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RESUMEN 

 

El Papiloma Humano es ocasionado por los Papillomavirus, siendo estos responsables 

de cáncer cervico uterino (CCU), uno de los canceres con mayor incidencia en el 

mundo, la enfermedad también es llamada Virus del Papiloma Humano o VPH. 

Para el presente estudio se analizo la secuencia E6 del genotipo 16, este genotipo de 

VPH esta catalogado como de alto riesgo en producir CCU. El gen E6 es uno de los 

genes mas utilizados en la parte filogenética, siendo asi que se lo utiliza junto LCR 

para su separación por linajes y junto al E7 para observar el nivel oncogénico de las 

muestras. 

En el estudio se utilizaron iniciadores específicos para el gen E6, dando un amplicón 

de 220bp, estos iniciadores fueron diseñados en el laboratorio del Instituto Nacional de 

Salud Pública e Investigación del Ecuador. 

Se utilizaron un total de 15 muestras y al paso de la metodología se pudieron analizar 

7 muestras las cuales presentaron un alto nivel de cromatograma en su 

secuenciación. 

En el análisis filogenético se utilizo el programa BEAST 1.8.4 con el modelo Neighbor-

joining y el parámetro de Jukes Cantor (el parámetro se escogio por un estudio previo 

que se lo realizo en el programa MEGA 5.2)   

Dando asi como resultado los linajes circundantes en el país que son el linaje Africano 

(28%), Europeo (28%) y Asiático Americano (44%) siendo el ultimo con mayor 

incidencia por la muestras analizadas. 

El linaje Asiático Americano tiene una mayor nivel oncogénico en relación a los otros 

linajes del mismo genotipo, esto es una alerta para el Ministerio de Salud Pública ya 

que existirán nuevos casos de cáncer en el país y como la enfermedad del VPH es 

asintomático se convierte en un mayor problema. 

Con este estudio se busca observar la variabilidad genética presente en el país para 

así tener en cuenta como va mutando la enfermedad y cuales son los linajes con 

mayor predominancia. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El virus del Papiloma Humano también llamado VPH es una enfermedad de 

transmision sexual. [1] Es transmitida por los papillomavirus [2] Produce en cáncer 

cervical ocupando en Ecuador el 2º lugar a nivel de cáncer en mujeres [3] 

Los papillomavirus son pequeños virus de ADN circular de doble cadena. [4] Son 

especies altamente específica y preferentemente infectan el epitelio cutáneo o muco-

cutáneo teniendo una historia evolutiva que abarca más de 300 millones de años [4].  

Presenta 8 genes que a su vez se los puede dividir en región temprana (E1, E2, E4, 

E5, E6 y E7) y región tardía (L1 y L2) se los nombro por la infección a la célula 

huésped [5] 

Los genotipos de VPH existen de alto y bajo riesgo de producir cáncer cervical, el 

genotipo 16 pertenece al alto riego [6] 

El gen E6 tiene un papel importante en la transformación celular siendo así que sus 

cambios en su cadena de aminoácidos puede afectar el potencial oncogénico [7]–[9]. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar la variabilidad genética del gen E6 en el genotipo 16 en muestras aisladas en 

Ecuador 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

- Estandarizar el protocolo de amplificación del Gen E6. 

- Analizar los polimorfismos del gen E6 

- Realizar un análisis filogenético de las muestras en un árbol filogenético 

comparandolo con secuencias ya existentes.   

 

Justificación 

 

El VPH es una de la enfermedades de transmisión sexual mas común en el mundo 

entre hombres y mujeres, sexualmente activos, ocasionando como su principal 

enfermedad el cáncer cérvico uterino aunque tambien puede producir cáncer en el 

ano, vulva, vagina y pene. [1], [3] 

Como es un virus de ADN de doble cadena su capacidad de mutación es muy lenta 

sin embargo, los polimorfismos de nucleótidos pueden ocurrir a través de mutaciones 

al azar y establecerse en una población. [10] 

Por eso es imperativo conocer los polimorfismos que ocurren en su cadena. 

