaccion de PCR con un ciclo de desnaturalizacion a 94° C por 15 min; de 2 a
40 ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion a 94 °C por 30 seg, 63 °C

por 1 miny 30segy 72 °C por 1 min y 30 seg respectivamente.
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El éxito de la amplificacion del material genético fue analizado a través de un
gel de agarosa al 2% siguiendo el protocolo mencionado en la seccion 7.5, con la
Unica diferencia que se utilizé el marcador de peso molecular proporcionado por el

Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Este ensayo permitié seleccionar el grupo de las 4 muestras que conformarian

tanto el pool de muestras sanas como el pool de muestras infectadas.

7.11 Cuantificacion de proteinas por método de Brad  ford

Para separar las proteinas, las muestras que cumplieron completamente el
criterio de inclusion principal y fueron seleccionadas para formar los pooles de
muestras sanas e infectadas, suspendidas en acetona pura fueron centrifugadas a
20.160 g durante 15 minutos, luego se descartd la acetona y las muestras se
dejaron secar en un concentrador al vacio durante 2 minutos para eliminar la
acetona y solo dejar el precipitado de proteinas. Posteriormente las muestras
fueron resuspendidas en 50-100 yL de tampodn de rehidratacion (urea 7 M, tiourea
2 M, triton X-114 al 4% v/v). Paralelamente, se realizd una curva de calibracion
(patrén) utilizando una solucion de BSA 1 mg/mL en la placa de lectura. La curva
se realizd en 6 de los pocillos (por duplicado) de la placa de lectura donde se
preparé un volumen final de 5 yL (concentracion final 1 pg/uL). Los 6 pocillos
correspondieron a concentraciones que fueron desde 0 ug (blanco) hasta 5 pg/yL.
Después se agregaron 250 uL de reactivo de Bradford y se dejo incubando 5 min.

Luego se realizd una dilucion 1:5 de las muestras resuspendidas
seleccionadas y de las alicuotas correspondientes a dichas muestras (1 pyL de
muestra en 4 yL de H,0) y de esta diluciones se tomo 1uL y se llevaron a 5 pyL
con H,O para introducirlos en la placa de lectura (doble dilucion) (factor de dilucién

5). Adicionalmente se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford a las muestras
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seleccionadas y a sus respectivas alicuotas y se midieron las absorbancias con
un filtro de 595 nm en un espectrofotbmetro para placas. Los valores de las
absorbancias fueron proporcionados por el software de lectura Ascent’™ de
Thermo Scientific'™. Con los valores de absorbancia obtenidos se calculé la
concentracion de las proteinas halladas en las muestras y sus respectivas

alicuotas mediante el software de andlisis Insat Graphic™.

Finalmente se armaron los pooles de muestras sanas e infectadas para
asegurar que se obtuviera una concentracion de proteinas suficiente para realizar
los ensayos necesarios de electroforesis en dos dimensiones para comparar el

proteoma de las muestras sanas con las infectadas.

7.12 Isoelectroenfoque

Se tomd una alicuota de los pooles de muestras sanas e infectadas
resuspendidos en tampon de rehidratacion (urea 7 M, tiourea 2 M, triton X-114 al
4% v/v) cuya concentracion estuviera dentro del limite recomendado para la tira
de isoelectroenfoque y se resuspendié en tampon de isoelectroenfoque (tampoén
IEF) (urea 7 M, tiourea 2 M, triton X-114 al 4% vl/v, anfolitos 3-10 0,8% v/v, DTT 65
mM y azul de bromofenol 0,002% p/v) en un volumen final de 155 pL (este paso se
realizd por cuadriplicado para cada pool). Al mismo tiempo, se prepararon las tiras
y el casquete de isoelectroenfoque (ImmobilineTM DryStip pH 3-10; 7 cm, GE
Healthcare) en los que se corrieron las muestras durante la electroforesis. El
volumen total de la mezcla tampon de isoelectroenfoque y muestra se depositaron
en el canal del extremo negativo del casquete (evitando la formacion de burbujas).
El acetato protector fue retirado de la tira con la ayuda de una pinza, y sujetando la
tira por el extremo negativo (menos basico) fue depositada en el mismo canal
donde se depositd la muestra, hasta que el extremo positivo (mas acido) de la tira
tocara el final del canal (este procedimiento se realizo para el resto de los canales

gue contenian la mezcla de tampodn y muestra).
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Se sellaron los canales negativos y positivos con la cinta de sellado Invitrogen
(evitando la formacién de burbujas) y se dejaron rehidratando en posicion
horizontal durante 12 horas. Una vez finalizada la rehidratacion del gel, se
retiraron las cintas de sellado y las cubiertas plasticas de los canales. En las zonas
con adhesivo se coloc6 un pedazo de papel de filtro para hacer contacto con los
electrodos y se agregaron 600 uyL de agua destilada sobre el papel de filtro para
permitir el flujo de iones y mantener las tiras fijadas en el casquete. Se ensamblo
la camara de electroforesis (ZOOM® IPGRunner™ Mini-Cell, invitrogen) y se lleno
la cAmara externa con 600 mL de agua destilada y se corri6 la electroforesis a 175
voltios por 15 min bajo una corriente constante para dar inicio a la focalizacion
(prefocalizacion), luego de 175 a 2000 voltios por 45 min bajo una corriente rampa
para continuar la focalizacion, y finalmente 2000 voltios por 60 min a una corriente

constante para permitir a las proteinas alcanzar su PI.

Una vez finalizada la primera dimension se retir6 el papel de filtro y se levanto
el acetato con cuidado para extraer las tiras. Estas fueron sometidas a un primer
paso de equilibrado al sumergirse durante 15 minutos en 2mL de tampodn de
equilibrio (Urea 6M; Tris HCI 1,5M pH 8,8; Glicerol 30%, SDS 2% y azul de
bromofenol 0,001%) mas DTT 65mM (o 65 pL de solucibn de DTT 1 M).
Posteriormente, se retiré el tampdn vy la tira fue sometida a un segundo (y Ultimo)
paso de equilibrado al sumergirse durante 15 minutos en 2mL de tampdn de
equilibrio (Urea 6M; Tris HCI 1,5M pH 8,8; Glicerol 30%, SDS 2% y azul de
bromofenol 0,001%) mas 0,074 g de iodoacetamida 200 mM.

