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RESUMEN

El método de restauracion de ADN es un proceso que en la actualidad no ha sido
estudiado a profundidad, pero que ha sido empleado con resultados satisfactorios en
el momento de hacer pruebas a diferentes tipos de muestras, como biopsias de
pacientes con cancer de pulmon, plasma sanguineo de pacientes con cancer de seno
entre otros. En el presente trabajo se realiz6 el proceso restauracion de ADN en 20

muestras de plasma sanguineo de mujeres que asistieron a toma de citologia,

A partir del banco de muestras que fueron utilizadas en estudios previos realizados

dentro del grupo de investigacion se seleccionaron muestras con resultados débiles y
negativos en la amplificacion del gen B-globina. Las muestras fueron restauradas por
dos metodos diferentes, en donde la variacion era la enzima empleada, era la base del
proceso. Se usaron enzimas con ADN polimerasa Klenow , para el primer proceso; y

el método con ADN polimerasa Klenow mas ligasa para el segundo.

Posterior al proceso de restauracion se realizd la evaluacion de la calidad por medio
de PCR convencional para los dos métodos, obteniendo 6ptimos resultados sobre las
muestras. Para evaluar el proceso sobre muestras que se usan para deteccion de Virus
del Papilloma humano se llevo a cabo una PCR convencional bajo los primers
GP5+/GP6+. Adicionalmente se realizo el proceso de cuantificacion de ADN por
medio de PCR en tiempo real, donde se encontrd una diferencia significativa entre los
dos métodos, siendo el método de Klenow mas efectivo que al método en el que se

hizo adicion de ligasa.



1. INTRODUCCION

El caAncer de cuello uterino es la segunda causa de muerte en mujeres colombianas,
siendo el Virus del papiloma humano el principal factor de riesgo para su desarrollo.
El genoma del virus estd formado por las regiones: temprana (E1-E8), tardia (L1 y
L2) y codificadora (ORF). El papel oncogénico principal se atribuye a los genes E6 y
E7 quienes inhiben el proceso de apoptosis e inducen a la proliferacién celular.

Actualmente, el plasma sanguineo, es una fuente importante de indicadores
moleculares, siendo una herramienta prondstico en varios tipos de patologias entre
estas el cancer. Sin embargo, el estudio de las muestras obtenidas de dichos pacientes,
puede requerir de procesamiento y de almacenamiento en frio por largos periodos de
tiempo, lo que puede causar, respectivamente, contaminacion y degradacion de los
componentes sanguineos, entre ellos los &cidos nucleicos, dificultando el estudio de
las muestras recolectadas y perdiendo, ademas de informacion valiosa, gran cantidad

de muestras que podrian ayudar a investigaciones futuras.

En los dltimos afios gran cantidad de cientificos han intentado aplicar nuevas técnicas
moleculares para reparar o mejorar la calidad del ADN en muchos campos de
investigacion como por ejemplo en estudios filogénicos, genética de poblaciones,
medicina arqueologia entre otros, implementando diferentes métodos de restauracion

de ADN, los cuales han arrojando resultados significativos.

En el presente estudio, se emplearon muestras de plasma sanguineo, que fueron
almacenadas por un periodo de tiempo de un afio de mujeres que asistieron a control
médico en una I.P.S en la ciudad de Bogota. En las muestras se aplico la técnica de
restauracion de ADN, que consiste en incubar las muestras con Taq’s Polimerasa,

DNTP’s y buffer para mejorar la calidad de la molécula.



2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA
2.1Virus del papiloma humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus de transmision sexual, se transmite
por contacto genital, siendo el principal factor de riesgo para cancer cervical; afecta la
membrana mucosa Yy esta clasificado dentro de la familia Papovaviridae del genero
Papillomaviridae donde la caracteristica principal es la ausencia de envoltura; su
capside es icosaedrica de 72 capsomeros, y estd compuesto por 8000 pb de longitud
de ADN circular (Mufioz et al., 2006), se divide funcionalmente en dos tipos de
genes: 8 genes tempranos (E) encargados de la replicacion del ADN, regulacion
transcripcional y transformacion del ADN en la célula infectada y 2 genes tardios (L)
que codifican las proteinas de la capside viral (Serman, 2002).

Este tipo de cancer es el segundo mas comun en el mundo (Woodman et al., 2007;
Ault, 2006; Longworth y Laimins, 2004; Marshall, 2003), y en Colombia causa
muerte en mujeres en edad reproductiva (Pifieros et al., 2005; Ferlay et al., 2004) este
tipo de cancer se desarrolla en el cérvix, la parte del Utero que se une con la vagina.
Inicialmente se forman lesiones precursoras denominadas neoplasias intraepiteliales
cervicales (NIC) que se dan en tres etapas (Figura 1), en donde el 16% a 36% de los
casos que presentan la etapa NIC I11 que es la neoplasia cervical que se convierte en
cancer cervical (Zuna et al., 2006; Graflund et al., 2002; Southern y Herrington,
1998).
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Figura 1. Lesiones precursoras causadas por el Virus del papiloma humano, que conllevan al
desarrollo de Cancer de cuello uterino.

Existen mas de 100 tipos diferentes del virus y al menos 40 de ellos afectan la parte
genital y se calcula que un 80% de las mujeres se infectan con VPH en algun
momento de su vida (Woodman et al., 2007; Scheurer et al., 2005). Los tipos del
virus estan agrupados en: bajo riesgo en los que se encuentran los tipos 6, 11, 42, 43
y 44 y de alto riesgo entre los cuales estan los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 68, y 70, estos ultimos, por mutaciones principalmente de sus
genes E6 y E7, son uno de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo del
cancer cervical ya que estimulan la carcinogénesis cervical (Ault, 2006; Wiley y
Masongsong, 2006; Jung et al., 2004).

Los genes E6 y E7 del VPH codifican las proteinas oncogénicas, la oncoproteina E6
aumenta la degradacion del p53 (regulador del ciclo celular) ademas de inhibir a sus
coactivadores y a inhibidores de ciclinas como p21 y p27; mientras que la

oncoproteina E7 induce la transcripcion de genes requeridos para la entrada a la fase
S del ciclo celular ya que libera le factor de trascripcion E2F-1 (mediante union con

la proteina pRB) (Narisawa-Saito y Kimono, 2007; Johung et al., 2007; Shai et al.,
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2007; Longworth y Laimins, 2004; Cho et al. 2002), por lo que su accion conjunta
promueve la proliferacion celular, impide los procesos de necrosis y apoptosis y
genera transformacion celular convirtiéndose asi en precursores del cancer. En los
tipos de VPH de bajo riesgo, las oncoproteinas resultantes no son tan eficientes en su
efecto en el p53 y el pRB como en los de alto riesgo.