El Gen E6 que es uno de sus genes mas conservados, tambien es uno genes que se 

ocupa para separar los linajes dentro de una población por estas razones se lo utilizó 

para este estudio, así se podrá observar los polimorfismos presentes en las muestras 

y a que linajes corresponden y su evolución en el Ecuador. 
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CAPITULO # I 

MARCO TEORICO 

 

1.1.  Virus del Papiloma humano 

 

1.1.1 Enfermedad del Virus del Papiloma Humano 

 

El VPH o Virus del Papiloma Humano, es una enfermedad de transmisión sexual 

(ETS) muy común entre hombres y mujeres, el 70% de las mujeres sexualmente 

activas pueden adquirir esta enfermedad [1] 

El VPH es transmitido por un virus que pertenece a la familia papillomavirus (PV), que 

existen 189 de los cuales 120 son de tipo humano, 64 de mamíferos, 3 de aves y 2 de 

reptiles [2]. 

La infección por VPH es responsable del cáncer cervical y también es un factor 

importante en otros canceres (ano, vulva, vagina y pene) [3]. El cáncer cérvico uterino 

es el 4º cáncer mas común en mujeres en el mundo, se estima que existieron 527.624 

nuevos casos y  265.672 muertes en el 2012 [11] 

Más del 85% de la carga mundial se produce en los países en desarrollo, con mayores 

tasas de incidencia en África Medio (33 por cada 100.000 habitantes), en el sur (de 23 

a 26,8 por cada 100.000 habitantes), Asia central y meridional (24,6 por cada100.000) 

y América del Sur (23,9 por cada 100000), los niveles son mas bajo en el Oeste de 

Asia (4,5 por cada 100.000) Norte América (5,7 por cada 100.000) y Australia /Nueva 

Zelanda (5 por cada 100000). [12] 

En el Ecuador el VPH tiene el 2º lugar a nivel de cáncer en mujeres y el 1º entre la 

edad de 15 a 44 años [3]. 

Indicador Ecuador América del Sur Mundo 

Número Anual de nuevos casos de 

cáncer 

2,094 45,008 527,624 
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Tasa bruta de incidencia 28.2 22.2 15.1 

Tasa de incidencia de edad 29.0 20.3 14.0 

Riesgo acumulativo (%) en 75 años de 

edad 

3.0 2.0 1.4 

 

Tabla 1. Incidencia del Cáncer Cervical, Ecuador 2012. 

Fuente: [3] 

En el cáncer de cuello uterino se han identificado 100 tipos de VPH de los cuales 15 a 

18, según el autor, se han relacionado con el cáncer de cuello uterino que son 

denominados de alto riesgo [5] y los otros son considerados de bajo riesgo. 

El cáncer de cuello uterino, es un proceso degenerativo, que lleva a una 

transformación neoplásica, iniciando con lesiones escamosas no invasivas que 

progresan a etapas preinvasivas, estas están formadas por lesiones neoplasias 

intraepiteliales cervicales (NIC) que val de grado I al III, su característica es la 

inmadurez y desorganización celular y una actividad mitótica incrementada [13]. 

 

1.2.  Patogénesis 

 

EL VPH es una enfermedad de un alto nivel de transmisión, aunque los individuos 

infectados se negativizan en los 2 años siguientes a la infección no obstante los que 

fueron infectados con un VPH de alto riesgo pueden llegar a desarrollar cáncer 

cervical [5]. 

La infección ocurre después de la primera relación sexual, esta infección es transitoria 

pero debido a diversos factores incrementa la persistencia, los factores son genéticos, 

por la edad, inmunodepresión, tabaquismo y factores virales [5]. 

La infección puede ser asintomática e inofensiva, siendo el sistema inmune que acaba 

con la infección [5]. 

En una infección persistente existe evidencia que los pacientes pueden adquirir 
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nuevos tipos de VPH [5] 

 

1.3.  Biología del Virus del Papiloma humano 

 

EL VPH es un virus de ADN de doble cadena de 8000bp aproximadamente, no posee 

envoltura y tiene un diámetro de 52-55nm, tiene 8 genes y una región regulatoria no 

codificante, la cual tiene sitios de unión para factores proteicos y hormonales [5].  

