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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de salud mundial. En México en
el 2013, se registraron 3,784 muertes por tumores de cuello uterino y el virus del
papiloma humano (VPH) es el principal agente etioldgico. A pesar de la alta
incidencia de la infeccibn con VPH de alto riesgo, un bajo porcentaje de
infecciones progresa a CaCu. Se sabe que el uso de anticonceptivos hormonales
durante largos periodos de tiempo es un factor asociado al desarrollo de CaCu.
Interesantemente, la Vaginosis Bacteriana (VB) se ha asociado con susceptibilidad
a infecciones de transmision sexual como VPH y VIH. Gillet y colaboradores en
2012, observaron una asociacién entre la presencia de VB y el desarrollo de
Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NICs), sugiriendo que la microbiota puede
ser un factor relacionado con el desarrollo de NICs y un factor de riesgo en el
desarrollo de CaCu. El objetivo de este proyecto fue Investigar si existe disbiosis
del tracto reproductivo de ratones hembra K14E7 durante el proceso de
carcinogénesis inducida por tratamiento con 17 f-estradiol. Se obtuvieron
muestras de lavado vaginal y de copro de ratones hembra controles no
transgénicos (FVB) y transgénicos (K14E7), a los que se les aplic6 o no
tratamiento con 17 B-estradiol. Se prepararon las genotecas de la regién V3 del
rDNA 16S por PCR. Se llevo a cabo la secuenciacion masiva semiconductora de
iones y los datos se analizaron utilizando el programa QIIME. Encontramos una
diferencia significativa entre las medias de microorganismos del filum Firmicutes
del grupo E7(+E2) y el grupo FVB(+E2). En el género Gemella sp. se observé que
los grupos FVB(-E2), E7(-E2) y E7(+EZ2) son diferentes. En el género Proteus sp.
los grupos FVB(+E2) FVB(-E2) y E7(+E2) son diferentes. No se observaron
cambios en la microbiota intestinal de ratones que desarrollan CaCu. Varias
especies de los géneros identificados se han referido en muestras de pacientes
que presentan cuadros inflamatorios, cancer colorectal, carcinoma de células
orales o cancer de proéstata, sugiriendo su posible papel en el proceso inflamatorio,
uno de los procesos de la carcinogénesis. En este trabajo, se caracterizd la
microbiota del modelo de estudio de raton HPV16K14E7 que es el modelo in vivo
de eleccién para el estudio de CaCu, contribuyendo en la comprension global del
modelo de estudio. Observamos cambios en la diversidad microbiana del tracto
reproductivo de ratones transgénicos K14E7 que desarrollan condicionalmente
CaCu, particularmente en el filum Firmicutes del género Gemella sp.
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ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is a global health issue. In 2013, 3,784 deaths were attributed
to cervical tumors in Mexico, being the human papillomavirus (HPV) the main
etiological agent. Despite the high incidence of infection with high-risk HPV, only a
small percentage of infections progress to CC. It is known that the use of hormonal
contraceptives for long periods of time is a factor associated with the development
of CC. Interestingly; Bacterial Vaginosis (BV) has been associated with
susceptibility to sexually transmitted infections such as HPV and HIV. Gillet and
colleagues in 2012, found an association between the presence of VB and the
development of cervical intraepithelial neoplasia (NICs) that can progress to
cancer, suggesting the microbiota may be a factor related to the development of
NICs and a risk factor the development of CC. The aim of this project was to
investigate if there is dysbiosis on reproductive tract of the K14E7 female mice
during carcinogenesis induced by treatment with estradiol. Samples of vaginal
washing and feces from non transgenic (FVB) and transgenic (K14E7) female
mice, with or without treatment were obtained. Total DNA was extracted and
libraries of the V3 region of 16S rDNA were prepared by PCR. lon semiconductor
sequencing was performed and data were analyzed using QIIME. We found a
significant difference between the means of microorganisms of the phylum
Firmicutes in the E7(+E2) and FVB(+E2) groups. In the genus Gemella sp.groups
FVB(-E2), E7(-E2) and E7(+E2) were different. In the genus Proteus sp. Groups
FVB(+E2), FVB(-E2) and E7(+E2) were different. No changes were observed in the
intestinal microbiota of mice that develop cervical cancer Several species of these
genera have been identified in samples derived from patients with inflammatory
conditions or cancerous processes as colorectal cancer, oral carcinoma or prostate
cancer, suggesting its possible role in the inflammatory process, now recognized
as one of the hallmarks of cancer. In this work was characterized the microbiota of
the HPV16K14E7 mouse model, the in vivo study model of choice for CC
contributing to the overall understanding of the study model. We observed changes
in microbial diversity of the reproductive tract of transgenic mice that develop
conditionally CC, particularly in the phylum Firmicutes genus Gemella sp.



I. INTRODUCCION

1.1 La pérdida de control del ciclo celular como causa del cancer.

El ciclo celular es el proceso mediante el cual se lleva a cabo la replicaciéon
del DNA vy la segregacion de los cromosomas para la generacion de dos células
independientes. Este proceso esta dividido en varias fases en las que se
desarrollan eventos particulares: la fase de mitosis, en donde se lleva a cabo el
proceso de division celular y la interfase que a su vez incluye las fases G4, Sy G..
Las células que se encuentran en fase G; adquieren un compromiso de
replicacién, mientras que las células que se encuentran en reposo estan en una

fase Gy. Asi la fase Gg es caracteristica en la mayoria de las células del cuerpo
(Fig.1).

(Cyclin ED

Fig. 1 Fases del ciclo celular. Se indican los puntos de actividad de los diferentes complejos
CDK/ciclina.

Tomado de Vermulen et al,, 2003.



La transicion de una fase a otra dentro del ciclo celular ocurre de una
manera ordenada y es controlada por gran variedad de proteinas celulares;
aunado a esto, la existencia de puntos de control del ciclo celular permite que
cualquier dano en la célula se repare y que las células descendientes no
presenten anormalidades (Vermulen et al., 2003).

De forma general el cancer se caracteriza por una proliferacién celular
descontrolada, en la que pueden estar involucrados diversos procesos, entre los
que se incluyen: la inactivacion de proteinas supresoras de tumores como p53 y
retinoblastoma (pRB) asi como la interrupcién de diversas vias metabdlicas por
interaccion con proteinas involucradas en los procesos de adhesiéon celular,
estabilidad gendmica, proliferacion celular, apoptosis, reparacion de DNA,
metabolismo, transcripcion, traduccion, ciclo celular, entre otros (Fang et al,
2014).