El método convencional para el tamizaje del cancer cérvico-uterino es la citologia
ceérvico-vaginal y su interpretacion se basa en los cambios morfoldgicos de las
células, observados mediante la tincion de la prueba de Papanicolaou. Un examen
anual es lo que permite prevenir hasta un 70% de las neoplasias (Cavazza y Correnti
2004). Sin embargo, el método Papanicolaou tiene limitaciones importantes entre las
cuales se encuentra el impedimento de una automatizacion completa de la técnica,
variaciones constantes para mejorar su sensibilidad y la sobre-valoracion de los
hallazgos citoldgicos, sobre todo en las evaluaciones de los cambios morfologicos,
donde la citologia Unicamente permite sugerir la presencia de una infeccion por VPH
pero hasta ahora no es posible hacer la deteccion certera del virus. (Cavazza y
Correnti 2004).

2.2 ADN libre en plasma

El plasma es el componente liquido de la sangre, contiene en su mayoria agua, pero
en él también se encuentran proteinas libres, hormonas, azucares, factores
coagulantes, entre otros. Actualmente el ADN libre en plasma es una fuente
importante de indicadores moleculares para observar condiciones generales en varios
tipos de pacientes; puede revelar diferentes situaciones patologicas como

infecciones, varios tipos de desordenes y enfermedades autoinmunes, asociadas a
muerte celular (Fournie et al. 1995, Zheng et al. 2006); encontrandose asi alteraciones

genéticas y epigenéticas (Arias et al., 2007). Ademas es empleado en procesos de
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diagndstico de enfermedades durante la gestacion como preclampcia, aberraciones
cromosomicas fetales entre otras (Zheng et al. 2006).

Desde la década de 1970 se han reportado en numerosos estudios un aumento de
ADN libre en el plasma de pacientes con cancer, incluso, se presenta una mayor
cantidad de ADN libre en suero en pacientes con metéastasis (plasma sin factores
coagulantes que se produce luego de la coagulacion de la sangre), que en pacientes
con enfermedades localizadas (Anker et al. 2000). Méas adelante, se encontré que el
ADN libre de pacientes con cancer, comparte propiedades biofisicas con el ADN del
tumor como disminucién de la estabilidad, presencia de oncogenes especificos,
alteraciones de microsatelites entre otros (Woodman et a., 2007); y es precisamente
gracias a las alteraciones microsatelitales, que se hace posible utilizar el ADN libre en
plasma o suero como un marcador de diagnosis para identificar tumores especificos
asi como la etapa tumoral en que se encuentran (Anker et al. 2000) pero para esto se

requieren cantidades en microgramos de ADN.

Las pruebas realizadas con ADN de plasma sanguineo pueden ser altamente sensibles
y especificas, tanto que es posible pensar en hacer un seguimiento durante el proceso

de la enfermedad en pacientes con cancer.

En lo que respecta al VPH y al cancer cervical, a pesar de tratarse de una enfermedad
local, es posible encontrar ADN viral liberado por lisis celular, apoptosis o por
procesos metastaticos en el plasma de pacientes infectados (Mutirangura, 2001), y es
ademas factible utilizarlo para el seguimiento control postratamiento, control de

recurrencias entre otros (Tong y Lo, 2006; Widschwendter et al., 2003).

Sin embargo, por el procesamiento de las muestras se pueden afectar de manera
significativa el ADN en cuanto a su estructura, cantidad y calidad; impidiendo
realizar estudios moleculares de ADN en plasma, ya que este puede ser degradado
por la influencia de AADNsas, mecanismos 0 acciones fisicas como la hidrélisis,
oxidacién o destruccion por enzimas, gue en consecuencia, originan pequefios

fragmentos de ADN, un bajo nimero de copias, presencia de nicks en los fragmentos
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de doble cadena; minimizando la posibilidad de la amplificacion mediante la PCR
(Pusch, et al. 1998). Esto ha causado controversias en cuanto a la utilizacion del ADN
de plasma para la deteccion de acidos nucleicos de origen viral libre por la diferencia
de niveles -a veces nulos- de concentracion encontrados en estudios realizados a
pacientes con cancer cervical en diferentes poblaciones y utilizando diferentes
meétodos de deteccion y/o conservacion de las muestras (Mutirangura, 2001).

2.3 Restauracion de ADN

Debido a la fragilidad e inestabilidad del ADN, este puede degradarse por los
procesos de extraccion, conservacion y purificacion (Arias et al. 2007), presentando
dafos ya sea inducidas por los procedimientos a los que se somete 0 por su propia
naturaleza al estar almacenados por amplios periodos de tiempo (Paabo S. 1989),
exposiciones ambientales a radiacion o agentes nocivos (Mitchell et al. 2005),
llegando a presentar modificaciones y fragmentacidn en su estructura (Mitchell, et al.
2005; Push, et al. 1998).

Estos darios tienen diferentes grados de efecto en los resultados y eficiencia de las
PCR (Sikorsky et al. 2007), muchos de estos dafos es posible repararlos y aumentar
la calidad de la amplificacién en PCR (Mitchell et al. 2005, Arias et al. 2007).

Para los dafios causados en el ADN se emplea un proceso llamado restauracion el
cual consiste en reparar los sitios donde los nucleétidos se han perdido, rellenando
fragmentos de una sola hebra de ADN mediante un tratamiento con taq polimerasa y
dNTPs antes de realizar la PCR (Bonin et al. 2003); obteniendo cadenas largas listas

para la amplificacion. (Bonin et al.2003).

Bonin y colaboradores (2003) evaluaron el proceso de restauracién de ADN en
muestras almacenadas, para estudios epidemiolégicos moleculares y en el analisis de

diferentes neuropatologias, donde es posible amplificar secuencias hasta 300 pb.
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La técnica de restauracion es reciente; se conocen pocos estudios y en plasma
sanguineo existe muy poca informacién. Arias y colaboradores (2007), aplican el
proceso de restauracion en muestras de plasma sanguineo aplicando PCR
convencional. Su estudio mostré muy buenos resultados, y utilizan los siguientes

pasos:
1. Extraccion del ADN;
2. Tratamiento de restauracion Pre-PCR (Restauracion),
3. Amplificacion.