Su genoma esta formado por 2 tipos de genes, los que son codificados en la etapa 

temprana de la infección (E1, E2, E4, E5, E6, E7) y los que son codificados en la 

etapa tardía de la replicación (L1 y L2) [5]. 

Proteína Función 

E1 ATPase y ADN helicasa; reconoce y esta unido al origen viral de 

replicación de ADN; es necesario para la replicación viral [5] 

E2 Regulador de la transcripción viral génica; se une al promotor viral 

transcripcional como un dímero; interactúa con y recluta la E1 al origen [5] 

E4 Es el único E que actúa tardíamente interactúa con la queratina del 

citoesqueleto y los filamentos intermedios; localiza ND10; induce la 

detención de G2; facilita el ensamblaje del virus [5] 

E5 Induce la proliferación celular no programada; interactúa con la subunidad 

de 16k c de ATPase vacuolar; activa los receptores de factores de 

crecimiento y otras proteínas quinasas; inhibe la apoptosis; inhibe el trafico 

de complejos de MHC a la superficie de la célula [5] 

E6 Induce la síntesis del ADN; induce la telomerasa; interactúa con proteínas 

celulares: co-activadores, transcripcionales, proteínas de polaridad y 

motilidad; supresores tumorales e inductores de apoptosis como el p53 [5] 

E7 Induce la proliferación celular no programada; interactúa con factores de 

transcripción y enzimas remodeladoras de cromatina; activa los 

reguladores positivos e inhibe los reguladores negativos del ciclo celular, 
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como p105Rb; desestabiliza centrosomas y causa defectos mitóticos [5] 

L1 Principal proteína viral estructural; se auto ensambla en capsómeros y 

cápsides; interactúa con L2; interactúa con los receptores de la célula; 

contiene epitopos neutralizadores [5] 

L2 Interactúa con el ADN; interactúa con ND10S; facilita el ensamblaje del 

virión; codifica el virus lineal que neutraliza epitopos [5] 

 

Tabla 2. Función de las Proteínas del VPH. 

Fuente: [5] 

 

1.4.  Filogenética de los Papillomavirus 

 

Los Papillomavirus (PV) son un grupo muy diverso que se presentan en humanos, 

mamíferos, aves y reptiles [2], [14] 

Los Papillomavirus tiene 5 géneros (alpha-, beta-, gamma-, mu- y nu-) de los cuales se 

encuentran HPV1 hasta el HPV96  (ver fig. 1.1) [2],  
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Figura 1.1. Árbol Filogenético de la Clasificación de los Papillomavirus. 

Fuente: [6] 

La evolución del virus del papiloma ha sido predominantemente asexual, aunque los 

eventos de recombinación extremadamente raras no pueden ser excluidas. Esto 

implica que múltiples mutaciones que se producen en los genomas de papillomavirus 

no están relacionados con la distancia genética como en los genomas recombinantes, 

es decir, desequilibrio de ligamiento, pero a la acumulación secuencial de cambios 

genéticos. Es decir, grupos de polimorfismos de nucleótido único y / o inserciones / 

supresiones (indeles) tienden a ser fijado dentro de linajes virales. Con el tiempo, la 

cantidad de estas variaciones linaje definir aumenta con el tiempo conducen a la 

especiación (entidades denomina tipos) [4] 

 

A distintos virus del papiloma humano (HPV) "tipo" se establece y curada cuando la 

secuencia de ADN del marco de L1 de lectura abierto (ORF) del genoma viral clonado 

difiere de la de cualquier otro tipo que se caracteriza por al menos 10% [6]. Dentro de 

la comunidad de investigación PV, aislados del mismo tipo de VPH se conocen como 

variantes o subtipos cuando las secuencias de nucleótidos de la ORF L1 difieren en 



 8 

menos de 10%. El criterio de los tipos de VPH ha demostrado ser extremadamente 

estable y útil para los investigadores básicos, clínicos, epidemiólogos e inmunólogos 

[4], [7], [15] 