En células normales, los productos de proto-oncogenes actuan a diferentes
niveles en las rutas que estimulan la proliferacion celular. Las mutaciones en
proto-oncogenes u oncogenes pueden promover el desarrollo de un tumor; por
otra parte la inactivacion de genes supresores de tumores causa la pérdida de la
funcion de las proteinas que normalmente actuan inhibiendo la progresion del ciclo
celular. De esta forma la pérdida de la regulacién asociada con cancer ocurre por
la mutacién de proteinas importantes en distintos niveles del ciclo celular
(Vermulen et al., 2003).

La Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) ha logrado clasificar a mas de 100 agentes carcindégenos para
humanos (Cogliano et al., 2011). Entre estos agentes se pueden mencionar: los
agentes quimicos, factores hormonales, algunos agentes bioldégicos como virus o
bacterias, también estd documentada la influencia de factores genéticos, entre

otros agentes.

.2 El cancer cervicouterino.

El cancer cervicouterino (CaCu) se considera como un problema de salud mundial,

la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo clasifica como el segundo tipo de



cancer mas frecuente en mujeres y como la tercera causa de muerte por cancer a
nivel mundial (OMS, 2013). En México durante el 2013, los tumores malignos
ocuparon el tercer lugar como causa de muerte en mujeres, después de las
enfermedades del corazon y de Diabetes mellitus, registrando 37,371 defunciones;
de estos tumores, el de cuello uterino caus6é 3,784 muertes en la poblacion

femenina a nivel nacional (INEGI, 2015).

A pesar de que la prueba de Papanicolaou es adecuada para el diagnéstico
de CaCu en etapas tempranas de la enfermedad y que actualmente existen
métodos profilacticos que ofrecen un efecto protector ante los tipos de Virus de
Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo, que se relacionan con mayor frecuencia
al desarrollo de CaCu (Gravitt, 2011), este cancer continia posicionandose como
una de las principales causas de muerte por tumores malignos en mujeres, con

mayor impacto en paises en vias de desarrollo (Marzo-Castillejo et al., 2012).

El desarrollo de CaCu implica una serie de eventos previos que se caracterizan
por la aparicion de lesiones que se clasifican en diferentes grados de neoplasia
denominados: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), las cuales pueden
evolucionar a un cancer invasor. El diagnéstico final de una NIC se lleva a cabo
por examen histolégico de una biopsia cervical. De manera general la NIC se
caracteriza por la presencia de células indiferenciadas que poseen un nucleo
voluminoso, polimorfismo nuclear y poco citoplasma.

Para determinar el grado de NIC se toma en cuenta la proporcion del
espesor del epitelio con células indiferenciadas. Con esta referencia la lesion se
clasifica como NIC 1, cuando presenta células indiferenciadas que se ubican en
las capas mas profundas del epitelio. En el caso de la NIC 2 se observan cambios
celulares restringidos a la mitad inferior o a los dos tercios inferiores del epitelio;
pero se observan anomalias nucleares mas marcadas que en NIC 1. Cuando se
diagnostica una NIC 3 se observa que la diferenciacién y la estratificacion pueden
faltar por completo, ademas se pueden observar anomalias nucleares en todo el
espesor del epitelio (Fig.2).

La mayoria de las lesiones NIC 1 son transitorias y vuelven a ser normales

en poco tiempo, o simplemente no evolucionan hacia formas mas graves. Por el



contrario, las NIC de alto grado (NIC 2-3), tienen una probabilidad mayor de
evolucionar hacia un cancer invasor, aunque la mayoria de ellas también regresan

o persisten sin evolucionar (Sankaranarayanan y Wesley, 2005).

Fig.2.1 Histologia de wuna Fig.2.2 Histologia de una FIGURA 2.3 Histologia de una
NIC1: las células displasicas NIC2: las células atipicas NIC3: las células displasicas
estan confinadas en el tercio  aparecen sobretodo en los se distribuyen en el espesor
inferior del epitelio (x20). dos tercios inferiores del epitelial con pérdida de
epitelio (x10). polaridad de las células (x20).

Fig. 2 Histologia de los diferentes grados de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).

Modificado de: Sankaranarayanan y Wesley, 2005.

Existe otra forma de clasificar las lesiones de acuerdo con el sistema
Bethesda, en donde se utiliza el término “Lesién escamosa intraepitelial de bajo
grado” (LSIL, por sus siglas en inglés), que abarca la infeccion con VPH, displasia
leve y NIC 1. Mientras que el concepto de “Lesion escamosa intraepitelial de alto
grado” (HSIL) se refiere a la displasia moderada, displasia severa, NIC 2-3 y
carcinoma in situ (Solomon et al., 2002).

El sistema de clasificacion para el CaCu es el descrito por la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO). Este sistema de clasificacion
clinica esta basado en el tamano del tumor y en la extensién del cancer en la
pelvis. Se evalua el grado de crecimiento del cancer para determinar el estadio de
la enfermedad, que puede ir desde el grado | hasta el grado IV.

El estadio | representa un tumor limitado al cuello de utero, mientras que el

estadio IV corresponde a la fase de crecimiento en la cual el cancer se ha



diseminado por metastasis en los 6érganos distantes (Sankaranarayanan y Wesley,
2005). El bajo porcentaje de NICs que evolucionan a cancer, sugiere que existen
factores ambientales asi como factores propios del hospedero que estan
involucrados en la progresion de estas lesiones a CaCu (Hildesheim y Wang,
2002).

1.2.1 El virus del papiloma humano.

Actualmente el virus del papiloma humano (VPH) es considerado el agente
etiologico principal del CaCu ya que esta asociado con hasta mas del 99% de los
diagnésticos de este tipo de cancer (Herber et al., 1996; Son et al., 2013; Brake y
Lambert, 2005; Lee et al., 2013). Por este motivo aun no se han identificado
factores que actuen de forma independiente a la infeccion con VPH en el
desarrollo de CaCu (Magnusson y Gyllensten, 2000).

El VPH es un virus de DNA de doble cadena perteneciente a la familia
Papillomaviridae, ampliamente distribuido en la naturaleza, que infecta epitelio
escamoso de reptiles, aves y gran variedad de mamiferos (Mufioz et al., 2003). En
el humano el VPH infecta tejido epitelial mucoso y cutaneo. De acuerdo a su tipo
el VPH puede infectar el tejido de manos, pies y tracto ano-genital (Davis-Devine
et al., 2005). A pesar de que existen mas de 100 tipos de VPH, no todos poseen el
mismo poder oncogénico (Mufoz et al., 2003).