Durante la primera dimensidn se prepararon los geles de poliacrilamida de la
segunda dimension para tenerlo listo al final de la fase de equilibrio. Se
dispusieron los separadores entre los vidrios de electroforesis, los cuales después
se montaron sobre los soportes y se armaron dentro de la camara de
electroforesis (PROTEAN® Il xi Cell Protean Il xi 2D Cell, Bio-Rad). Se llend el

espacio entre los vidrios con el gel de sellado (Acrilamida 50%, TEMED 100%,
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APS 10% y el volumen necesario de H,O nano pure necesario para alcanzar 2
mL).Una vez polimerizado el gel de sellado se prepar6 el gel de corrida al 11%
(Acrilamida 50%, Tris-HCI 0,935 M pH 8,8, SDS 10%, APS 10%, TEMED 100% y
el volumen de H,O nano pure necesario para alcanzar 20 mL) y se agregd entre
los vidrios de electroforesis. Una vez polimerizado el gel de corrida se preparo el
gel de apilamiento al 5% (Acrilamida 50%, Tris-HCI 0,313 M pH 6,8, SDS 10%,
APS 10%, TEMED 100% y el volumen de H,O nano pure necesario para alcanzar

5 mL). Se preparo un gel por cada dos tiras de isoelectroenfoque.

Después de polimerizar el gel de apilamiento se posicionaron 2 tiras usadas
en la primera dimension, correspondientes a las condiciones a estudiar (muestras
sanas e infectadas) sobre cada gel de acrilamida. Las tiras se ubicaron a lo largo
del gel (sobre el gel de apilamiento) manteniendo la orientacion del extremo
positivo a la izquierda y el extremo negativo hacia la derecha en cada tira.
Adicionalmente se colocé un pedazo de papel de filtro humedecido con un
marcador de peso molecular conocido en el espacio entre cada tira de
electroforesis. Se sellé con gel de agarosa 0,5% con azul de bromofenol 0,002% y
se dejo reposar. Por ultimo se llend la cdmara de electroforesis con tampén de
corrida Tris-Glicina-SDS 1X (Tris base 0,025 M Glicina 0,192 M, SDS 1%, H,O
destilada) y se corri6 la electroforesis del gel formado con 45 mAmp por 1 hora y

45 minutos.

Una vez finalizada la electroforesis en 2 dimensiones se procedio a tefir los

geles para su posterior revelado.

7.13 Tincién con Azul de Comassie

Se sacaron los geles de la cAmara de electroforesis y se dejaron en agitacion
durante una hora en solucion de fijacion (etanol 30% v/v, acido acético 10% v/v).

Al finalizar la fijacion se retir6 la solucion de fijado y se guardo para ser reutilizada,
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posteriormente se afiadid solucidn colorante azul de comassie (azul brillante R 0,2
% plv, etanol 50% v/v y acido acético 10% v/v) y se dejo en agitacion durante una
hora. Para finalizar se retiré la solucion colorante y se guardo para ser reutilizada y
se afladieron a los geles solucion decolorante (etanol 50% v/v y acido acético 10%
v/v) y se dejaron en agitacién durante una hora con cambios de solucion cada 20

minutos, hasta eliminar el exceso de colorante dejando visible solo las bandas.

Una vez finalizada la tincion se tomaron fotografias de cada uno de los geles

en un transiluminador de luz UV.

8.- RESULTADOS

8.1 Comparacion entre 2 métodos de toma de muestra  de cuello uterino

Se determiné la concentracion de ADN en 95 muestras de las 100 obtenidas
por ambos métodos. Las Tablas 1y 2 reportan los valores de concentraciones de
ADN determinados en las muestras. Para hacer mas facil su analisis, las muestras
se agruparon en grupos de diferentes intervalos de concentracion de ADN. La
Tabla 1 recoge los valores para las muestras obtenidas por el método de lavado
vaginal, mientras que la Tabla 2 las de hisopado respectivamente. Se puede
observar como en ambas Tablas cada intervalo concentracion de ADN
corresponde con un intervalo una muestra, por ejemplo: en la Tabla 1 en el primer
intervalo posee las concentraciones de 16 y 80 pg/uL, que corresponden a las

muestras 64 y 88. Lo propio se realiz6 para el resto de los intervalos.

28



Intervalo de concentracion de NUmero de muestras por intervalo (%)
ADN (pg/pL)
16 - 80 17 (17,9)
114 - 170 21 (22,1)
170 — 495 25 (26,3)
524 - 779 14 (14,7)
800 — 1420 18 (18,9)

Tabla 1: Determinacion de la concentracion de ADN e  n muestras de lavado vaginal.

Intervalo de concentracion de ADN Numero de muestras por intervalo
(Mg/pL) (%)
0-100 58 (61)
100 - 200 17 (17,9)
200 — 479 15 (15,8)
620 — 1190 5(5,2)

Tabla 2: Determinacion de la concentracion de ADN e  n muestras de hisopado vaginal.

Adicionalmente, se puede observar al comparar ambas Tablas que los
valores de intervalos de concentraciones de ADN son mayores en las muestras
obtenidas por lavado que por hisopado y que 61 % de las muestras obtenidas por

hisopado poseen concentraciones de ADN por debajo de 100 pg/uL.

Se aplicéd la prueba estadistica Wilcoxon-Mann-Whitney a las mismas 95
muestras para determinar si existian diferencias significativas en cuanto a la
concentracion de ADN de las muestras obtenidas por lavado en comparacion con
las de hisopado. Para realizar la prueba estadistica las muestras de lavado e
hisopado fueron separadas en categorias de estudio denominadas “X” (Tabla 3) y

“Y” (Tabla 4) respectivamente. Los datos fueron organizados de mayor a menor
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para ambas categorias y luego se les asignaron rangos desde el menor valor

hasta el mayor, incluyendo los empates (Siegel y Castellan, 1998).