Los ensayos de este estudio se realizaron en muestras almacenadas de plasma
sanguineo de pacientes con cancer, fueron seleccionadas por la inhabilidad de
amplificar para el gen de B-globina en el procedimiento convencional de PCR. En los
resultados arrojados se observd un incremento significativo en la eficiencia de la
amplificacion y una alta concentracion del producto e intensidad en las bandas de
muestras restauradas visualizadas en electroforesis con respecto a las que no fueron
restauradas (Arias et al. 2007)

Finalmente el proceso restauracion de ADN consiste en reparar los sitios donde los
nucleotidos se han perdido, rellenando un fragmento de una sola hebra de ADN
mediante un tratamiento con taq polimerasa y dNTPs antes de realizar la PCR (Bonin
et al. 2003).

2.4 PCR en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real es una técnica que permite la amplificacion
exponencial de secuencias cortas de ADN dentro de una molécula de ADN de cadena
doble. Es una técnica bastante sensible por esto se requiere ADN de buena calidad.

Esta PCR implica el uso de un par de primers, cada uno alrededor de 20 nucledtidos
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de longitud, que son complementarios a una secuencia definida en cada una de las dos
hebras. Por este método se pueden hacer analisis cuantitativos de las muestras.

La PCR cuantitativa detecta en tiempo real la amplificacién de la molécula de
interés. La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR
sera proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando. En general para que
sea valida esta técnica requiere realizar en paralelo una curva patron en las mismas

condiciones para conocer la cantidad total de ADN que se esta amplificando.

Las secuencia Alu son fragmentos de ADN aproximadamente de 300 pares de bases
que con ligeras variaciones puede encontrarse en un gran namero de lugares en el
genoma Yy logran mejorar la sensibilidad de la deteccion de genes en pruebas de PCR
Las primeras secuencias de este tipo se identificaron mediante la endonucleasa Alu,
de la cual han recibido su nombre, aunque actualmente se analizan mediante técnicas
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa y electroforesis esto por ser
inserciones estables del genoma. Son las secuencias moviles mas abundantes del

genoma humano.

21


http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis

3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Formulacién del problema

El Virus del Papilloma humano el principal factor de riesgo para el cancer cervical, y
es el virus més recurrente actualmente entre las mujeres; siendo la deteccion, un

punto importante para su control. (Hausen 2002)

Estudios recientes arrojan excelentes resultados en el estudio del ADN plasmaético por
medio de pruebas moleculares, ya que este ADN es una fuente valiosa de un gran
namero de indicadores moleculares que describen las condiciones generales de
pacientes con cancer (Arias et al. 2007). Pero en los estudios de muestras de ADN
existen varias limitaciones ya que por la naturaleza de la muestra se altera su
composicion, sufriendo dafos y fragmentaciones en las cadenas. La degradacion de
ADN se da por varias razones: La contaminacion con otros tipos de ADN (Mitchell et
al. 2005, Push et al. 1998); dafos y diversas lesiones durante la extraccion del ADN
por lavados con silica, enzimas proteoliticas, extraccion por fenol y/o repetidas
precipitaciones con etanol; almacenamiento de las muestras por largos periodos de
tiempo (Paabo 1989) que pueden ser usadas para estudios futuros y seguimiento de
pacientes en hospitales. A demas del deterioro durante los procesos de purificacion
resultando un bajo porcentaje de productos especificos nucleares amplificados (Paabo
1989, Push et al. 1998, Arias et al. 2007).

Como se mencionaba anteriormente, el ADN de plasma por ser una fuente importante
de marcadores tumorales puede ayudar a una deteccion temprana y mejora en los
tratamientos de enfermedades como el cancer de cuello uterino, que en la actualidad
es frecuente en mujeres en edad reproductiva y afecta a un gran porcentaje de la
poblacion femenina en Colombia. Pero para dichos estudios se requiere un ADN de
buena calidad que pueda mostrar datos representativos en el momento de evaluacion

muestras.
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Por esto se requieren ensayos de nuevos procedimientos para mejorar la calidad de
ADN y obtener un tamafio adecuado en diferentes tipos de muestras entre estas las de
plasma sanguineo. Por lo anterior en el presente trabajo se emplead un proceso de
restauracion en el ADN de plasma, para tratar las alteraciones y dafios presentes en
los &cidos nucleicos, asociados al almacenamiento o a diferentes métodos de

extraccion.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Comparar dos métodos de restauracion de ADN en plasma sanguineo de mujeres que
asistieron a toma de citologia para deteccion de VPH

4.2 Especificos

1. Identificar, con el método de PCR convencional, las muestras que requieren

restauracion.

2. Evaluar el incremento en la calidad del ADN alcanzados con los dos métodos
de restauracion en las muestras previamente identificadas, bajo el método de

PCR en tiempo real.

3. Evaluar las muestras restauradas para deteccion del Virus del Papiloma

Humano

24



5. HIPOTESIS

Existen diferencias significativas en la mejora de la calidad del ADN tratado, entre
los métodos de restauracion con ADN polimerasa Klenow y el método con ADN

polimerasa Klenow mas ligasa de muestras en plasma sanguineo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Métodos

6.1.1 Obtencién de muestras

La seleccion de muestras de ADN de plasma se realizd en el Banco de muestras de
del Grupo Farmacogenética del Cancer de la Universidad Nacional de Colombia de
pacientes que asistieron a toma de citologia cérvico-uterina y Cancer de cérvix, en
una 1.P.S de Bogota durante el trascurso del mes de mayo de 2008. Se seleccionaron
20 muestras al azar que en estudios anteriores arrojaron resultados débiles y
negativos en la evaluacion de la calidad del ADN por medio de una PCR
convencional en la amplificacion del gen de B-globina, que incluian muestras de

negativas y positivas para VPH.

6.1.2 Extraccién de ADN

La obtencion del ADN se llevo a cabo empleando 200ul de la muestra de plasma
sanguineo, se le adiciono 4ul de proteinasa K de una concentracion de 20
microgramos/ mililitro, y se incubo a 55°C toda la noche. Posteriormente se realizo
extraccion por fenol-cloroformo y se precipité con etanol segun las especificaciones

de Sambrook y Russel en el 2001.