Se considera al VPH como el patégeno de transmision sexual mas comun,
ya que aproximadamente el 75% de individuos sexualmente activos han sido
infectados con el virus (Brake y Lambert, 2005); por este motivo se considera a la
infeccién con VPH una de las Infecciones de Transmisién Sexual (ITS) con mayor
prevalencia a nivel mundial (Munoz et al., 2004). Se han reconocido cerca de 40
tipos de VPH que infectan genitales (Mufioz et al., 2003), a su vez estos tipos de
VPH han sido clasificados en dos grupos: VPH de bajo riesgo, y VPH de alto
riesgo (Hausen, 1996).

Los VPH de bajo riesgo, por ejemplo: VPH6, VPH11 y VPH42, se
encuentran en la mayoria de los condilomas genitales que son proliferaciones de

tejido no malignas que afectan piel o mucosas (Hausen, 1996; Gravitt, 2011). Por



el contrario los VPH de alto riesgo, por ejemplo: HPV45, HPV16 y HPV18, se
asocian con varios tipos de cancer ano-genitales como cancer de vulva, vagina,
pene, ano, entre otros. (Munoz et al., 2003; Hausen, 2002), ademas estos tipos de
VPH se asocian con el 20 al 30% de casos de cancer en cabeza y cuello,
particularmente de lengua, tonsilas y la orofaringe (Munger et al., 2001).

Dentro del grupo de VPH de alto riesgo, los tipos 18 y 16 son los que se
relacionan con mayor frecuencia con el desarrollo de NICs y el posterior desarrollo
de CaCu, identificandose del 70 al 80% de los casos (Bulut et al., 2011; Son et al.,
2013). De estos tipos de VPH, el VPH16 es el mas prevalente, se identifica en el
55% de los casos de CaCu (Davis-Devine, 2005).

En su genoma, los VPH contienen genes de activacién temprana (E1, E2, E4, E5,
E6 y E7) y genes de activacion tardia (L1, L2) (Hausen, 1996). La evidencia
molecular indica que las proteinas oncogénicas E6 y E7 son responsables de la
inactivacion de proteinas reguladoras del ciclo celular, p53 y Retinoblastoma (pRb)
respectivamente (Slebos et al., 1994).

La afinidad de union de la proteina E7 de los VPH de alto riesgo es diez
veces mayor que la afinidad de la proteina de los VPH de bajo riesgo. Heck y
colaboradores en 1992 reportan que esta diferencia en afinidad parece ser el
resultado de una modificacién en un aminoacido en la posicién 21 de la proteina
E7. Esta caracteristica sugiere que la capacidad de interacciéon de E6 y E7 con sus
proteinas blanco delimita el poder oncogénico de cada tipo de VPH (Song et al.,
2000).

La infeccidn por VPH se origina por contacto sexual con una pareja
infectada con el virus. De forma general una lesion del tejido epitelial permite que
las particulas virales infecten las células de la capa basal de este tejido en donde
se localizan las células que se dividen y diferencian para sanar el tejido dafiado y
que al mismo tiempo replican el genoma del VPH, generando células con el DNA
del virus (Hausen, 2002). En la actualidad se sugiere que la integrina a-6 es el
receptor involucrado en la interaccion VPH16-célula. (Yoon et al., 2001). La

infeccidn persistente con VPH es el principal factor involucrado en el desarrollo de



CaCu y es considerado como un requisito previo para la progresion a lesiones

intraepiteliales de alto grado (Gao et al., 2013).

Cuando los individuos son inmunolégicamente competentes, la infeccion
con VPH es pasajera y puede ser eliminada dentro de los siguientes dos afos.
Cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostraran evidencia alguna del tipo
viral adquirido después de 12 a 36 meses, asi solo el 5 a 10% de las mujeres
infectadas con VPH desarrollaran HLISs (Magnusson y Gyllensten, 2000; Munoz
et al., 2003). De las infecciones persistentes, cerca del 25%, dan pie al desarrollo
de NICs las cuales representan un alto riesgo de desarrollo de NIC3, de éstas
lesiones precursoras mas de un tercio progresaran a CaCu e invadiran otros
tejidos en un periodo de 10 a 20 afios (McCredie et al., 2008).

A pesar de la alta incidencia de la infeccion con VPH de alto riesgo, solo un
bajo porcentaje de mujeres infectadas que presentan NICs desarrollan cancer
cervical (Prokopczyk et al., 1997; Weiderpass y Labreche, 2012). Este hecho
sugiere que la infeccion con VPH, a pesar de ser un requisito necesario, no es el
unico factor involucrado en el desarrollo de CaCu, lo que destaca que otros
factores puedan estar involucrados en la carcinogénesis cervical (Gillet et al.,
2012).

1.2.2 Agentes quimicos carcinégenos.

Uno de los factores ampliamente relacionados con el desarrollo de CaCu es el
tabaquismo. Un cigarro contiene cerca de 4000 compuestos, de los cuales
algunos son considerados carcinégenos, entre estos se encuentran los
compuestos policiclicos aromaticos y las nitrosaminas como el 4-
(metilnitrosamino)-1-(3piridil)-1-butanona “NNK”. En un estudio realizado por
Prokopczyk y colaboradores en 1997, se observdé que la mucosa cervical de
mujeres fumadoras contenia niveles de NNK tres veces mas altos que la mucosa
cervical de las no fumadoras, argumentando que el compuesto pudo ser
transportado al cérvix por via sanguinea. Los autores sugieren que ésta NNK
puede ser activada por enzimas del epitelio cervical y causar el dafo al DNA de

las células.



Existen también reportes sobre el efecto de otros agentes quimicos como el
farmaco sintético dietilestilbestrol que se ha determinado como un agente
carcindgeno con suficiente evidencia del efecto que causa en cérvix en humanos
cuando existe una exposicion in utero (Weiderpass y Labreche, 2012; Cogliano et
al., 2011).

1.2.3 Factores hormonales.

La IARC clasifica al estrogeno como un agente carcinégeno, basandose en
resultados obtenidos a partir de diversos modelos de estudio (Liehr, 2000); sin
embargo existe una controversia sobre el papel de los anticonceptivos hormonales
en el desarrollo de CaCu. El rol que desemperfia el estrogeno asi como otras
hormonas esteroideas es el control diferencial en la expresion de genes, algunos
relacionados con la regulacion del ciclo celular, asi como la proliferacion de las
células responsivas a este estimulo (Hellberg, 2012).