Género Genotipos Propiedades Biológicas 

Alpha-papillomavirus HPV 32, 10, 61, 2, 26, 53, 

18, 7, 16, 6, 34, 54, 71, 42, 3, 

28, 29, 78, 72, 81, 83, 84, 27, 

57, 51, 69, 82, 30, 56, 36, 39, 

45, 59, 68, 70, 40,4 3, 31, 33, 

35, 52, 58, 67, 11, 13, 44, 74 

Lesiones en la mucosa y 

cutáneas en humanos y 

primates, puede ser de 

alto y bajo riesgo pero es 

mas frecuente la 

asociación a tipos de alto 

riesgo [6] 

Beta-papillomavirus HPV 5, 8, 12, 14, 19, 20, 21, 

25 

Lesiones cutáneas en 

humanos, se encuentra en 

forma latente en la 

población, se activa  en 

condiciones de inmune 

depresión [6] 

Gamma-papillomavirus HPV 5, 9, 49, 36, 47, 15, 17, 

22,  23, 37, 38, 80, 75, 76 

Lesiones cutáneas en 

humanos [6] 

Mu-papillomavirus HPV 1, 63 Lesiones cutáneas, se las 
puede distinguir 
histológicamente por 
cuerpos de inclusión 
intracitoplasmáticas 
específicos 
para cada tipo [6] 

Nu-papillomavirus HPV 41 Lesiones cutáneas 

benignas y malignas [6] 

 

Tabla 3. Breve explicación de los géneros de los Papillomavirus. 

Fuente: [6] 

Ya entre los genotipos de VPH se encuentran también diferenciados entre alto riesgo y 
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bajo riesgo (ver fig. 1.2). 

 

Figura 1.2. Clasificación de los alphapapillomavirus en alto y bajo riesgo 

Fuente: [16] 

 

1.5.  Ciclo de Replicación del Virus del Papiloma Humano 

 

El VPH es un virus que infecta células basales (células Stem del epitelio cervical en la 

zona de transición) [13], [17], el virus se une a su célula blanco a través de un receptor 

de membrana, la molécula a6-Integrina [5]. 

Ya infectada la célula, el virus se establece dentro del núcleo de la célula basal en 

ADN viral episomal (circular) fuera de los cromosomas del hospedero (ver fig. 1.3) [5], 

[13]. 
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Figura 1.3. Diferencia entre célula infectada por VPH y una célula normal 

Fuente: [16] 

El ciclo de replicación en el epitelio se puede dividir en 2 fases: La primera se replica a 

niveles muy bajos en coordinación con la división celular, las proteína E1 y E2 son 

importantes en la fase de replicación basal. La segunda las células basales son 

llevadas al compartimiento suprabasal donde se altera la capacidad de dividirse y 

realizan la diferenciación terminal [13], [14]. 

Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el 

estrato espinoso del epitelio, la replicación viral se estimula, produciendo la 

acumulación de viriones dentro del núcleo [5] 

El VPH no presenta una fase lítica, en ese caso utiliza la célula que lo protege para 

propagarse y esta es liberada cuando las células terminales del estrato corneo sufren 

un proceso de descamación (Ver fig. 1.4) [5] .  
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Figura 1.4. Ciclo de vida del virus en la célula huésped 

Fuente: [14] 

 

1.6. VPH 16 

 

El VPH 16 pertenece al género alphapapillomavirus, que también pertenecen el 

VPH58, VPH31, VPH35, VPH52, VPH67; todos ellos representan el 75 % de los 

cánceres cervicales invasivos en todo el mundo [18]. Estas variantes virales de VPH 

difieren en la historia evolutiva y la patogenicidad [18] . 

VPH tipo 16 es uno de los prevalentes en términos de alto riesgo en el mundo y es 

encontrado en la mayoría de casos de cáncer cervical. [10] también el VPH tipo 16 es 

el mas persistente de VPH de alto riesgo causando progresión en CIN3 o en uno 

mucho peor. [19] 

Para el HPV tipo 16 ha sido clasificado dentro de 4 linajes; European-Asian (EAS), 

incluye los sublinajes Europeo (EUR) y Asiatico (As), African1 (AFR1), African 2 (AFR 

2) y North-American/Asian-American (NA/AA). (ver fig. 1.5) [10], [19]  
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Figura 1.5. Árbol filogenético representando las variantes/linajes del genotipo 16 

Fuente: [10] 

Los linajes a su vez se encuentran en todo el mundo, no son endémicos de una sola 

región (ver fig. 1.6). 