El método consiste en tratar las muestras en un volumen igual de fenol cloroformo,
seguidamente de una agitacién manual durante cinco minutos y centrifugado durante
otros 5 minutos a 8000 rpm. La fase superior se transfirié a un nuevo tubo ependorf
donde se realizo la precipitacion del ADN, empleando 1/10 volimenes de acetato de

sodio 3M y 2,5 volimenes de etanol absoluto frio. Inmediatamente fueron incubadas
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durante toda la noche a -70°C y posteriormente fueron centrifugadas durante 20

minutos a 13.000 rpm a 4°C.

El sobrenadante fue descartado y el pellet lavado con etanol al 70%. A continuacion
se dejo evaporar el etanol, y el ADN se resuspendié en 100 ml de Buffer TE (Tris 10
mM + 1mL de EDTA, pH 8,0). Al terminar el proceso se almacené a -20°C hasta el

proceso de restauracion.

6.1.3 Restauracion de ADN en muestras de plasma sanguineo

Para la restauracion de ADN en plasma sanguineo se emplearon dos tipos de enzimas
diferentes: 1. ADN polimerasa de E, Coli, Klenow (Epicentre, Biotechnologies)
Referencia KP810250 2. ADN polimerasa de Klenow mas ligasa. (Epicentre,
Biotechnologies) Referencia KP81001K.

Para la prueba con la enzima klenow, se realizé una mezcla de solucién con
contenido de 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM NacCl, 1.0 mM dithiothreitol (DTT),
0.1 mM EDTA, 0.1% Triton® X-100, dNTPs y buffer: 0.2 M Tris-HCI (pH 7.5), 50
mM MgCI2, 5.0 mM DTT. Posteriormente se adiciono 5ul de cada una de las 20
muestras de ADN de plasma para un volumen final de 25 ul, la mezcla se coloco en

vortex durante 1 minuto. La mezcla fue incubada a 37°C durante 1 hora.

Para la prueba con klenow mas ligasa se realizd una mezcla de solucion con
contenido de 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM NacCl, 1.0 mM dithiothreitol (DTT),
0.1 mM EDTA, 0.1% Triton® X-100, dNTPs y buffer: 0.2 M Tris-HCI (pH 7.5), 50
mM MgCI2, 5.0 mM DTT vy ligasa. Posteriormente colocé 5ul de cada una de las 20
muestras de ADN de plasma para un volumen final de 25 ul y se colocé en vortex

durante 1 minuto. La mezcla fue incubada a 22°C durante toda la noche.
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6.1.4 Evaluacion de la calidad de ADN

La calidad del ADN tanto de las muestras restauradas y sin restaurar fue confirmada
por PCR convencional con los primers PC03 (Forward:
5"CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG3")/ PC04(Reverse:

5" CCCGAGTAGCTGGGATTACAR)), los cuales amplificaron un fragmento de
110pb del gen constitutivo de B-globina (Arias et al., 2007). La mezcla de la reaccion
contenia buffer de PCR 1X, MgCl; 3,5mM, mezcla de dNTPs 800uM (200uM de
cada uno), PC03 1uM, PC04 1uM, 1,25U de Taq polimerasa (Promega M7502) y
agua destilada estéril hasta completar un volumen de reaccion de 25pL.

Las reacciones fueron corridas en el equipo My Cycler "™ Termal Cycler (Biorad)
con las siguientes condiciones: 4 minutos a 94°C, seguidos por 40 ciclos de
amplificacion de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, y una
extension final a 72°C por 4 minutos. Como control positivo se uso ADN linfocitario

y como control negativo agua destilada.

El producto de la PCR se visualizd mediante una electroforesis en Gel de Agarosa al
1% tefiido con Bromuro de Etidio (0,5 ug/ml); colocando 20 ul del producto
amplificado (Gen de 110 pb) en cada uno de los pozos. Esta electroforesis se corrid
durante aproximadamente 60 minutos a 100 voltios en buffer TBE 1X, los productos
de amplificacién fueron visualizados con luz ultravioleta con un analizador Biorad
Power PAC 3000 posteriormente la imagen del gel fue digitalizada con el programa
Quantity One (Bio Rad).
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6.1.5 Muestras evaluadas para VPH

Después de realizar el proceso de restauracion por los dos métodos se realizo una
evaluacion de las muestras por medio de PCR convencional con primers GP5
(Forward 5°- TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -3”)/ GP6 (Reverse 5°-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC -37)

El producto de la PCR se visualizé en electroforesis en Gel de Agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) se coloco 20 ul de cada una de las muestras en los

POZO0s.

6.1.6 PCR en tiempo real.

Se realizo una PCR en tiempo real para hacer un andlisis cuantitativo de ADN de las

muestras con los dos métodos de restauracion de ADN.

6.1.7 Amplificacion de ADN.

Para comparar los dos métodos de restauracion se realizé una cuantificacion del ADN
de las muestras restauradas y no restauradas de plasma. Para esto, el ADN
concentrado fue medido usando el sistema de PCR en tiempo Real (PCR-TR) con
SYBR® Green (Master Mix, Applied Biosystems), usando secuencias repetitivas del
Gen ALU 115pb. La PCR en tiempo real se llevo a cabo siguiendo el protocolo

establecido por Umetani et al. (2006)

TABLA N° 1. Secuencias de los Primers ALU 115 (Umetani et al, 2006)

Primers Tipo Secuencias

Forward 5’-CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG -3’
ALU115

Reverse 5’-CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3’
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6.1.8 Curva Estandar

Se realizd un curva de calibracion de diferentes concentraciones con ADN linfocitario
patron (1,5ng/uL) fue corrida en paralelo con cada analisis como referencia

cuantitativa equivalente a las muestras desconocidas

Tabla N° 2. Diluciones seriadas de la Curva Estdndar del PCR-TR a partir de ADN
Linfocitario con una concentracion de 1,5ng/pL.

Dilucion Concentracion ng/uL
1:10 15
1:100 0,15
1:1000 0,015
1:10000 0,0015
1:100000 0,00015

La PCR en tiempo real se llevo a cabo en un volumen de reaccion final de 25uL que
contenia 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0.2uM
de cada primer y 2uL de ADN. Las amplificaciones del ADN fueron corridas por
duplicado, en placas de reaccion de 96 pozos en el equipo 7500 de PCR de Tiempo

Real (Applied Biosystems).