Diversos estudios epidemioldgicos retrospectivos han permitido relacionar
el consumo de anticonceptivos hormonales con un mayor riesgo de desarrollo de
CaCu, no obstante, este resultado puede estar influenciado por una infecciéon con
VPH de alto riesgo asi como por el desarrollo de NICs. Por una parte se menciona
que el uso de anticonceptivos hormonales se relaciona con el desarrollo de CaCu
debido a que sustituye el uso de otras barreras de proteccién, por ejemplo
condones, con lo que se aumenta el riesgo de adquirir la infeccion con VPH de
alto riesgo (Longatto-Filho et al., 2010). Hellberg en 2012 sugiere un mecanismo
de infeccidn por el que la administracién de hormonas por via exégena, puede dar
origen a una ectopia cervical en la zona de transformacion, esto puede
incrementar la exposicion de esta zona y al mismo tiempo puede facilitar la
entrada del VPH en el epitelio cervical.

Por otra parte, el aumento de la a-hidroxilaciéon del estradiol a 16a-
hidroxiestrona y estriol se ha identificado como un factor de riesgo de desarrollo de
cancer, la 16-o hidroxiestrona se une covalentemente al receptor de estrégeno
prolongando el efecto sobre su blanco. Esta conversion se ve aumentada en

células endocervicales inmortalizadas con VPH, asi como en células de carcinoma



cervical lo que sugiere que ambos factores: la 16a—hidroxilacién y la infeccién con
VPH de alto riesgo incrementan los efectos de proliferacién celular de cada uno
(Gruber et al., 2002).

Por cuestiones éticas, no es posible desarrollar un estudio del efecto de los
anticonceptivos hormonales sobre el desarrollo de CaCu en humanos y los
resultados publicados se limitan a estudios sobre el consumo de anticonceptivos
durante periodos largos de tiempo en donde se han incluido datos que involucran
a VPH (Hellberg, 2012). Sin embargo se encuentra bien documentado que ratones
transgénicos que contienen los oncogenes E6 y E7 de VPH desarrollan cancer
cervical después del tratamiento con estrégeno (17 B-estradiol) durante 6 a 9
meses (Brake et al., 2003).

1.2.4 Factores genéticos.

El desarrollo de cancer cervical es conocido como un proceso multifactorial por lo
que parece involucrar, ademas de la infeccion con VPH, otros factores genéticos,
biolégicos y ambientales no descritos (Brake y Lambert, 2005). Asi pues se
reconoce que factores genéticos del hospedero juegan un papel importante en el
desarrollo de NICs (Hildesheim y Wang, 2002).

La variabilidad genética del hospedero tiene impacto en la capacidad de
respuesta a la infeccion con VPH, especialmente los factores genéticos que
controlan la respuesta inmune, por esto, la asociacion de la presencia de alelos
especificos en moléculas del antigeno leucocitario humano (HLA) con el riesgo de
cancer cervicouterino ha sido estudiada ampliamente (Chen y Gyllensten, 2014),
indicando la existencia de alelos protectores y alelos que predisponen al desarrollo
de CaCu. (Magnusson y Gyllensten, 2000).

De igual forma existe informacién sobre otros genes relacionados con el
desarrollo de CaCu; por ejemplo el gen de la glutation-S-transferasa (GST) que
tiene la actividad de proteger a la célula de los efectos del estrés oxidativo. Las
mutaciones en las isoformas de GST, GSTM1 y GSTT1 promueven el desarrollo
de displasia cervical ya que influyen en la activacion de compuestos que

promueven la formacién de aductos en el DNA.
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Asi mismo se han reportado estudios sobre el gen mdm2 y el polimorfismo
de un solo nucledtido (SNP), SNP309. De forma general MDM2 actua como
regulador negativo de p53; asi, un cambio en la actividad de esta proteina puede
asociarse con la acumulaciéon de errores genéticos que pueden causar alguna
enfermedad. EI SNP309 origina una mayor afinidad del promotor de transcripciéon
al factor transcripcional Sp1 generando una mayor produccién de MDM2, con lo
que se atenua la actividad de p53. Esta actividad atenuada de p53 se ha

observado en casos de CaCu (Nunobicki et al., 2011).

1.2.5 La microbiota y su asociacién con cancer.

A lo largo de la historia se han descrito gran variedad de factores que pueden
cooperar en el desarrollo de cancer; La participacién de la microbiota, que se
define como el conjunto de microorganismos que habitan en un entorno
determinado, como un factor ambiental involucrado en la carcinogénesis es un
tema que actualmente toma la atencion de varios grupos de investigacion
(Whitmore y Lamont, 2014). Hoy en dia se conoce que gran variedad de
patdgenos, incluidos entre estos a los virus, los cuales generan cancer a través de
mecanismos genéticos bien definidos (Moore y Chang, 2010).

En el caso de las bacterias, la infeccidn con Helicobacter pylori, clasificado
por la IARC como un carcinégeno, puede llevar al desarrollo de gastritis, ulcera
gastrica, atrofia y finalmente cancer de estdémago (Fox y Wang, 2007). Existen
autores que describen que algunas bacterias poseen caracteristicas metabdlicas
que pueden compararse con los procesos involucrados en la carcinogénesis
(Mager, 2006; Alistair y Warren, 2002).

Ademas, evidencia reciente sugiere que las enfermedades son originadas
no solo por un agente patégeno sino también por cambios globales en la
microbiota y en el microbioma que pueden alterar el microambiente causando
dafo al hospedero (Schawe y Jobin, 2013). En el caso del desarrollo de cancer
colorectal (CRC) los efectos promotores de tumor que ejerce la microbiota en él,
parecen ser causados por disbiosis, que se define como el cambio en la

proporcion de bacterias con respecto a un estado saludable, mas que por la



11

infeccion con organismos patégenos especificos (Grivennikov, 2013; Gao et al.,
2015).

En el estudio realizado por Sobhani y colaboradores en el 2011, se observo
un aumento en abundancia de bacterias del género Bacteriodes sp y Prevotella sp
en heces de pacientes con cancer de colon cuando se comparan con muestras de
pacientes sanos, junto a este cambio se observa un aumento de IL-17, que puede
atribuirse al aumento de Bacteroides sp, lo que muestra el efecto de los

microorganismos del tracto digestivo en la regulacion de la respuesta inmune.

Actualmente existen gran variedad de estudios que han permitido
caracterizar los cambios en la microbiota del tracto digestivo en distintos
padecimientos, y se ha sugerido la forma en que esta microbiota puede actuar
como agente protector ante diversos patogenos, ya sea por la produccidén de
sustancias propias asi como por la modulacion en el desarrollo y actividad del
sistema inmunolégico del hospedero, resaltando la funcidén de la microbiota como
uno de los factores ambientales que influyen en el estado de salud y de

enfermedad del individuo (Clemente, et al., 2012).