 

Figura 1.6. Variantes/linajes del cáncer cervical del genotipo 16 en el mundo. 

Fuente: [20] 
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1.7. Gen E6 

 

Las proteínas E6 y E7 son las que codifican para que exista un alto riesgo de VPH y 

juegan un rol importante en la transformación celular, algunos sugieren que las 

variaciones en las secuencias de estas regiones puede existir un alto riesgo de 

neoplasia cervical [7], [9], [21].  

Los cambios de aminoácidos de E6 y E7 podrían afectar el potencial carcinogénico y 

respuestas inmunes del huésped [8]. Así que cualquier estudio acerca de los cambios 

en aminoácidos en estos genes podrían ayudar a la prevención y al diagnostico del 

VPH. 

 

1.8. Linajes de VPH tipo 16 

En el VPH tipo 16 la clasificación de los 4 linajes se da en base a la secuenciación de 

los genes E6 y  LCR  

 

Figura 1.7. Árbol filogenético de los linajes del genotipo 16 en base a su gen E6/LCR. 

Fuente: [10] 
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Linaje European-Asian. Se puede diagnosticar específicamente por tres posiciones 

de nucleótidos en E6 (145G, 286T, y 289A) y tres en el LCR (7489G, 7764C, 7786C). 

[10] 

Otro común (10%) SNPs en As aislados son A7289C (93,1%), T7384G (11,4%), 

G7429A (23,7%), T7781C (16,0%), y C7874G (22,1%). [10] 

Linaje Africano. La principal rama AFR se puede diagnosticar específicamente por la 

presencia de C143G en E6 y C31T en el LCR. Todo AFR muestra un patron común de 

cinco SNPs en E6, C143G, G145T, T286A, A289G, C335T y, que dan lugar a dos 

cambios de aminoácidos, Q14D y H78Y. [10] 

Otros SNPs comunes (10% de cualquier sublinaje) en AFR aislados son T7293G 

(12,3%), A7611G (17,3%), y T7714A (43,2%) en AFR1a; G7868A (37,5%) en AFR1b; 

T7282G (45,9%), G7372C (46,6%), G7387C (45,6%), y G7868A (35,6%) en AFR2a; y 

T7282G (10,4%), A7348G (10,4%), T7450G (17,2%), T7643G (24,1%), A7688T 

(24,1%), y A7688G (13,8%) en AFR2b. [10] 

Linajes North-American  y Asian-American. Todos los aislados NA/AA muestran un 

patrón común de cinco SNPs en E6, nombrados G145T, T286A, C335T y T350G (los 

cuales dan un cambio en aminoácidos  Q14H, H78Y y L83V). [10] 

Otros SNPs comunes (10% de cualquier sublinaje) se produjeron sólo en NA aíslados: 

T183G (78,6%) (que resulta en el cambio I27R amino ácido), T271C (21,4%) (un SNP 

en silencio), G7359A (70,0%), G7360A (70,0%), T7441G (70,0%), y C7784T (70,0%). 

[10] 
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CAPITULO  #2 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El proyecto de la materia de Integradora fue realizado en el Instituto Nacional de Salud 

Pública e Investigación (INSPI), bajo el Proyecto del SENESCYT PIC-12-INH-11 

“Epidemiología Molecular del Virus de Papiloma Humano para la Prevención del 

Cáncer Cérvico Uterino en mujeres de la Región Litoral del Ecuador”. (ANEXO A ).  

 

2.1. Muestras y controles 

 

Las muestras que se utilizaron para la Materia Integradora son de Esmeraldas, 

Manabí, Los Ríos, Guayas, El Oro y Santa Elena. Se utilizaron 15 muestras. 

La colección y la extracción de las muestras lo realizaron el personal del Instituto 

Nacional de Investigación en Salud Pública, según los protocolos establecidos por los 

mismos para una buena practica. 