La amplificacion fue iniciada a 95°C por 10 minutos y complementada por 50 ciclos
de amplificacién (denaturacion a 95°C por 20 segundos, anillamiento a 64°C por 30
segundos y una extension de 72°C por 32 segundos). Durante el ciclaje, las
emisiones de cada una de las muestras fueron registradas y los datos de fluorescencia
fueron procesados por el Software 7500 version 2.0.1., para producir los valores del

CT (por su sigla en inglés Threshold Cycle) de cada una de las muestras.
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6.1.9 Analisis estadistico

Para el analisis de los dato se emple6 una prueba no paramétrica de rangos signados
Wilcoxon para realizar la comparacion de datos entre los dos métodos de restauracion
utilizando el programa Microsoft Excel.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluo la calidad de ADN de las 20 muestras de plasma sanguineo restauradas por
los dos metodos: klenow y klenow con la adicion de ligasa y de las muestras sin
restaurar por medio de PCR convencional. A continuacion se presentan los
resultados del ensayo para muestras no restauradas y restauradas(Figura 2), donde se
observan 5 carriles que indican el nimero de muestra. La figura 2A se observan
bandas débiles es decir que no presentan buena definicion para la amplificacion del
gen b-globina identificando el fragmento de 110pb en gel de agarosa al 1%. En la
observacion de todas las figuras se muestra el incremento en la calidad por los
métodos de restauracion en la amplificacion de las muestras con respecto a las de la

figura 2.

NMA N7 nMK LV [e] NN

0ph
wo pb —*

M6 M7 M8 M9 M10

0ph T
wo pb —*

NMA Vv N \V/[e] NN

00pb T
wo pb —*

Figura 2. Geles representativos de la electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion
del gen de B Globina de 110pb (M= Numero de muestra). A. Muestras con resultados débiles en
el momento de la amplificacion. B. Muestras restauradas con la enzima Klenow C.
Muestras restauradas con la enzima Klenow mas ligasa
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De las 20 muestras restauradas bajo los dos métodos, 16 amplificaron para beta-
globina después de ser sometidas al proceso de restauracion con Klenow sola, y 12
amplificaron con la adicion de ligasa. Aparentemente solo se podian detectar algunas
diferencias en la intensidad de algunas de las bandas de los amplimeros para algunas

de las muestras en estudio.

Tabla 3. Resultados de la Amplificacion del gen B-globina de las muestras bajo PCR
convencional después de haber realizado cada uno de los dos métodos de restauracion
de ADN.

Resultado de PCR convencional
Muestra | Sin 5 Kleno +
No. restauracion | kjenow Ligasa

1| Negativo Negativo Negativo

2 | Débil Positivo Negativo

3| Negativo Positivo Negativo

5| Negativo Positivo Negativo

6 | Débil Positivo Positivo

7 | Débil Positivo Positivo

8| Negativo Positivo Positivo

9 | Débil Positivo Positivo

10 | Débil Positivo Positivo

70| Negativo Positivo Positivo

71 | Débil Negativo Positivo

72 | Negativo Negativo Positivo

73 | Débil Negativo Positivo

74 | Negativo Positivo Negativo

75 | Débil Positivo Negativo

76 | Débil Positivo Negativo

78 | Débil Positivo Negativo

79 | Débil Positivo Positivo

Total 0 16 12
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Deteccion de VPH en muestras restauradas

Después del procedimiento de restauracion, las muestras fueron evaluadas con los
primers GP5/GP6 usados frecuentemente para amplificacion en la deteccion del

Papilloma humano.

M77 M78 M79

0ph

x:o pb —* '

Figura 3. Gel Representativo de la electroforesis de muestras de plasma evaluadas
bajo los primers GP5/GP6.

Dentro del analisis de las 20 muestras evaluadas, que luego del periodo de
almacenamiento daban todas negativo para VPH, se encontré que 4 de ellas eran
positivas luego de ser sometidas al proceso de restauracion por klenow y 3 luego del

proceso por klenow mas ligasa.

Tabla 4. Resultados de la Amplificacion por PCR convencional con los primers

GP5/GP6 para deteccion del VPH antes y después del proceso de restauracion.

Evaluacién de VPH
Muestra |Sin B Kleno +
No. restauracion | kenow | Ligasa
1| Negativo Negativo | Negativo
2 | Negativo Negativo | Negativo
4 | Negativo Negativo | Negativo
3| Negativo Negativo | Negativo
5| Negativo Negativo | Negativo
6 | Negativo Negativo | Negativo
7 | Negativo Negativo | Negativo
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8| Negativo Negativo | Negativo
9| Negativo Negativo | Negativo
10 | Negativo Negativo | Negativo
70| Negativo Negativo | Negativo
71 | Negativo Negativo | Negativo
72 | Negativo Negativo | Negativo
73 | Positivo Positivo | Negativo
74 | Negativo Negativo | Negativo
75 | Negativo Negativo | Negativo
76 | Negativo Negativo | Negativo
77 | Positivo Positivo | Positivo
78 | Positivo Positivo | Positivo
79 | Positivo Positivo | Positivo
Total 0 4

7.1 PCR en tiempo real

Para determinar cuanto mejoro la calidad del ADN, se cuantifico mediante PCR en
tiempo real, la cantidad de ADN presente en cantidades equivalentes de ADN
aisladas, sometidas y no sometidas a los procesos de restauracion. Los tratamientos
comparados fueron tres, muestras sin restaurar, muestras restauradas con klenow y

muestras restauradas con klenow mas ligasa.

Para PCR en tiempo real se realizd una cuantificacion absoluta tomando como

referencia una curva estandar de concentraciones conocidas, la cual arrojo un

R?=0.992 (Figura 6).
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7.1.1 Estandarizacion de la curva para PCR en tiempo real

Con el fin de obtener valores de referencia de concentraciones conocidas para ser
comparadas con muestras desconocidas se hicieron ensayos con diluciones de ADN
linfocitario patrén (1,5ng/pL)

Amplification Plot Standard Curve
\r‘
044 g ///,/"" % \
\ . — MLy L e
001 // , " \
[ NN\, i % .
14 oot \4{\ ‘ ‘1‘ f\ "l\‘ 5
4 [\l \ 2
00001 { |
15
000001 { 4
0200001 *~ ‘ < J
2URENR RN ABRNDNBBOQUEEY g W o h
(/,d,'. Quantity
i 1 ®E E = | Wstandard [l Uninown
Cy 30 3 34 3 KIN] kY e
(ng/ HL] 15 0,15 0015 00015  0,00015 Control Negaﬁvo Detector: Alu 115, Slope: 3,685, Y- Inter 40,966, R=0.992, Eff%: 86,81
Figura 5. Curva estandar de PCR en Figura 6. Regresion Lineal de la

curva estandar. Ct vs cantidad de

tiempo real de ADN linfocitario
ADN para ALU 115

La curva estandar por PCR en tiempo real presentada en las figuras 5 y 6 indican que
a menor Ct mayor concentracion de ADN, donde el valor de Ct es la interseccién
entre la curva de amplificacion y la linea base. Entre mayor sea el valor Ct menor es

la concentracion final de ADN.