Por otra parte, se ha reportado que una disbiosis bacteriana es uno de los
factores que puede generar cancer en boca. Algunas especies como
Porphyromonas gingivalis, pueden alterar el equilibrio del ambiente, lo que
desencadena una interaccion disbidtica hospedero-microbiota. Posteriormente
otros constituyentes de ese ambiente como Fusobacterium nucleatum, que puede
considerarse un patdégeno oportunista, asi como la desregulacion de la respuesta

inmune dan origen a padecimientos peridontales (Whitmore y Lamont, 2014).

En el estudio de Schmidt y colaboradores en el 2014 se analizaron
muestras de cancer oral por muestreo con hisopo encontrando que existe una
disminucién de bacterias de los fila Firmicutes y Actinobacteria asi como un
aumento en la proporcion de Fusobacteria en las muestras de cancer comparado
con muestras de tejido sano del mismo individuo. En cuanto a género se observo
aumento de Fusobacterium sp y de Prevotella sp, analizando con ello el posible

uso de estos microorganismos como biomarcadores de cancer oral.
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A pesar de los avances en el estudio del posible papel de la microbiota en
la tumorigenesis aun se necesita mas conocimiento sobre esta relacion en otros
organos que poseen diversidad de microbiota, como en pulmones, piel, cavidad

oral y tracto reproductivo femenino (Schawe y Jobin, 2013).

1.2.5.1 Microbiota del tracto reproductivo femenino y disbiosis.

El conocimiento y caracterizacion de microorganismos comensales en distintas
partes del cuerpo se logr6 mediante el uso de técnicas de cultivo para
identificacion de microorganismo, sin embargo estas técnicas no incluian la

identificacién de aquellos microorganismos no cultivables (Zhou et al., 2004).

Mediante las técnicas de cultivo de microorganismos, en 1892, el médico
aleman Albert Ddoderlein logré identificar grupos de bacilos Gram positivos,
anaerobios estrictos o facultativos a partir de muestras de fluido vaginal. Estos
bacilos se consideraron como microorganismos comensales del tracto vaginal y
fueron designados como “bacilos de Ddderlein”, los cuales fueron clasificados
como Lactobacillus vaginalis y L. acidophilus (Sanchez-Hernandez et al., 2012); a
partir de este estudio se reconocié el papel protector que ejercen los lactobacilos
en el tracto reproductivo femenino, por su capacidad de generar y sobrevivir en un

ambiente acido (Weinstein y Howard, 1937).

A partir del desarrollo de tecnologias de secuenciacion masiva fue posible
la conformacion del proyecto del microbioma humano (HMP). La finalidad de este
consorcio es la de determinar el tipo de microorganismos existentes en varias
zonas del cuerpo humano. Actualmente se han descrito los microbiomas de
distintas cavidades, incluido el tracto reproductivo femenino. El microbioma vaginal
estd compuesto de gran variedad de especies bacterianas que en conjunto

promueven el equilibrio de la mucosa vaginal (Pyles et al., 2014).

En el estudio realizado por Lee y colaboradores en 2013 en grupos de
gemelas coreanas, se determindé que la microbiota vaginal pertenecia a seis
grandes fila: Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria, Tenericutes,

y Proteobacteria. Del grupo de los Firmicutes, el género Lactobacillus spp. fue el
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mas abundante, detectandose en mas del 77% de las muestras de mujeres sanas

pre-menopausia.

Varios autores han descrito que el microbioma vaginal puede estar
compuesto de gran variedad de microorganismos que pueden ser incluidos en
cinco comunidades microbianas principales: El grupo | en donde se observé mayor
prevalencia de Lactobacillus crispatus; el grupo |l con dominancia de L. gasseri; el
grupo lll caracterizado por mayor presencia de L. iners; el grupo V dominado por
L. jensenii; mientras que el grupo IV tiene proporciones menores de bacterias
acido-lacticas (BAL) y mayor proporcion de organismos anaerobios estrictos entre
los que se incluyen: Prevotella sp., Dialister sp., Atopobium sp., Gardnerella sp.,
Megasphaera sp., Peptoniphilus sp., Sneathia sp., Eggerthella sp., Aerococcus
sp., Finegoldia sp., y Mobiluncus sp. (Ravel et al., 2011).

Es notorio que la mayoria de los microorganismos identificados pertenecen
al grupo de Lactobacillus (Lee et al., 2013; Ravel et al., 2011) con especies que
difieren de los identificados por Ddderlein ya que la gran mayoria de estos
microorganismos no crece en el medio de cultivo agar De Man Rogosa y fueron

identificados tiempo después (Sanchez-Hernandez et al., 2012).

A pesar de que se han logrado identificar estos grupos, es importante hacer
notar que no existe un microbioma “core” per se, ya que la microbiota vaginal
puede ser distinta entre mujeres, por ejemplo Ravel y colaboradores en 2011
describen que en un estudio realizado a mujeres asintomaticas se identificaron los
grupos Lactobacillus iners, L. crispatus, L. gasseri o L. jensenii, como
predominantes en el 80.2% y 89.7% de mujeres asiaticas y blancas
respectivamente, mientras que estos grupos solo se identificaron en el 59.6% vy

61% de mujeres hispanas y africanas respectivamente.

Ademas puede existir una variacion de la microbiota vaginal de una mujer a
través del tiempo. Gajer y colaboradores en un estudio realizado en 2012
describen que hay casos donde la microbiota del tracto genital es constante, pero
en determinado porcentaje de las muestras existi6 poca estabilidad de la

microbiota, relacionada en algunos casos con la aparicion del periodo menstrual.
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De igual forma el tipo de microbiota puede verse influido por algunos
factores como el uso de medicamentos y el tratamiento con estrégenos asi como
por los habitos sexuales (Castellsagué et al., 2002; Kazi et al., 2012). Es conocido
que los niveles de estrégenos pueden influir en la variabilidad de la microbiota
vaginal (Mikamo et al., 1999).

En el estudio realizado por Lee y colaboradores en 2013, se demuestra que
existe un aumento en la variabilidad de la microbiota vaginal en mujeres en post-
menopausia y que estos cambios se deben en su mayoria a los cambios
hormonales, esto se deduce porque la variabilidad de la microbiota vaginal de
muestras de mujeres en post-menopausia que recibieron tratamientos hormonales
disminuy6 dramaticamente y fueron similares a los resultados de las muestras de

mujeres en pre-menopausia, en donde existia una predominancia de lactobacilos.