Concentraciones ( pg/uL) Rangos de X (desde-hasta)
16 - 130,5 13,5-87
140 - 265 90 - 125
306 - 743,5 131 - 164
774 —1418 166 - 187

Tabla 3: Rangos e intervalos de concentracion de AD N para las muestras obtenidas por

lavado.
Concentraciones ( pg/uL) Rangos de Y (desde -hasta)
0-30 2-255
31- 67,5 27 - 57
70 -194 58 - 112
212,5-1188 115-178

Tabla 4: Rangos e intervalos de concentracion de AD N para las muestras obtenidas

por hisopado.

Las Tablas 3 y 4 muestran los valores de concentraciones de ADN ordenados
de menor a mayor en intervalos a los cuales se les asignaron rangos desde el
menor valor hasta el mayor y las muestras a las cuales correspondian los valores
de concentracion de ADN en ése rango, por ejemplo: En la Tabla la menor
concentracion es de 0 ug/uL (que corresponde a la muestra 64 recolectada por el
meétodo de hisopado), a la cual se le asigné el menor rango que fue 2, el proceso

siguié la misma dinamica para todas las muestras obtenidas por ambos métodos.

Para esta prueba se contabilizaron un total de 95 mediciones (95 muestras)

para ambos métodos y se realiz6 una sumatoria de los rangos obtenidos. Los
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rangos de “X” correspondieron a los rangos del método de hisopado con un total
de 11431; mientras que los rangos de “Y” correspondieron a los rangos del
método de lavado clasico con un total de 6323. Se propusieron las siguientes

hipotesis con un a de 0,05:

= Ho: Ambos métodos recolectan la misma cantidad de ADN (son iguales).
= Hj;: El método de lavado recolecta mayor cantidad de ADN que el hisopado

clasico (son diferentes).

Posteriormente, se calculé el estadistico Z para determinar su probabilidad

asociada y realizar el contraste de hipotesis mediante la féormula:

WX 0.9 —

X

N
I

o

Wy

Figura 1: Formula para el calculo del estadistico Z (Donde W « es la sumatoria de los rangos
de X, Mwy €s lamediay ow, es la desviacion estandar calculados previamente ¢~ on sus

respectivas formulas (Siegel y Castellan, 1998).

El valor del estadistico Z calculado fue igual a 2,54 y cuando se buscé su
probabilidad (p) asociada, ésta resultoé ser de 0,0055 (Siegel y Castellan, 1998).

Luego de analizar a través de los ensayos de PCR de VPH los resultados de
las 95 muestras recolectadas por ambos métodos, se construyeron las Tablas 5 y
6 para las frecuencias observadas y esperadas de los resultados de dichos
ensayos. Para facilitar el analisis de las Tablas 5 y 6, los resultados fueron
presentados con los simbolos “+ y +” para indicar positivo para lavado e hisopado,

“+ y -7 para indicar positivo para lavado negativo para hisopado, “- y +” para
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indicar negativo para lavado positivo para hisopado y por ultimo “- y -” para indicar
negativo para lavado e hisopado.

Hisopado Total
+ -
Lavado + 14 8 22
- 4 69 73
Total 18 77 95

Tabla 5: Frecuencias observadas para los resultados de PCR de VPH de las muestras de
lavado e hisopado.

Hisopado Total
+ -
Lavado + 4,17 17,8 22
- 13,83 59,1 73
Total 18 77 95

Tabla 6: Frecuencias esperadas para los resultados de PCR de VPH de las muestras de

lavado e hisopado.

Para esta prueba, los 95 datos correspondientes a cada categoria (toma de
muestra) fueron comparados entre si y su interaccidbn con las variables (el
resultado del ensayo de PCR). Se propusieron las siguientes hipotesis con un a de
0,05:
= Ho: No hay diferencias (ambos métodos obtienen los mismos resultados en los

ensayos de PCR)

* Hj: Hay diferencia (el método de lavado obtiene mejores resultados en los
ensayos de PCR).

Posteriormente, se calculé el estadistico Ji-cuadrado, con la formula
presentada en la Figura 2.
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Figura 2: Formula para el célculo del estadisticoJ  i-cuadrado (donde n representa las
frecuencias observadas y E representa las frecuenci  as esperadas; donde r son las
clasificaciones (filas) y c los grupos (columnas) ( Siegel y Castellan, 1998).

El valor del estadistico Ji-cuadrado (X?) calculado fue de 37,23 considerando

los grados de libertad (igual a 1) proporcionados por la formula de la figura 3.

g=¢—D1e—1
donde

= ¢l namero de clasificaciones (renglones), y
¢ = el nimero de grupos (columnas)

Figura 3: Férmula para el calculo de grados de libe  rtad para la prueba de Ji-cuadrado.

Posteriormente con el valor del estadistico, se calcul6 la distribucion
Ji-cuadrada que fue igual a 1, con una probabilidad asociada de 1,04914E-09

(célculos no mostrados).

8.2 Precipitacion con acetona

Se realizé una determinaciéon de absorbancia a 280 nm, a pesar de que no es
un parametro ideal para determinacion de concentracion de proteinas, permitio
determinar de forma relativa cual método proporcionaba mayor cantidad de
proteinas, ya que esto facilita las electroforesis de comparacion de proteomas. Se
escogieron las muestras de lavado debido que con éste método se obtuvo en

promedio 4 veces mayor cantidad de proteinas con respecto al hisopado.
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Adicionalmente, se construyo la Tabla 7 con los valores de absorbancia 280
nm (la cual una vez mas fue utilizada como parametro para realizar un

seguimiento de la acetona como agente precipitador de las proteinas del FCV.

Absorbancia a 280 nm Concentracion inicial en
(Desde — hasta) pg/uL
0-0,043 0-0,48
0,045 - 0,102 0,5-1,13
0,104 - 0,241 1,15- 2,68
0,244-1,174 2,71-19,39

Tabla 7: Absorbancia y concentracién inicial de pro teinas (Los valores de concentracion

final no aparecen por ser todos igual a cero).

La Tabla 7 se construyo con solo 80 de las 100 muestras recolectadas en
durante a tesis porque hasta la muestra 80 fue que se seleccionaron las muestras
gue constituyeron los pooles de muestras sanas e infectadas y no se le realzo

extraccion de proteinas a las muestras que siguieron.