El equipo mostro datos en los cuales se dan valores de C+ y de las moléculas del gen

ALU que amplificé el fragmentos de 115pb. El analisis cuantitativo arrojo diferentes
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concentraciones de ADN para las muestras restauradas y sin restaurar; a continuacion

se muestran los datos.

Tabla 5. Resultados cuantitativos arrojados el equipo SYBR® Green. PCR en tiempo

real.

Muestra | Tratamiento CcT Cantidad
Sin Restaurar 0 0
Klenow 0 0

1 Klenow+Ligasa 0 0
Sin Restaurar 45,22096634 | 3,98962E-05
Klenow 35,16214371 0,03145143

2 Klenow+Ligasa 0 0
Sin Restaurar 38,23661423| 0,004095092
Klenow 34,50687027 0,04856731

3 Klenow+Ligasa 0 0
Sin Restaurar 34,30331802 | 0,055585615
Klenow 32,63724518 | 0,167784959

4 Klenow+Ligasa 0 0
Sin Restaurar 35,26015472 0,0294724
Klenow 31,63243866| 0,326673687

5 Klenow+Ligasa 34,9127655| 0,037106976
Sin Restaurar 32,46191406| 0,188470915
Klenow 30,65661621| 0,623919427

6 Klenow+Ligasa 37,68787384 | 0,005892347
Sin Restaurar 0 0
Klenow 31,37300873 | 0,387993068

7 Klenow+Ligasa 34,27782822 | 0,056533113
Sin Restaurar 0 0
Klenow 30,55888176| 0,665692687

8 Klenow+Ligasa 34,39616013 | 0,052266814
Sin Restaurar 0 0
Klenow 30,84440041| 0,550872386

9 Klenow+Ligasa 39,0616951| 0,002369515
Sin Restaurar 41,57761002 | 0,000446821
Klenow 29,52074051 1,32505703

10 Klenow+Ligasa 34,39616013 | 0,052266814




Sin Restaurar 0 0
Klenow 47,20853806| 1,06796E-05
70 Klenow+Ligasa 30,69268227| 0,609175384
Sin Restaurar 37,1432457| 0,008455293
Klenow 43,28198624 | 0,000144315
71 Klenow+Ligasa 31,44896507 | 0,368935376
Sin Restaurar 34,26861572| 0,056879513
Klenow 49,43559265| 2,43902E-06
72 Klenow+Ligasa 30,83335876| 0,554920435
Sin Restaurar 0 0
Klenow 33,76846695| 0,079247795
73 Klenow+Ligasa 48,9741478 | 3,31208E-06
Sin Restaurar 47,35787964 | 9,67274E-06
Klenow 32,79567719| 0,151052609
74 Klenow+Ligasa 45,47408295| 3,37318E-05
Sin Restaurar 32,81679153| 0,148952499
Klenow 31,73211288| 0,305780828
75 Klenow+Ligasa 46,9496994 | 1,26793E-05
Sin Restaurar 32,46191406| 0,188470915
Klenow 31,68564606 | 0,315349132
76 Klenow+Ligasa 46,9496994 | 1,26793E-05
Sin Restaurar 30,84440041| 0,550872386
Klenow 30,0714283| 0,919706285
77 Klenow+Ligasa 33,85677719| 0,074740477
Sin Restaurar 39,20654678 | 0,002152512
Klenow 29,04667282 | 1,814492345
78 Klenow+Ligasa 36,86327744 | 0,010180124
Sin Restaurar 0 0
Klenow 30,55888176 | 0,665692687
79 Klenow+Ligasa 32,52200317| 0,181109011

Se realizo una comparacion entre la totalidad de las muestras que se encontraron

dentro de los rangos de C;arrojados por la curva estandar comparado con la cantidad

de ADN para observar la mejora de la calidad
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Tabla 6. Comparacion de los resultados de la restauracion a partir de la amplificacion
por PCR en tiempo real. 0 indica que no se encuentra en los rangos de Ct y 1 indica
que si lo presento.

Cual es mejor (Menor Cty Mayor
Dentro del Rango (30>Ct<37,7) Cantidad)

Muestra |Sin restaurar |Klenow |Klenow+Ligasa |Sin restaurar |Klenow |Klenow+Ligasa
2 0 1 0 0 1 0

3 0 1 0 0 1 0

4 1 1 0 0 1 0

5 1 1 1 0 1 0

6 1 1 1 0 1 0

7 0 1 1 0 1 0

8 0 1 1 0 1 0

9 0 1 0 0 1 0

10 0 0 1 0 0 1

70 0 0 1 0 0 1

71 1 0 1 0 0 1

72 1 0 1 0 0 1

73 0 1 0 0 1 0

74 0 1 0 0 1 0

75 1 1 0 0 1 0

76 1 1 0 0 1 0

77 1 1 1 1 0 0

78 0 1 1 0 1 0

79 0 0 1 0 0 1

Total 8 14 11 1 13 5
% 42,1%| 73,7% 57,9% 5,3%| 68,4% 26,3%

7.2 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se empleo la prueba estadistica no paramétrica
de Wilcoxon de rangos signados. Aplicando esta prueba el valor t fue de -1,88

concluyendo que hay diferencias significativas entre los dos métodos
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Estos datos se analizaron utilizando el método no paramétrico de Wilcoxon, para el
cual se restd la cantidad de ADN obtenido en el método Klenow (método A) del
obtenido en el método Klenow+Ligaza (método B) para cada muestra. Luego,
definimos como parametro de referencia una media o = 0 para el resultado de la

muestra, segun la cual compararemos los métodos.
Se definieron dos hipotesis a comprobar:

a) M=Mo - Esto significaria que los dos métodos no son significativamente
diferentes, por lo que aplicar uno u otro para mejorar la calidad del ADN seria

irrelevante.

b) u>po — Lo cual significaria, una vez descartada la anterior, que por el método
B obtenemos una cantidad de ADN significativamente mayor que por el
método A, por lo cual podriamos decir que es mejor para realizar restauracion
de ADN.