La variabilidad de la microbiota de la vagina, igual que la de otras cavidades
y superficies en el cuerpo, esta relacionada con el equilibrio y salud del organismo
(Kim et al, 2009). Estos microorganismos mantienen un pH adecuado, que
funcionan como barrera para prevenir la infeccidbn con organismos patdégenos,
estimulan el desarrollo del sistema inmune innato, entre otras actividades (Drell et
al., 2013).

Los lactobacilos, que de forma general se consideran como elementos
caracteristicos de un ambiente vaginal saludable, parecen cumplir con un papel
importante en la conservacion de este ambiente (Ravel et al., 2011), que al mismo
tiempo significan una barrera de proteccidén primaria contra otros agentes
microbianos considerados patdgenos (Gajer et al., 2012). Los mecanismos de
proteccion de los lactobacilos son: competencia con otros microorganismos por los
nutrientes y adherencia al epitelio vaginal; produccion de sustancias
antimicrobianas como bacteriocinas y perdxido de hidrogeno (H,0,) y la reduccién
de pH mediante la produccién de acido lactico, a partir del glucégeno que se
produce en las células epiteliales cervicales (Kim et al., 2009).

De las comunidades microbianas dominadas por Lactobacillus sp. se
reconoce a L. crispatus por su habilidad para disminuir el pH vaginal a 4.0 en

comparacion a otros lactobacilos que generan un pH de 4.4 a 5.0, mientras que
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las comunidades del grupo IV genera un pH de 5.3 aproximadamente, mostrando
que el ambiente vaginal puede ser diverso de acuerdo a la comunidad bacteriana
presente (Ma et al., 2012).

El desequilibrio de la microbiota vaginal, que involucra tanto la reduccion o
desaparicion de los grupos de lactobacilos, es caracteristico de dos condiciones
patoldgicas: vaginitis aerobia (VA) y vaginosis bacteriana (VB). De manera general
la VA corresponde a un aumento de microorganismos del intestino como
Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus spp., entre otros y esta
relacionada con la mayoria de los casos de partos pre-termino, mientras que la VB
es el resultado del aumento de bacterias anaerdbicas como Prevotella sp,
Bacteroides sp, Mobiluncus sp, Gardenerella vaginalis y micoplasmas genitales
como Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum, de etiologia poco conocida
(Krauss-Silva et al., 2014; Gao et al., 2013; Tansarli et al., 2013). La VB se
caracteriza por ser una condicion en la cual la secrecidn vaginal presenta escasas
sefales inflamatorias, los leucocitos son escasos y esa condicion es similar a la
qgue se presenta en mujeres cuya mucosa es normal (Krauss-Silva et al., 2014).

Un desequilibrio en la diversidad de la microbiota, como en los casos de VB
puede asociarse con susceptibilidad a infecciones de transmisién sexual, entre las
que se pueden incluir las infecciones con VPH y VIH (Lee et al., 2013). Ademas
existen reportes epidemiolégicos que relacionan la presencia de infecciones con
Gardnerella vaginalis, asi como la infeccion con Trichomonas vaginalis con el
desarrollo de NICs (Gao et al., 2013).
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Il. ANTECEDENTES

Se sabe que ademas de la infeccion con VPH de alto riesgo, existen otros factores
que predisponen al desarrollo de CaCu, tal es el caso de tabaquismo, edad, mayor
numero de parejas sexuales, estado inmunoldgico del hospedero asi como el uso
de anticonceptivos hormonales (Sunthamala et al., 2014; Collins et al., 2010;
Prokopczyk et al., 1997).

Actualmente existe una serie de estudios sobre el posible papel que puede
desempenar la microbiota vaginal en la infeccion persistente con VPH (Lee et al.,
2013). Algunos reportes sugieren que la presencia de infecciones bacterianas
puede incluirse como uno de los factores involucrados en el desarrollo de lesiones
intraepiteliales (Behbakht et al., 2002).

Existen gran variedad de estudios que describen la posible relacion entre el
desequilibrio de la microbiota y la infeccion con VPH. Diferentes autores
argumentan que de acuerdo a sus resultados, la VB es una caracteristica que
influye en el establecimiento de la infeccion con VPH (Gao et al., 2013; Lee et al.,
2013; Gillet et al., 2011).

En el estudio de Lee y colaboradores en el 2013, se pudo observar que
existe una diferencia en la composicién de la microbiota de mujeres que presentan
infeccion con VPH, representada por aumento en la abundancia de
microorganismos de los géneros Prevotella, Sneathia, Dialister y Bacillus.

De igual forma en el estudio de Gao y colaboradores del 2013 se observo
que cuando se comparan muestras de mujeres infectadas con VPH con muestras
de mujeres no infectadas existe un cambio en la diversidad microbiana, resaltando
que en las muestras de mujeres infectadas hay un aumento de Gardnerlla
vaginalis y de Lactobacillus gasseri sugiriendo la participacion de la microbiota
vaginal como co-factor para la infeccién por VPH.

Finalmente, en un meta-analisis de datos realizado por Gillet y
colaboradores en el 2011, después del analisis de doce articulos relacionados con
VB e infeccion por VPH, se pudo concluir que existe una asociacion entre estas

dos condiciones.



17

Cuando se analiz6 la relacion entre VB y la presencia de NICs, Boyle y
colaboradores en el 2003 observaron que no existe diferencia entre las mujeres
que presentan VB en comparacion con mujeres sanas, sin embargo estas
variables si se relacionan cuando se analizan las muestras de mujeres infectadas
con un tipo de VPH.

Resultados similares fueron obtenidos por Discacciati y colaboradores en el
2006, en donde se observo un aumento en el registro de VB en muestras de LSIL
en comparacion con muestras con citologia normal, sin embargo esta diferencia
no fue estadisticamente significativa, no obstante, los autores mencionan que en
su estudio no se incluyeron analisis sobre otros factores confusores por ejemplo la

presencia de VPH.

Por el contrario, de acuerdo al meta-analisis de datos realizado por Gillet y
colaboradores en 2012, existen grupos de investigacion que muestran una
relacion entre VB y desarrollo de NICs, sugiriendo que los cambios en la
microbiota del tracto reproductivo originan variaciones en el microambiente que a
su vez llevan a un estado de inflamacion crénica y a la produccion de sustancias
como propionato y butirato que pueden tener un efecto dafiino sobre el epitelio
cervical.