 

2.2. Iniciadores de control 

 

Para conocer si existía carga viral de VPH en las muestras se realizo una PCR de 

control interno con los iniciadores de β-globina que son: 

5’- ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ (PC03; forward) y 

5’- CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ (PC04; reverse) (InvitrogenTM) (ver ANEXO B). 

Estos iniciadores generan un amplicón de 110pb. 
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2.3. Amplificación del Gen E6 y Purificación  

 

Las muestras que dieron positivas para la prueba de β-globina se las separo para la 

amplificación del Gen E6 

Para la amplificación se utilizo el siguiente juego de iniciadores: 

5´-CAGCAATACAACAAACCGTTG-3´(E6(e) forward) y 

5´-TCATGCAATGTAGGTGTATCTCC-3´(E6(e) reverse) 

Dando como resultado un amplicón de 220bp. 

Las condiciones de la master mix  (ver ANEXO C), se tuvo como referencia las 

condiciones ofrecidas por la empresa dueña de la enzima (Taq DNA Polymerase de 

Invitrogen) [22]. 

Las condiciones del ciclado para las muestras (ver ANEXO D )  

Se realiza una purificación del los amplicones obtenidos con QIAquick PCR 

Purification Kit, se sigue el protocolo del fabricante (ver ANEXO E) [23], para una 

respuesta confiable de los resultados se realiza un gel de agarosa al 2% para 

corroborar que existan los amplicones purificados. 

Se realiza una cuantificación de la carga viral de las muestras purificadas para su 

secuenciación (ver ANEXO F) 

 

2.4. Secuenciación 

 

Las muestras que fueron purificadas se las envía a secuenciar a la empresa Genewiz 

[24]. 

 

2.5. Filogenia 
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Análisis filogenéticos fueron realizados a partir de las secuencias del VPH16 que 

presentaban gran calidad, obtenidas por secuenciamiento.  

El árbol filogenético fue realizado en BEAST 1.8.4 con el método de Neighbor- joining 

con 2000 réplicas y el modelo de parámetro Jukes Cantor, obtenido en base al 

programa Mega 5.2 (ver ANEXO G) 

Para la realización del árbol del VPH 16 se utilizaron 7 secuencias.  

Neighbor-joining es un método heurístico para la estimación de un árbol de evolución 

mínima (ME, por sus siglas en inglés) a partir de datos distancia evolutiva.  

Este método dispone la velocidad de cálculo con la singularidad de los resultados y, es 

el método más usado para la construcción de árboles de distancia. [25]  

El parámetro de Jukes Cantor especifica las frecuencias de equilibrio de los 4 

nucleotidos que son un 25% cada uno y que durante la evolución cualquier nucleótido 

tiene la misma posibilidad de ser sustituido por otro [25] 
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CAPITULO #3 

ANALISIS DE RESULTADOS 

 

3.1. Resultados 

 

3.1.1. Amplificación del Gen E6 

 

Se utilizaron 15 muestras que dieron positivas para el control interno de β-globina, de 

estas 15 muestras se pudieron amplificar 10 muestras (66.67%) con los iniciadores 

específicos para el Gen E6 del genotipo 16 de VPH. 

 

3.1.2. Secuenciación 

 

Las 10 muestras que fueron amplificadas y purificadas para su secuenciación, se 

obtuvieron 7 muestras capaces para seguir con el proceso de análisis, puesto las otras 

3 muestras tuvieron una baja calidad en el porcentaje de bases sin recortar del 

cromatograma. 

 

3.1.3. Análisis Filogenético del Gen E6 

 

La filogenia muestra las relaciones evolutivas entre los genes y sus organismos. [25] 

Para demostrar las relaciones se utilizan diagramas que son los llamados arboles 

filogenéticos. [25] que nos ayudan para un mejor entendimiento de la evolución del 

gen del organismo. [26] 

Para el siguiente estudio se utilizo el método de Neighbor- joining con 2.000 réplicas y 
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el modelo de parámetro Jukes Cantor. Este método dispone la velocidad de cálculo 

con la singularidad de los resultados y, es el método más usado para la construcción 

de árboles de distancia. [25]  

En el árbol filogenético se utilizaron las secuencias citadas por Burk, et al 2013. [4] 

para compararlas con las secuencias obtenidas en el estudio, las secuencias de las 

muestras que se utilizaron fueron las que presentaron un gran calidad en el 

cromatograma 
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Figura 3.1. Árbol filogenético realizado con el Programa BEAST modelo Neighbor-

joining parámetro Jukes Cantor (2000 réplicas) valor inicial 1.27E-08, valor final 2.35E-

08 con prioridad uniforme. 