Las muestras estan organizadas en intervalos que van desde los valores de
absorbancia y concentracion méas bajos hasta los mas altos a los cuales estan
asociadas las muestras. Por ejemplo en el primer intervalo de concentracion inicial
de proteinas estan los valores de 0 hasta 0,48 pg/uL, los cuales corresponden las

muestras 17 y 38, respectivamente.
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La concentracion de proteinas suspendidas en el sobrenadante (luego de
precipitar o concentracién final) fue igual al O pg/uL, por lo que no aparecen en la
Tabla.

8.3 Amplificacion del ADN de VPH en las muestrasy  electroforesis en gel de

agarosa al 2 %

El resultado de la amplificacién del ADN de VPH se observa en la Figura 4
solo para las primeras 5 muestras recolectadas en el proyecto (éstas muestras
fueron recolectadas Unicamente por el método de lavado). El resto de las
muestras presentaron resultados similares. El ovalo azul encierra a las muestras
que muestran una amplificacion exitosa (incluyendo al control positivo) indicando
presencia de infeccion con el virus del papiloma humano (1; 3 y 4). Las muestras
sin ovalo azul no presentaron amplificacion indicando que son negativas para
VPH. Debajo cada évalo azul, los évalos rojos encierran la banda de HLA
(antigeno de leucocito humano en espariol) que es una secuencia que amplifica
con los cebadores HLADQ (que se sirvieron durante la mezcla de reaccion de
PCR) y sirve como control de la amplificacion. Se obtuvieron en total 21 muestras
positivas para infecciones por VPH y 79 negativas (las 100 muestras utilizadas en
este ensayo), éstas muestras fueron sometidas a los ensayos de amplificacion de
C. trachomatis y U. urealyticum, hasta encontrar aquellas que se ajustaran a la
segunda parte del criterio de inclusion (carecer de infecciones por otros patdgenos

de transmisién sexual.
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Figura 4: Determinacion de VPH por PCR (Los bolsill  os del gel estan organizados de
izquierda a derecha como; control negativo, el marc  ador de tamafio molecular, las muestras
namero 1; 2; 3; 4; 5y el control positivo VPH16)

8.4 Hibridacion en membrana de nylon

Posteriormente a los ensayos de amplificacion de VPH, con los resultados
obtenidos en la hibridacion en membrana de nylon se construy6 la Tabla 8, con
todas las muestras positivas para VPH (un total de 22 muestras que fueron
recolectadas por los métodos de lavado e hisopado vaginal y 3 muestras que solo
fueron tomadas por el método de lavado) y sus respectivos genotipos (de alto,
bajo riesgo y riesgo indeterminado). Las fotografias de los ensayos de hibridacion

en membrana no serdn mostradas en los resultados.
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Numero de muestra

Genotipo

Numero de muestra

Genotipo

1 Alto riesgo 51 47 Alto riesgo 16
3 Alto riesgo 16 51 Alto riesgo 45
4 Alto riesgo 45 y 59 56 Bajo riesgo 44
con bajo riesgo 53
9 Alto riesgo 68y 73 60 Bajo ries go 43 con alto
con riesgo riesgo 58
indeterminado 26 y 57
15 Alto riesgo 26 y 57 62 Riesgo indeterminado
57
17 Alto riesgo 16 71 Alto riesgo 45 y 59
con bajo riesgo 40 y
con riesgo
indeterminado 30
24 Alto riesgo 45 con 74 Alto riesgo 52 y 31
bajo riesgo 11
29 Alto riesgo 59 89 Bajo riesgo 11
32 Alto riesgo 52 91 Alto riesgo 59 y 16
36 Alto riesgo 66 95 Alto riesgo 16 con
riesgo indeterminado
30
37 Alto riesgo 53 98 No identificado
40 Riesgo indeterminado 100 Riesgo indeterminado
83 30
46 No identificado

Tabla 8: Muestras positivas para VPH con sus genoti

pos.
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8.5 PCR para la amplificacion del ADN de  Chlamydia trachomatis y

Ureaplasma urealyticum en muestras de VPH positivo, negativo

El resultado de la amplificacion del ADN de C. trachomatis se observa en la
Figura 5, en la cual solo se visualizan un grupo de muestras positivas y negativas
para VPH y los controles positivo y negativo. Este ensayo fue aplicado a las
100 muestras hasta conseguir aquellas que coincidieran con la segunda parte del
criterio de inclusion principal (sin infecciones por otros patdgenos de transmision
sexual). Las muestras 28; 30 y 31 correspondian al grupo de muestras de
negativas para VPH; mientras que las muestras 29 y 32 correspondian a las
muestras positivas para VPH de alto riesgo. El ovalo anaranjado encierra a las
muestras que presentaron amplificacion exitosa (incluyendo al control positivo)
indicando que son positivas para C.tracomatis (28 y 29). Las muestras sin ovalo
anaranjado no presentaron amplificacion indicando ausencia de infeccion con la
bacteria.

Figura 5: Gel de agarosa 2% del producto de la PCR  de Chlamydia (Los bolsillos del gel

estan organizados de izquierda a derecha como; cont  rol negativo, muestras 28; 29; 30; 31y
32 y el control positivo respectivamente).
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Los resultados obtenidos para el resto de las muestras fueron similares a los
presentados en la Figura 5. Adicionalmente, todas muestras negativas para C.
trachomatis que resultaron positivas para VPH de alto riesgo asi como las
negativas fueron seleccionadas para los ensayos de amplificacion de U.

urealyticum.

El resultado de la amplificacion del ADN de U. urealyticum se observa en la
Figura 6 para un grupo de muestras positivas para VPH de alto riesgo, a las
cuales se les desea determinar si cumplen con la segunda parte del criterio de
inclusion principal. El ovalo azul encierra solo al control positivo que presenté una
amplificacion exitosa. El resto de las muestras no presentaron amplificacion
indicando ausencia de infeccion con Ureaplasma urealyticum. Aunque no se
muestra Figura con el resultado del gel, la amplificacion para los grupos de
muestras negativas para VPH presentaron resultados similares (sin amplificacion

para U. urealyticum).
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Figura 6: Gel de agarosa 2% del producto de la PCR  de Ureaplasma (Los bolsillos del gel
estan organizados de izquierda a derecha como; el ¢ ontrol negativo, las muestras 17; 32; 36;
47; 51 y el control positivo).