A pesar de que actualmente es dificil determinar si la VB es la causa de la
infeccidon con VPH o si, por el contrario, después de la infeccion por VPH se
presenta una disbiosis que da origen a la VB, algunos reportes que asocian la
presencia de VB con el desarrollo de lesiones intraepiteliales justifican este efecto
por la capacidad que tienen los microorganismos de producir nitrosaminas asi
como de estimular la liberacion de citocinas como interleucina-1-p (Behbakht et al.,
2002). Los primeros reportes que indican que la microbiota esta relacionada con la
aparicion de lesiones intraepiteliales y con un mayor riesgo de desarrollo de
cancer sugieren esta hipotesis basados en la produccion de nitrosaminas (Pavic,
1984).

Las nitrosaminas son sustancias que resultan del proceso de nitrosacién de
las aminas: esta reaccion puede ser catalizada por enzimas bacterianas; asi pues

la combinacidn de aminas, nitritos, nitratos y bacterias que puede encontrarse en
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el tracto reproductivo de mujeres que cursan una VB aumenta la posibilidad de
que se lleve a cabo la produccion de nitrosaminas que puedan ejercer su actividad
en el cérvix (Boyle et al., 2003). Pavic en 1984 hace analogias entre el cancer
cervical y cancer gastrico, menciona que en ambos sitios existe un ambiente con
pH acido que tiene un efecto protector y que en ambos tejidos el aumento del pH
permite la proliferacion de bacterias que pueden ser capaces de sintetizar
nitrosaminas. Las hipotesis de Pavic asumen que las nitrosaminas producidas
pueden actuar de forma independiente en el cérvix, pero es posible que este
efecto sea sinérgico con otro agente, en este caso el VPH (Boyle et al., 2003).

Ademas existen reportes sobre la presencia de microorganismos
anaerobios, que proliferan en casos de VB y su relaciéon con NICs, sugiriendo que
estos microorganismos pueden actuar como iniciadores de CaCu (Mikamo et al.,
1999). En el estudio realizado por Wolrath y colaboradores en 2001 se demostré
que existe un aumento de la concentracion de aminas putrescina, cadaverina y
tiramina, en muestras de pacientes con VB en comparacién con las muestras de

pacientes sanas.

A pesar de que se han descrito las variaciones de la microbiota del tracto
reproductivo femenino y su posible asociacion con la susceptibilidad y persistencia
de la infeccion por VPH asi como con el posible desarrollo de NICs y su
asociacion con el desarrollo de distintos tipos de cancer ginecologicos, pocos
estudios han incluido la caracterizacion de la microbiota intestinal durante la
carcinogénesis y se han limitado a usar las técnicas de secuenciacion masiva para
examinar la microbiota intestinal de pacientes con cancer que se someten a
radioterapias o quimioterapias; sin embargo, conocer las variaciones de este
grupo de microorganismos junto con los microorganismos del tracto reproductivo,
puede ayudar a comprender el estado general del individuo durante el desarrollo
de la enfermedad y conocer qué microorganismos pueden estar actuando como
protectores, o en su defecto, contribuir al estado de enfermedad (Chase, et al.,
2015)
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Il.1Ratén transgénico K14HPV16E7.

El uso de modelos de estudio permite obtener informacion con base en los
resultados observados en un sistema semejante al de interés; en el caso de CaCu
existe un modelo murino que ha sido el modelo de eleccion para conocer distintos
aspectos de la carcinogénesis.

El modelo de raton transgénico K14HPV16E7 (K14E7) posee los marcos abiertos
de lectura (ORF) de las proteinas E6 y E7 de VPH16 bajo el promotor de
Queratina 14 (K14), posee un terminador de la traduccién en la region de E6 (TTL)
lo que permite sélo la expresion de la proteina E7. Este modelo desarrolla las
lesiones caracteristicas de CaCu cuando recibe un tratamiento con 17 B-estradiol
(E2) en un periodo de seis meses, dependiendo de la dosis administrada. Este
modelo in vivo ofrece la capacidad de dar seguimiento a una variable de interés
durante el desarrollo de la enfermedad, informacion que en mujeres no puede

obtenerse por la naturaleza de la enfermedad (Brake y Lambert, 2005).

|-l>

— {14 es ET I [K14pA

I

TTL

Modificado de Herber, et al., 2008.

Fig. 3 Expresion de HPV16E7 en ratén transgénico. Representacion esquematica del transgen, se
observa el promotor/potenciador de queratina humana 14 (K14), (E6, E7) marcos de lectura
abiertos (ORF) de VPH16 E6 y E7; (K14pA) secuencias de poliadenilacion de K14; se ilustra la
posicion del enlazador terminador de la traduccion TTL.



20

ll. JUSTIFICACION

A pesar de que actualmente existen métodos profilacticos para la infecciéon por
VPH, las muertes por CaCu siguen formando parte de las estadisticas de
mortalidad a nivel mundial, especialmente en paises en vias de desarrollo. Debido
a que no se conoce qué factores desencadenan la progresion de la infeccion a
CaCu, la microbiota residente del tracto reproductivo se convierte en objeto de
estudio para tratar de explicar la influencia que ésta tiene sobre el desarrollo de la
enfermedad. Por este motivo el uso de un modelo in vivo que desarrolla las
lesiones caracteristicas de la enfermedad permitira aportar informacion sobre la
asociacion de una disbiosis de la comunidad bacteriana del tracto reproductivo
femenino con la aparicion de CaCu y permitira ampliar el panorama para estudios
posteriores sobre el papel de la microbiota como cofactor en el desarrollo de
CaCu.

IV. HIPOTESIS

Durante el desarrollo de CaCu en el modelo murino K14E7 existe una disbiosis
progresiva que modifica la diversidad microbiana, esta disbiosis es un evento
previo a la aparicion de lesiones observables relacionadas a CaCu en el modelo

de estudio.
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V. OBJETIVO GENERAL
Investigar si existe disbiosis del tracto reproductivo de ratones hembra K14E7

durante el proceso de carcinogénesis inducida por tratamiento exdégeno con
17B—estradiol.

OBJETIVOS PATICULARES

1. Inducir CaCu en cepas de ratones transgénicos K14E7 utilizando 17p-estradiol.

2. Colectar muestras de lavados de tracto reproductivo y copro de los ratones

K14E7 y controles no transgénicos.

3. Establecer una genoteca de acidos nucleicos extraidos de las muestras del

modelo murino.

4. Llevar a cabo el seguimiento de la diversidad de la microbiota por analisis

metagenomico.