Como se puede observar en el Árbol filogenético las muestras C80 y C64 se 

encuentran en el linaje Africano 1, aunque las 2 muestras se encuentran en el linaje 

africano tiene una diferencia o variabilidad por eso no se encuentran completamente 

juntas sino separadas. 

La muestra C63 y C115 se encuentran en el linaje Europeo, estas muestras no 

presentan una variabilidad genética por hallarse juntas en el mismo linaje. 

Las muestras C116, C73 y C124 se encuentran en el linaje Asiático Americano, como 

se observa en árbol filogenético, las muestras C116 y C73 presentan una variabilidad 

genética de la muestra C124 a pesar que las 3 se encuentran en el mismo linaje así se 
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demuestra que aunque se encuentren en el mismo linaje puede variar genéticamente. 

 

3.2. Discusión 

 

En base a la filogenia que es una herramienta que nos permite conocer el desarrollo 

evolutivo del virus de VPH en el Ecuador y gracias a los arboles filogenéticos los 

resultados los podemos obtener para una interpretación grafica. 

Siendo el gen E6 que es uno de los genes mas representativos del virus de VPH nos 

sirvió para dar una muestra clara sobre la variabilidad genética existente en las 

muestras analizadas. 

Así las muestras analizadas del virus de VPH del genotipo 16, nos dieron como 

resultado dentro de 3 de los 4 grandes linajes, siendo estos el linaje Africano dentro 

del sublinaje Africano 1, el linaje Europeo y el Linaje Asiático Americano. 

Esto nos indica que están presentes todos los linajes en el Ecuador a pesar que la 

población es mas corta a diferencia de países desarrollados y que a pesar que existen 

campañas de concientización sobre la enfermedad del Papiloma Humano hay una 

gran presencia de la enfermedad. 

La no presencia del linaje Asiático dentro de las muestras, no nos da un suficiente 

nivel confianza de que no exista este linaje en el país, puesto se debería aumentar la 

cantidad de las muestras analizadas para así descartar esta posibilidad.  

La mayoría de muestras analizadas 43% se alinearon en el  linaje Asiático Americano 

siendo este de mayor prevalencia para cáncer cérvico uterino aunque no se esta 

descartando que las otras muestras no tengan prevalencia puesto como son todas 

genotipo 16, presentando así un alto grado de riesgo de cáncer por ser este genotipo 

de alto riesgo dentro de los VPH. 
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CAPITULO #4 

 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1. Conclusiones 

 

- Los estudios de variabilidad genética son importantes porque nos permiten hallar 

polimorfismos existentes en las muestras. 

- Las muestras analizadas se las hicieron en base al gen E6, una fracción del gen, 

siendo el amplicón de 220bp y el gen completo de 500bp aproximadamente 

demostrando que también se puede hallar variabilidad genética en partes del gen. 

- Existen 3 (Africano, Europeo y Asiático Americano) de los 4 grandes linajes de VPH 

genotipo 16 en el Ecuador y no se descarta aun la presencia del genotipo restante 

(linaje Asiático). 

- Algunas muestras a pesar de encontrarse en el mismo linaje defieren una de otra al 

separarse en otra raíz esto nos indica que a pesar del mismo linaje hay una 

variabilidad genética entre ellas no muy significativa.  

- El linaje de mayor prevalencia fue el Asiático Americano siendo este linaje el mas 

oncogénico de los 4 linajes existentes del genotipo 16. 

- Estos estudios permitirán una base para obtener información a lo largo del tiempo 

sobre los linajes que estan circundando del genotipo 16 en nuestro país  

 

4.2. Recomendaciones. 

 

- Este estudio nos brinda datos preliminares dando asi a conocer que se debe llevar a 

cabo estudios de una mayor magnitud,  para así estimar la presencia de VPH real en 

nuestro país. 
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- Los estudios a futuro se puede analizar todo el gen E6 para asi corroborar la 

información ya obtenida, si pertenecen al mismo linaje o con toda la secuencia total 

del gen existirá una mayor variabilidad genética. 