Para el estudio en cuestion fueron seleccionadas las muestras que cumplieron
con la primera parte del criterio de inclusién principal. Las muestras 1; 3; 17 y 32
fueron seleccionadas como el “pool ¥ (Sigma) al cumplir el criterio de VPH *,
Chlamydia” y Ureaplasma . Las muestras 6; 7; 13 y 14 fueron seleccionadas como

el “pool X” (Equis) al cumplir el criterio de VPH °, Chlamydia " y Ureaplasma".

8.6 PCR con el Kit STD 6 ACE Detection para la dete ccidén de patégenos de

transmisién sexual y electroforesis en gel de agaro  sa 2%

El resultado de la amplificacion del Kit STD 6 ACE detection se observa en la
Figura 7, para las muestras sanas (sin infecciones de VPH). Encerrada en un
ovalo azul se observa una banda que corresponden al control interno de
amplificacion que posee el Kit. Dicha banda aparece en todas las muestras lo cual

indica una amplificacion exitosa (el control negativo carecia de control interno por
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€s0 no se observa amplificacion). EI marcador de peso molecular no se observo

en ambas fotografias.

Figura 7: Gel de agarosa al 2% del producto de laP  CR del kit STD 6 ACE detection para las
muestras sanas (Los bolsillos del gel estan organiz ados de izquierda a derecha como; el
control negativo, las muestras nimero 6; 7; 13y 14 y el marcador de peso molecular)

El resultado de la amplificacion del Kit STD 6 ACE detection se visualizan en
la Figura 8, para las muestras con infecciones positivas para VPH. Encerrada en
un ovalo azul se observa una banda que corresponden al control interno del Kit,
dicha banda aparece en todas las muestras indicando una amplificacion exitosa.
El pool de muestras positiva posee un ovalo rojo que indica amplificacion que
corresponde con U. urealyticum. El control positivo posee 4 bandas encerradas en
un ovalo rojo que indican la amplificaciébn que corresponden con T. vaginalis, M.
hominis, M. genitalium, C. trachomatis. Las bandas para N. gonorrhoeae, y U.

urealyticum no se observaron.
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Figura 8: Gel de agarosa del producto de la PCR del kit STD 6 ACE detection para las
muestras infectadas (Los bolsillos del gel en la Figura 8 estan organiza  dos de izquierda a
derecha como; las muestras nimero 1; 3; 17; 32; el pool de muestras positivas para C.
trachomatis y U. urealyticum, el control positivo d el Kit y el marcador de peso molecular).

8.7 Cuantificacion de proteinas por método de Bradf ord y rendimiento de

extraccion

Con los valores de concentracion de proteinas antes y después de precipitar
se construyeron las Tablas 9 y 10 para las muestras infectadas y sanas (que
reunieron los criterios de inclusidn), respectivamente. La concentracion de
proteinas final (después de precipitar) es mayor para todas las muestras
infectadas y en 2 de las muestras sanas (muestras 7 y 13). En las dos muestras
sanas restantes (muestras 6 y 14) la concentracion de proteinas final resulté ser

menor que la inicial con 6,44 y 4,13 pg/uL, respectivamente.
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Muestras Infectadas

Numero de Concentracién antes de Concentracion después de
muestra precipitar (ug/uL) precipitar (ug/uL)
1 3,25 4,12
3 1,45 6,57
17 0,59 7,38
32 0,28 7,82

Tabla 9: Concentracion de proteinas antes y después de precipitar, en muestras infectadas

Muestras Sanas

NUmero de Concentracién antes de Concentraciéon después de
muestra precipitar (ug/uL) precipitar (ug/uL)
6 7,5 6,44
7 0,6 5,65
13 6,73 21,25
14 4,51 4,13

Tabla 10: Concentracion de proteinas antes y despué s de precipitar, en muestras sanas

Con los valores de proteinas totales antes y después de precipitar se
determiné el porcentaje de rendimiento y se construyeron las Tablas 11y 12 para
las muestras infectadas y sanas, respectivamente. Los porcentajes de rendimiento
varian en ambas Tablas siendo las muestras 1 y 32 los valores mas bajo y alto
para las muestras infectadas (con 3,16 y 55,66%, respectivamente), mientras que
las muestras 6 y 7 son los valores mas bajo y alto para las muestras sanas (con

2,15y 23,54 %, respectivamente).
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Muestras Infectadas
Muestra | Proteinas totales antes | Proteinas totales después % de
de precipitar (ug) de precipitar (ug) rendimiento
6510 206 3,16%
3 2900 328,7 16,46%
17 1198 369 30,80%
32 702,5 391 55,66%

Tabla 11: Cantidad de proteinas totales y porcentaj e de rendimiento para las muestras

infectadas.

Muestras Sanas

Muestra | Proteinas totales antes Proteinas totales después % de
de precipitar (ug) de precipitar (Ug) rendimiento
6 15000 321,8 2,15%
7 1200 282,5 23,54%
13 13470 1062,75 7,89%
14 9020 282,5 2,29%

Tabla 12: Cantidad de proteinas totales y porcentaj e de rendimiento para las muestras sanas

8.8 Isoelectroenfoque y tincion

En la Figura 9 se puede observar el gel de isoelectroenfoque en 2
dimensiones tefiido con el colorante azul de Comassie. Encerrados en circulos
negros y enumerados se pueden observar los puntos que corresponden a las
proteinas separadas en la electroforesis. En el extremo izquierdo para el pool “X”
se pueden observar 2 ovalos, el primero corresponde a una sucesion de puntos de
gradiente de pH béasico cuyo peso molecular se encuentra entre 66.000 y 45.000

dalton; mientras que en segundo ovalo corresponde a otra sucesion de puntos de
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gradiente de pH empieza siendo un poco acido y se va volviendo mas basico cuyo
peso molecular se encuentra por debajo de los 24.000 dalton. En el extremo
derecho para el pool “¥” se pueden observar 4 ovalos, el primero corresponde a
una sucesiéon de puntos de gradiente de pH basico y cuyo peso molecular esta por
encima del marcador; el segundo ovalo corresponde a una sucesion de puntos de
gradiente de pH un poco acido y cuyo peso molecular esta por encima del
marcador; el tercer ovalo corresponde a varios puntos que poseen diferentes
gradientes de pH que estan entre &cido-basico y diferentes pesos moleculares
entre los 45.000 y 39.000 dalton; por ultimo el cuarto ovalo encierra un punto de
gradiente de pH muy basico cuyo peso molecular esta entre los 45.000 y 39.000

dalton.
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Figura 9: Gel de IEF en 2 dimensiones de los patron  es de muestras de VPH —en
comparacion con patrones de muestras de VPH + (Ene | extremo izquierdo del gel
corresponde a la posicién de la tira de isoelectroe  nfoque que poseia el pool de muestras
negativas para VPH (pool X), mientras que en el ext remo derecho corresponde a la posicion
de la tira de isoelectroenfoque que poseia el pool de muestras positivas para VPH (pool  Z).