Se analizaron los datos siguiendo la metodologia de prueba para lo cual se tomaron
los valores absolutos de la diferencia entre el valor de la observacion (el resultado de
la resta B-A) y la media hipotética Lo para luego ordenarlos de mayor a menor y
asignarles una jerarquia de 1 a 16 que luego se complementd con el signo de la
observacion correspondiente. Luego se definieron las sumas de las jerarquias t.
correspondientes a todas las observaciones cuyo valor es mayor al de o y la suma de
las jerarquias t. correspondientes a todas las observaciones cuyo valor es mayor al de

Ho. El resultado se observa en la tabla 6.
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Tabla 7. Datos del anélisis estadistico de Wilcoxon.

Cantidades (ng/ul)
A B
Muestra Klenow + (B-A) [(B-A)-p0] |[Jerarquia] [Jerarquia] T- T+
Klenow ]
Ligaza

5 0,32667369| 0,03710698] -0,28956671| 0,28956671 5 -5) 5 0
6 0,62391943| 0,00589235| -0,61802708| 0,61802708 13 -13] 13 0|
7 0,38799307| 0,05653311] -0,33145995| 0,33145995 7 -7 7 0
8 0,66569269| 0,05226681] -0,61342587| 0,61342587 12 -12 12 0
9 0,55087239| 0,00236951| -0,54850287| 0,54850287 9 -9 9 0|
10 1,32505703| 0,05226681| -1,27279022| 1,27279022 15 -15) 15 0)
70 1,068E-05( 0,60917538] 0,6091647| 0,6091647 11 11 0 11
71 0,00014432| 0,36893538| 0,36879106( 0,36879106 8 8| 0 8|
72 2,439E-06| 0,55492043 0,554918 0,554918 10 10 0 10
73 0,0792478| 3,3121E-06] -0,07924448| 0,07924448 2 2| 2 0
74 0,0792478| 3,3732E-05| -0,07921406| 0,07921406 1 -1 1 0
75 0,15105261| 1,2679E-05| -0,15103993| 0,15103993 3 -3 3 0
76 0,30578083| 1,2679E-05| -0,30576815| 0,30576815 6 6f 6 0|
77 0,31534913| 0,07474048] -0,24060865| 0,24060865 4 -4 4 0
78 0,91970628| 0,01018012] -0,90952616( 0,90952616 14 -14 14 0|
79 1,81449234| 0,18110901] -1,63338333| 1,63338333 16 -16] 16 0

SumaT 107 29

Teniendo como nimero de muestras N = 16, se validaron las hipdtesis bajo un nivel de
significancia a=0,05 ingresando a las tablas de de niveles de probabilidad buscando un P =

0/2=0,025 que para el caso de N=16 se acerca mas a P =0,02533 con un T = 30.

a) Por tratarse de una hipdtesis alternativa bilateral, tomamos como estadistica
de prueba T, por ser el menor, y sabemos que si es menor que T rechazamos
la hipdtesis. Como T.,=29<30=T podemos decir con un nivel de significacion
de 0,05 que los dos métodos arrojan resultados diferentes y por lo tanto la
decision sobre utilizar uno u otro no es irrelevante. Sin embargo, es
importante anotar que es un resultado muy estrecho, y que con un nivel de

significancia de 0,04, los métodos nos serian diferentes.

b) Como ya se comprobo6 que son diferentes, se valido la segunda hipotesis
alternativa unilateral, para la cual tomamos como estadistica de prueba T. ya
que un valor suficientemente pequefio de este indicaria que no se cumple la

hipétesis. Como en la validacion anterior, rechazamos la hipétesis y podemos
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decir con un nivel de significancia de 0,05 que el método A, Klenow es mejor

que el método B, Klenow + Ligaza.

Para esta prueba no se encontraron datos de estudios anteriores de cuantificacion de
resultados del proceso de restauracion.

8. DISCUSION

Siguiendo el método descrito de restauracion de ADN en plasma sanguineo, se logré
obtener una buena definicion sobre la amplificacion de las muestras, respecto a las
muestras que no presentaron una buena calidad de amplificacion en el momento de la
evaluacion por PCR convencional. Este resultado es acorde con el trabajo de Arias y
colaboradores 2007, donde realizaron estudios con muestras almacenadas de ADN de

plasma sanguineo de pacientes con cancer de pulmén y pacientes con cancer de seno.

El procedimiento permitié una mejora en la eficiencia de la amplificacion en la
deteccidn de un gen -b-globina- de unica copia en PCR convencional, con los
métodos de restauracién de ADN bajo las enzimas Taqg polimerasa Klenow y Klenow
mas ligasa. En las figura 2 se contrasta la amplificacion en los dos momentos: antes y

después de ser restauradas mostrando el cambio en la acentuacion de las bandas.

La mejora en la calidad de ADN empleando las dos enzimas Klenow y la Klenow
mas ligasa comprueba que la aplicacion de taq polimerasa, sobre las reacciones
empleadas en el proceso de mejora del ADN, restaura los "nicks™ después de la
rehibridizacion de ADN, usando la otra cadena como molde. Debido a la posicién
aleatoria de los "nicks", la reconstruccién de fragmentos de secuencias largas es

suficiente para que se obtenga una buena amplificacion (Bonin et al. 2003)
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Las enzimas que fueron aplicadas a las muestras para los procesos de restauracion no
presentaron mayores diferencias en el momento de la evaluacion de la calidad de
ADN mediante el proceso de PCR convencional, donde las bandas observadas
presentaban una intensidad muy similar en el momento de la amplificacion, lo que
indicd que las dos son eficientes para el proceso, aunque se obtuvo menor eficacia en
el proceso por klenow mas ligasa. Sin embargo, en el momento de obtener los
resultados de cuantificacién por PCR en tiempo real se pudo observar la diferencia
entre los dos métodos.

En la evaluacion de las muestras para la deteccion de VPH (Posterior al proceso de
restauracion), con la electroforesis se corroboraron resultados positivos para las 4
muestras de las 20 evaluadas, que fueron las mismas que presentaron resultados
positivos en el proceso de deteccion. Las muestras positivas fueron las numero
73,77,78 y 79 indicando la presencia del virus bajo los primers GP5/GP6. Lo anterior
muestra que el proceso de restauracion no afectaria las muestras negativamente, en
este caso, para el proceso de deteccion del virus; pero cabe notar que no se
presentaron muestras nuevas con deteccion del virus. Lo que nos indicaria que el
proceso de restauracion no arroja resultados positivos en el momento de hacer

deteccion del virus.