- La importancia de conocer los genotipos con sus linajes para tomar en cuenta la 

implementación de una vacuna. 

- Realizar mas estudios para ver si existe una correlación entre el linaje y su potencial 

oncogénico. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

Otorgado por el Comité de Bioetica 
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ANEXO B 

Iniciadores de Control 

Iniciador Secuencia Longitud Dirección Blanco Amplicón 

PC03 ACA CAA CTG TGT TCA 
CTA GC  

20 Forward β-globina 110bp 

PC04 CAA CTT CAT CCA CGT 
TCA CC  

20 Reverse β-globina 

 

ANEXO C 

Condiciones de la Mix 

Reactivos Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 

Volumen 

Inicial 

Volumen 

Final 

Agua   13,3ul 25ul 

Buffer 10X 1X 2,5ul 

MgCl2 50mM 2mM 1ul 

dNTPs 10mM 0,2mM 0,5ul 

Iniciador Forward 10uM 0,5uM 1,25ul 

Iniciador Reverse 10uM 0,5uM 1,25ul 

Platinium Taq 

Polymerase 

5U/ul 0,5U 0,2ul 

ADN   5ul 

 

ANEXO D 

Condiciones del Ciclado 
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 Grados Celsius Tiempo Número de Ciclos 

Desnaturalización 94º 2min 1 

Desnaturalización 94º 1min 40 

Alineamiento 55º 1min 

Extensión 72º 1min 

Extensión Final 72º 10min 1 

Final 4º  1 

 

ANEXO E 

Purificación  

- Añadir 5 volúmenes de Buffer PB a 1 volumen de la muestra de PCR y 

mezclar. 

- Poner la cantidad antes expuesta en la columna QIAquick y esta en un tubo de 

colección de 2ml 

- Para unir el ADN a la columna centrifugar por 60seg 

- Descartar el sobrenadante, ubicar de nuevo la columna en el tubo de colección. 

- Para el lavado, añadir 750ul de Buffer PE a la columna y centrifugar 60seg 

- Descartar el sobrenadante y ubicar de nuevo la columna en el tubo de 

colección, centrifugar por 1 min. 

- Poner la columna QIAquick en un tubo limpio de 1.5ml. 

- Para remover el ADN, añadir 50ul de Buffer EB al centro de la membrana de la 

columna QIAquick y centrifugar por 1 min. 

- Cerrar los tubos de 1.5 y refrigerar las muestras purificadas. 

ANEXO F 
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Cuantificación de las muestras purificadas 

 

# Sample ID Nucleic Acid Unit A260 (Abs) 
A280 
(Abs) 

260/280 260/230 
Sample 

Type 

1 blank 0,6 ng/µl 0,013 -0,001 -22,18 0,64 DNA 

2 blank -0,2 ng/µl -0,003 -0,027 0,12 -0,02 DNA 

3 C124 14 ng/µl 0,28 0,165 1,7 0,59 DNA 

4 C116 20,9 ng/µl 0,418 0,23 1,81 0,72 DNA 

5 C115 18,9 ng/µl 0,378 0,207 1,83 0,63 DNA 

6 C73 11,1 ng/µl 0,223 0,126 1,77 0,48 DNA 

7 C49 10,5 ng/µl 0,211 0,117 1,8 0,57 DNA 

8 C80 12,6 ng/µl 0,253 0,142 1,78 0,65 DNA 

9 C63 10,7 ng/µl 0,214 0,121 1,78 0,37 DNA 

10 C98 11,4 ng/µl 0,229 0,135 1,69 0,4 DNA 

11 SHL5 13,8 ng/µl 0,276 0,159 1,74 0,58 DNA 

12 C64 9,8 ng/µl 0,196 0,088 2,24 0,43 DNA 

13 blank -0,4 ng/µl -0,008 -0,026 0,3 -0,07 DNA 

 

ANEXO G 

Elección del mejor parámetro  
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