Cada uno de los extremos del gel que corresponde a las tiras tienen sefialados los simbolos
positivo y negativo (“+" y “-*) indicando el gradie nte de pH que posee la tira; de izquierda a
derecha va desde el extremo mas 4cido al menos 4cid 0 0 més bésico. Entre ambas tiras de
IEF se encuentra encerrado en un recuadro negro el marcador de tamafio molecular Dalton

Mark® VII-L con sus respectivos valores.
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9-. DISCUSION

En la prueba de Wilcoxon-Mann Whitney para determinar si existen
diferencias entre la cantidad de ADN recolectada por los métodos de lavado y
hisopado vaginal o si esta es la misma, al compararse la probabilidad asociada (p)
obtenida por el estadistico (0,0055) con el valor critico (a=0,05) el valor de p fue
mucho menor, indicando que la probabilidad asociada a que el método de lavado
recolecte la misma cantidad de ADN que el hisopado tradicional es
significativamente baja. Por consiguiente se rechaza la hipotesis nula y se
determina que el método de lavado proporciona una mayor fuente de ADN que el
hisopado tradicional. Estos resultados sugieren que debido al lavado adicional
durante la toma de muestra permite mayor recoleccion de FCV de la superficie de
las células del endocérvix ademas de facilitar de alguna forma el desprendimiento
dichas células donde esta el virus (u otros agentes infecciosos) completando su
desarrollo.

Adicionalmente en la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney para determinar entre
los 2 métodos cual permitia obtener un ADN con mayor calidad basandose en los
datos de la relacion de absorbancia 260/280 nm, se determiné el estadistico Z y la
p asociada con los datos presentados en la Tabla 13.

Intervalos de relacion 260/280 nm para las | Intervalos de relacién 260/280 nm para las
muestras de lavado muestras de hisopado
1,001 -1,373 0-1,4
1,382 - 1,502 1,402 - 1,492
1,503 - 1,598 1,500 - 1,567
1,598 - 1,718 1,575-1,678
1,721 -2,133 1,690 -7

Tabla 13: Intervalos de relacién 260/280 nm para mu  estras de lavado e hisopado.
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El Z estadistico fue de 2,08 con un p asociada de 0,0188 (Siegel y Castellan,
1998). Al compararse con el valor critico (a=0,05) el valor de p fue mucho menor,
indicando que la probabilidad de que ambos métodos recolectaran el ADN con la
misma calidad de pureza es significativamente baja. Por consiguiente se rechazo
la hipotesis nula (ambos métodos recolectan una cantidad de ADN igualmente
pura) determinando, que el método de lavado proporciona un ADN mas puro
posiblemente debido a que con mayor cantidad de ADN durante la extraccion, el
fenol y el cloroformo logran minimizar la interferencia de agentes contaminantes
(restos de lipidos de la membrana celular y otras proteinas) (Amaru et al., 2008;
Jiménez 2009).

Para lograr determinar cual método puede ofrecer resultados mas precisos en
ensayos de PCR de VPH con la prueba de Ji-cuadrado, al compararse con el valor
critico (a=0,05) el valor de p (1,04914E-09), éste ultimo fue mucho menor,
indicando que la probabilidad los resultados obtenidos en ensayos de PCR por
ambos métodos sean iguales es significativamente baja. Por consiguiente se
rechaza la hipotesis nula, indicando, con una probabilidad bastante significativa
que el lavado vaginal permite realizar diagndsticos moleculares mas precisos y
disminuir los falsos negativos que el hisopado vaginal, debido a que con una
mayor fuente de material genético el cual posee un alto grado de pureza facilita la

amplificacion de secuencias de interés en ensayos de PCR.

Debido a la evidencia proporcionada en cuanto a cantidad y calidad de ADN
como cantidad de proteinas, las muestras pertenecientes al método de lavado
fueron seleccionadas para los ensayos de deteccién de VPH, C. trachomatis, U.
urealyticum y ademdas los microorganismos T. vaginalis, M. hominis y M.
genitalium (Kit) para asegurar que las muestras utilizadas cumplieran con el
criterio de inclusion principal y no cupiera la posibilidad de una infeccion por
patdgeno de transmision sexual, que no se detectd y que pudiera alterar los

resultados esperados.
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Al observar la Figura 4 se obtiene el primer grupo de muestras que resultaron
positivas para infeccion con el virus del papiloma humano (muestras 1; 3; 4 y el
control positivo) junto con una muestra negativa para infeccion con VPH (muestra
5). En la reaccién de PCR el ADN del virus presente en las muestras amplificé por
la accion de los cebadores MY09 y MY11, esta secuencia corresponde a un
tamafo aproximado de 450 pb (Depuydt, et al. 2007). Estos resultados fueron
observados de la misma forma para el resto de las muestras positivas para VPH.
Con estos resultados se seleccionaron las muestras que cumplieron con la
primera parte del criterio de inclusion principal (con y sin infecciones por VPH de

alto riesgo).