La técnica de evaluacion de calidad por PCR convencional con B-globina es una
técnica que puede mostrar resultados cualitativos, pero para determinar cuanto mejoro
la calidad del ADN sometido a un proceso de restauracion se empleo la técnica de
PCR en tiempo real, la cual fue més sensible y arrojé datos mas precisos del proceso;
ademas, dado que se partio de cantidades equivalentes, se puede comparar el cambio
que se detecto en las cantidades de ADN medidas en las muestras sin restaurar frente

a la medida en las muestras pareadas que fueron restauradas—Tabla 5-. El sistema de
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PCR en tiempo real proporciona mayor sensibilidad y robustez, con la posibilidad
afiadida de cuantificar la cantidad inicial de ADN diana presente en la muestra.

El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los dos métodos de
restauracion, aceptando la hipotesis planteada donde existen diferencias significativas
en la mejora de la calidad del ADN tratado, entre los métodos de restauracion: Taq
polimerasa Klenow y el método con tag polimerasa Klenow mas ligasa en muestras

de plasma sanguineo.

Los datos de C; mostraron que la enzima Klenow fue aparentemente mas efectiva
(cantidad de muestras restauradas) y eficiente (cantidad de ADN restaurado en cada
muestra) que la Klenow mas ligasa (Tabla 7), esto ultimo corroborado ademas por el
andlisis estadistico de las cantidades de ADN obtenidas; sin embargo, se esperaban
resultados contrarios, ya que la kenow mas ligasa presenta mayor eficiencia por la
accion catalizadora de la ligasa entre las moléculas de ADN y por su alta eficiencia de
ligacion de ADN. Posiblemente la poca efectividadad de la enzima Klenow mas
ligasa podria deberse a que un exceso de la cantidad de la ligasa que disminuye la
efectividad del proceso de amplificacion por PCR en tiempo real, lo que explicaria
ademas que para amplificacion por PCR convencional la diferencia no sea tan
evidente (tabla 3). Otra posible razon podria atribuirse a que la ligasa tenga una
accion representativa sobre el mejoramiento del proceso de restauracion, Unicamente

para fragmentos mayores al fragmento de 115 pb evaluado.

La linea base en la curva estandar se ubicé sobre la concentracion 0.01ng/ul y el

primer ciclo empezé a amplificar en un C; de 30 y una dilusion de 1,5 ng /ul y en un
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C: final de 37,7; Es importante considerar que un valor Ct superior o menor a los
ciclos indicados en la curva estandar muestra datos indeterminados, lo cual ocurrié en

varias de las muestras.

El porcentaje de muestras que amplifico para el rango establecido con la enzima
klenow fue del 73,3% sobre el total de las muestras, deduciendo que hubo una accién
representativa de la enzima sobre el ADN. El porcentaje de amplificacion dentro del
rango establecido para klenow mas ligasa fue de 57,9% lo cual nos indica que su
accion resturadora sobre el ADN fue mucho menor, ademas, la eficiencia de la
enzima klenow fue mucho mayor ya que en el 68,4% de las muestras se obtuvo una

mayor cantidad de ADN restaurado que con la enzima klenow mas ligasa.

Comparando las muestras antes del proceso de restauracion y posterior a la
restauracion, se observa claramente que aumentaron sus niveles de ADN por las
diminuciones en los valores de los C+ arrojadas por el equipo, pero con los
porcentajes anteriores podemos reafirmar que una fue mas eficiente sobre el proceso

que la otra.

Los datos muestran que en la mayoria de muestras sin restaurar el valor de C;es
mayor Yy en las muestras restauradas con los métodos el C;es mucho menor,
confirmando que C;es inversamente proporcional a la cantidad de ADN, lo que es
claro en la tabla 3. Lo anterior es un indicador de que la técnica es valida a muestras
de plasma almacenadas por un amplio periodo de tiempo y con presencia de dafios en
el ADN pero es conveniente sefialar que las técnicas no arrojaron resultados
completamente definitivos ya que hubo muchos resultados indeterminados lo que

puede indicar una baja consistencia en el proceso.
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Para los métodos de restauracion de ADN en plasma sanguineo con las enzimas
klenow y klenow mas ligasa no se encontraron estudios de amplia divulgacion en la
literatura consultada, que fuera coincidente con esta prueba. La novedad del presente
estudio es la evaluacién cuantitativa del proceso por PCR en tiempo real, ya que
tampoco se encontraron estudios de restauracion de ADN analizados bajo este

procedimiento.

46



Conclusiones

Las enzimas ADN polimerasa de E, Coli, Klenow y la ADN polimerasa de E.
Coli Klenow mas ADN ligasa pueden mejorar la calidad de las molécula de
ADN que presenten dafios en la estructura.

Se encontraron diferencias significativas entre los dos métodos de

restauracion evaluados, klenow y klenow mas ligasa.

El proceso de restauracion de ADN no mejora la deteccion para el virus del
VPH

La PCR en tiempo real favorecié obtener resultados mas claros sobre la
comparacion entre los dos métodos de restauracion, ya que en PCR
convencional las diferencias entre los métodos no se hicieron notar
significativamente, sin embargo es importante estudiar mas a fondo el efecto
de las enzimas usadas en la restauracion sobre el proceso de amplificacion por
PCR en tiempo real, ya que este pudo ser una de las causas de la
inconsistencia de los datos (baja efectividad del proceso con Klenow mas

ligasa).
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10. Recomendaciones

e Seria aconsejable ampliar el nimero de muestras e intentar trabajar con
diferentes poblaciones, para ratificar que el proceso es efectivo sobre

varios tipos de muestras.

e Es importante hacer ensayos con otros tipos enzimas taq polimerasa de E-
coli para que el proceso de restauracion tenga una efectividad de un 100%
sobre la totalidad de las muestras.

e Serecomienda evaluar la enzima klenow mas ligasa en fragmentos de
ADN mas grandes para descartar o corroborar que la enzima no es

eficiente en el proceso de restauracion para 115pb.

e Serecomienda también evaluar la incidencia de la ligasa en el proceso de
amplificacion por PCR en tiempo real para aclarar su efecto sobre los

resultados obtenidos.
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