La hibridacion del producto de amplificacion (amplicones) de las muestras
positivas para infeccion por VPH se logré mediante union por complementaridad
de bases entre sondas presentes en la membrana y los amplicones, bajo
condiciones de altas temperaturas y baja concentracion de sales en los tampones
de hibridacion para lograr mayor especificidad. Gracias a esto se determinaron
aquellos genotipos que fueran de alto riesgo que sirvieron para comparar el
proteoma de las muestras con aquellas que carecieran de infeccion por VPH
(Inmunization, Vaccines and Biologicals, 2009). Genotipos de bajo riesgo, de
riesgo indeterminado también fueron identificados (porque se desconoce si
poseen capacidad para generar lesiones que puedan evolucionar en carcinomas
(Mufios et al, 2003)). Por ultimo también hubo muestras con genotipos no
identificados debido a que la membrana carecia de sondas con las secuencias

complementarias (Inmunization, Vaccines and Biologicals, 2009).

Al observar la Figura 5 se obtiene el conjunto de muestras que resultaron
positivas para C. trachomatis; las muestras 28; 29 (aunque con bandas muy
deébiles) y el control positivo, junto con las muestras negativas (30; 31 y 32).

Durante la reaccion de PCR, el material genético del plasmido de C. trachomatis
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presente en las muestras amplificoO por la accion de los cebadores KL1 y KL2
obteniendo un fragmento de 241 pb (Jenab, et a, 2010; Bas et al., 1995).

Al observar la Figura 6 se obtiene el grupo de muestras que fueron
seleccionadas para el ensayo de PCR de U. urealyticum, de las cuales solo en el
control positivo hubo amplificacion del genoma de de U. urealyticum. El fragmento
amplificado por los cebadores UMA y UMS posee un tamafio de 476 pb (Konget
al., 2009).

En las Figuras 7 y 8 se observan los grupos de muestras seleccionados para
conformar los “pooles” de muestras sanas (pool X) y muestras infectadas (pool %)
(respectivamente). El pool X estd compuesto por las muestras 6; 7; 13 y 14;
mientras que el pool Z esta compuesto por las muestras 1; 3; 17 y 32. Al analizar
las figuras 7 y 8, el control interno esta presente en todas las muestras con una
banda de 918pb (SEEPLEX®, 2015), demostrando el éxito de la amplificacién. En
la figura 8, el pool de muestras positivas para C. trachomatis y U. urealyticum solo
tuvo amplificacion de U. urealyticum, esto se observa por la aparicion de una
banda de aproximadamente 130 pb (a pesar de que el marcador no aparece en la
fotografia del gel de agarosa, se presume que dicha banda pertenece a U.
urealyticum por su bajo peso molecular) (SEEPLEX®, 2015). La posible
explicacion de que solo ocurriera amplificacion de U. urealyticum es debido a que
probablemente la concentracion del ADN de C. trachomatis estuviera por debajo

de la medida detectable para la amplificacion.

En la figura 8 el control positivo del Kit STD 6, amplifico para 4 de las 6 bandas
gue corresponden con Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis, Mycoplas
magenitalium, Chamydia trachomatis con los pesos moleculares (647; 502; 410 y
314 pb, respectivamente) (SEEPLEX®, 2015). Las bandas de los pesos
moleculares mas bajos del control positivo que no amplificaron correspondian a

Neisseria gonorrhoeae y Ureaplasma urealytum (214 y 130 pb, respectivamente),
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probablemente debido a una mala manipulacion de los reactivos del Kit, los cuales
son muy sensibles. Con estos resultados se seleccionaron las muestras que
cumplieron con la segunda parte del criterio de inclusion principal (sin infecciones

por otros patdégenos de transmision sexual).

Con respecto al ensayo de extraccion de proteinas, los resultados obtenidos
por la medicion de absorbancias a 280 nm de las muestras permitio conocer la
concentracion relativa de proteinas en las muestras antes y después de precipitar,
demostrando que la acetona precipitdé de manera eficiente las proteinas halladas
en el fluido cérvico-vaginal, esto es debido a la capacidad que tiene la acetona
como solvente organico para interactuar con los grupos polares de las proteinas
(Macarulla y Gonfi, 2001). Ademéas la acetona al ser comparada con otros
solventes permite obtener precipitados mas puros y concentrados de proteinas
(Ramirez et al., 2009). Por otro lado acetona permite extraer proteinas que pueden

permanecer inalteradas por tiempo prolongado (PIERCE, 2005).

Por otro, lado los valores de porcentaje de rendimiento de extraccion son muy
variables en todas las muestras para las dos condiciones. La acetona pura
funciona como un poderoso agente para ensayos de precipitacion de proteinas,
permitiendo obtener rendimientos de extraccion por encima del 60 % (Bravo et al.,
2011). El problema es que al aumentar la concentracion de acetona en la
proporcion acetona-muestra, este rendimiento puede verse afectado,
disminuyendo su capacidad por debajo del 50% (Bravo et al.,, 2011). Para este
trabajo se utilizé una proporcién de 2:1 de acetona-muestra para la precipitacion

de proteinas.

Otra razén por la que los valores de rendimiento de extraccion son tan
variables podria radicar en la naturaleza de las muestras. Las células epiteliales
del tracto genital femenino estan influenciadas por los niveles de estrogeno de

cada individuo, al cambiar los niveles de estrégeno en las pacientes la produccion
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y composicién del FCV se ve afectada (Baquenado et at., 2014). El FCV puede
tornarse mas o menos concentrado en aminoacidos y flora microbiana,
dependiendo de los niveles hormonales de cada mujer, los cuales también pueden
ser influenciados por factores externos a los que cada paciente esta sometida
como dieta, edad, higiene personal, etc. (Zegels et al., 2009; Martin et al., 2008).
Por otro lado, la presencia de infecciones (en este caso VPH) también puede jugar
un papel importante en los componentes hallados en el FCV (Baquenado et at.,
2014; Quayle, 2002; Martin et al., 2008).

Tampoco se puede descartar la presencia de proteasas en la solucion que
degradarian las proteinas por lo cual el rendimiento seria menor (Bravo et al.,
2011).

Con respecto al isoelectroenfoque, se puede observar, aunque con una
resolucion media, una diferencia entre los patrones proteicos de las muestras
positivas y negativas para VPH, lo cual sugiere que de alguna manera la infeccion
por VPH tiene un efecto en la expresion de proteinas encontradas en el FCV. Los
resultados presentados por Zegels y col. (2009) demostraron la expresion de
proteinas constitutivas presentes en muestras de FCV pertenecientes a un grupo
de pacientes; éstas cumplen funciones de defensa en presencia de agentes
patdégenos y su expresion cambia de acuerdo a la presencia de dichos agentes
patdgenos. Por otro, lado Mitra y Beigi (2015) y Di Quinzo y col. (2007), comentan
coémo la expresion de proteinas presentes en el FCV observadas en ensayos de
electroforesis en dos dimensiones proporcionan informacion sobre cambios de
expresion que pueden conducir a la busqueda de biomarcadores de diagnéstico al
comparar muestras procedentes de pacientes sanos con pacientes (pacientes
femeninos) que presentan algun tipo de enfermedad asociada al tracto genital y
como dichos biomarcadores pueden ser utilizados para conocer las rutas
metabolicas que conducen a wun estado de infeccibn determinado,

respectivamente.
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Considerando las evidencias anteriormente mencionadas, es posible pensar
gue las infecciones por VPH de alto riesgo pueden desencadenar algiin cambio en

las proteinas constitutivas del FCV.

Por otra parte se conoce que en infecciones con VPH de alto riesgo ocurre
una sobre expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular p16 y p53 (Smith et
al., 2010), no se descarta la posibilidad que entre los patrones de proteinas
hallados en la Figura 9, alguno pueda pertenecer a dichas proteinas. Solo con
ensayos donde se determine por espectrofotometria de masa seré posible si estos

patrones coinciden o no con la sobre expresién de las proteinas pl16 y p53.

Del igual forma, de acuerdo a los estudios de Honeggeret y col. (2015) las
proteinas de expresion temprana de los tipos de VPH de alto riesgo alteran de
forma negativa la expresion de p21, una proteina reguladora del ciclo celular a
traveés de una cascada de reacciones que implican la sobre expresion de
secuencias de microARN'’s especificos. Estos microARN’s son importantes porque
alteran la expresion post transcripcional de algunas proteinas, permitiendo la
formacion y posterior proliferacion de tumores en el endocérvix (Honeggeret al.,
2015). Con estas evidencias se puede pensar que entre las modificaciones post
transcripcionales producidas por las infecciones con VPH de alto riesgo (y las
secuencias de microARN'’s), ocurra una alteracion de las proteinas constitutivas
del FCV o las proteinas de la superficie de las células del tejido de las pareces del

endocérvix.

Por otro lado, se sabe que la proteina de expresion temprana E6 del VPH de
alto riesgo puede alterar la organizacion epitelial y diferenciacién celular al unirse a
proteinas superficiales de las células epiteliales o a otras proteinas que controlan
la adhesion y proliferacion celular del tejido del las paredes del endocérvix (Lizano

et al., 2009). Si las interacciones entre la proteina E6 con las proteinas
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superficiales de las células epiteliales del endocérvix producen algin tipo de
cambio de configuracion tridimensional en las proteinas, lo cual altera su funcién y
posiblemente su carga eléctrica, es muy probable que en ensayos de
electroforesis en dos dimensiones se puedan observar dichos cambios de las
proteinas del FCV. Basados en éstas afirmaciones se podria intuir que la
diferencia observada en los patrones de la Figura 9 (a pesar de poseer una
resolucion media) para las muestras sanas y las muestras infectadas por VPH de
alto riesgo esté en parte influenciada por las interacciones de E6 con las proteinas
del FCV, solo con repeticiones de éstos geles se podra confirmar la diferencia de

los patrones de proteinas de muestras de sanas e infectadas con VPH

Por su parte Schlecht y col. (2015) demostraron que las infecciones con VPH
de alto riesgo producen hipermetilaciones en diferentes loci GpC, alterando
secuencias de diversos genes, lo que refleja un cambio de expresion de sus
proteinas. Entre los loci afectados esta el gen CDKN2A que codifica para p16 y su
marco de lectura alternativo p14 que se conocen que intervienen en el ciclo celular
durante la formacion de tumores. Considerando la hipermetilacion del genoma
como otro mecanismo post transcripcional utilizado por el VPH de alto riesgo
durante su ciclo de infeccion, es posible pensar que la hipermetilacion de algin
locus especifico se refleje con una alteracion en las proteinas traducidas por ese
locus, pero no es posible saber con certeza si éste mecanismo produce
alteraciones visibles en ensayos de electroforesis en dos dimensiones. Solo
futuros ensayos con espectrofotometria de masa permitirian identificar las
proteinas presentes en los patrones de los geles y determinar si estas proteinas

han sufrido cambios por alteraciones en las secuencias que las codificaron.
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10.- Conclusiones

Se determin6 con un valor estadisticamente significativo que el método
alternativo de lavado vaginal recolecta mayor cantidad de ADN y con mayor
calidad de pureza.

Se determin6 con un valor estadisticamente significativo que el método
alternativo de lavado vaginal logra reproducir ensayos de PCR para la
deteccion de ADN de microorganismos patdgenos con mayor eficiencia que
el método de hisopado tradicional, disminuyendo los falsos negativos.

La acetona permite preservar proteinas por largos periodos de tiempo antes
de ser utilizadas en para los ensayos de cuantificacion y electroforesis.

El % de rendimiento de las muestras de FCV presentaran considerables
variaciones entre cada una de las muestras debido a los diversos factores
biolégicos a los que éstas estan influenciadas.

Debido a que infecciones causadas por agentes patdgenos pueden alterar
la expresion de las proteinas constitutivas del FCV es probable que las
infecciones por VPH alto riesgo también alteren dicha expresion.

Futuros ensayos de espectrofotometria de masa permitiran la identificacién
y cuantificacion de las proteinas del FCV que pueden presentan una

alteracion a causa de infecciones por VPH de alto riesgo.

11.- Recomendaciones
Incluir inhibidores de proteasas en los protocolos de toma de muestra y
precipitacion de proteinas.
Adicionar acido tri-cloro acético (TCA) a la solucibn de acetona para
optimizar la precipitacion de proteinas.

Utilizar un mayor numero de muestras para los pooles de muestras sanas e

infectadas, para repetir los ensayos de electroforesis en dos dimensiones

hasta obtener patrones de proteinas con mejor resolucion.
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» Realizar tincion con nitrato de plata para mejorar resolucion de los patrones

de proteinas.
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