5. Efectuar el analisis de los resultados obtenidos.
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VI. ALCANCE

Para cumplir con los objetivos de este proyecto se trabajara con un modelo de
ratébn transgénico K14E7 ampliamente utilizado y validado como modelo de
estudio de CaCu, el cual permitira observar la dinamica de la microbiota del tracto
reproductivo desde el estado sano hasta el franco desarrollo de cancer. Este
modelo permitira demostrar si existen cambios en la microbiota durante la
carcinogeénesis y tratar de conocer el punto en donde se origina este cambio con la
finalidad de sugerir la secuencia de los eventos disbiosis—CaCu.

Los analisis de secuenciacion masiva semiconductora de iones se limitaran
a demostrar la variacion de las comunidades microbianas presentes en las
muestras analizadas, permitiendo evidenciar si algun grupo bacteriano, género de
microorganismos, predomina en determinada etapa de la carcinogénesis, sin
embargo, se necesitaran estudios posteriores que permitan sugerir si la disbiosis
esperada es consecuencia o causa de la enfermedad y de qué forma este grupo
de microorganismos puede relacionarse con el desarrollo de cancer, involucrando
posibles vias de senalizacion, produccion de metabolitos y cambios en la

respuesta inmunoldgica del individuo.
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VIl. METODOLOGIA.

VII.1 PLAN DE TRABAJO.

Induccion de cancer por tratamiento con 17g-estradiol

hembras

FVB  FVB K14E7 K14E7
- + - + 17B-estradiol

A
( )

Obtencion de muestra Obtencion de Analisis de la
mediante lavados muestras de expresion del
de tracto reproductivo copro transgen de
\ } E7 por PCR

Y |

Extraccion de DNA total y Diseccion del tracto
preparacion de genotecas reproductivo, obtencion y
de V3 rDNA 165 por PCR tratamiento de cortes
l histologicos
Secuenciacion masiva l
semiconductora de Determinar el
iones del rDNA 165 grado de lesion
Analisis de
resultados
IIQIIME"

FIG. 4 Diagrama general de trabajo.
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VII.2 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS.

VIl.2.1 Inducciéon de cancer cervicouterino en el modelo de ratén
transgénico.

Los ratones utilizados fueron albergados en la Unidad de Produccion y
Experimentacion de Animales de Laboratorio UPEAL- CINVESTAV y manejados
de acuerdo a lo establecido en la NOM-062-Z00-1999 sin limitacién de alimento o
agua.

La induccion de cancer cervicouterino se llevé a cabo en ratones hembra como se
describe en Lambert y Brake 2005. Ratones transgénicos (K14E7) y no
transgénicos (FVB/N) con 1 mes de edad fueron sometidos a tratamiento
hormonal con 173-estradiol. Los ratones se anestesiaron por via subcutanea con
isoflurano y se llevé a cabo la implantacién, por via intradérmica en la piel dorsal,
de comprimidos de liberacion continua de 17p-estradiol (0.05 mg/comprimido)
durante 60 dias. Para cumplir con el tratamiento de 6 meses se utilizaron tres

comprimidos.

VIl.2.2 Obtencion de tejido y tratamiento.

La obtencién y tratamiento del tejido del tracto reproductivo de ratén se llevé a
cabo de acuerdo a lo descrito en Diaz-Chavez et al. 2008. Los ratones se
sacrificaron por anestesia con una solucion 2.5% de Avertina y se paso una
solucién 4% de formaldehido a través de la aorta. Se llevo a cabo la diseccion del
tracto reproductivo, incluyendo vagina cérvix y trompas de Falopio, se realiz la
fijacion posterior a 4° C toda la noche y se removio la pared posterior de la vagina
para orientacion. El tejido se embebié en parafina y se obtuvieron cortes de 100um
hasta observar el canal cervical, después de esto se hicieron cortes seriales de
5um a través del cérvix. Los cortes se sometieron a tincion Hematoxilina- Eosina

(H-E) y se evaluaron por patologia (Anexos A y B).
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VII.2.3 Deteccidn del transgén de HPV16 E6/E7.

La deteccion del transgén de E6/E7 se llevdo a cabo de acuerdo al protocolo
descrito por el Instituto Nacional de Cancer (NCI) y el Laboratorio Nacional
Frederick-USA. Se llevé a cabo la extraccion de DNA y posteriormente se realizo
una PCR utilizando los iniciadores que amplifican la regién del transgén de E6 y
E7 de acuerdo a lo descrito en la tabla 1, en un volumen final de reaccion de 50
uL. Después de esta reaccion se llevd a cabo una digestion con la enzima Hpal,
esta digestion permitié obtener dos productos de aproximadamente 638 pb y 167
pb en el caso de E6 y dos fragmentos de 720 pb y 85 pb en el caso de E7.

Tabla 1. Iniciadores y condiciones empleadas para la deteccion del transgén E6/E7.

Iniciadores:
HO05: 5'-TTTTATGCACCAAAAGAGAACTG -3'
HO06 : 5'-TACCTG CAGGAT CAGCCATG -3'

Tamano del producto:

805 pb
Mezcla de reaccion:
Reactivo Concentracion Final
Buffer10X 1X
MgCl,25mM 2.0 mM
dNTPs2.5mM 0.2 mM
H005 100 uM 0.5 uM
H006 100 M 0.5 uM
Taq Pol 5U/ul 0.025 U/ul
50 - 100 ng de DNA por reaccion
Programa de amplificacion.
Temperatura  Tiempo (min)
Desnaturalizacién inicial 94°C 3:00
Desnaturalizacion 94°C 1:00
Alineamiento 60°C 2:00 35 Ciclos
Extension 72°C 1:00
Extension final 72°C 3:00
4°C -

VII.2.4 Obtencion de muestras de tracto reproductivo y copro de ratones.

La obtenciéon de muestras del tracto reproductivo de ratones hembra se llevd a

cabo de acuerdo a lo descrito en Barfod, et al. 2013, con las modificaciones
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indicadas enseguida: se tomaron muestras de lavados de tracto reproductivo
introduciendo la punta una pipeta estéril en el espacio vaginal descargando y
tomando 3 veces 20 uL de solucion amortiguadora de fosfatos estéril (PBS 1X), la
muestra se colecté en tubos para microcentrifuga de 0.6 6 1.5 mL; cuando las
muestras no se procesaron de forma inmediata, fueron conservadas en
congelacion a —20° C 6 -70° C.

Se colectaron muestras de copro directamente de los ratones, recuperando la
pildora en tubos para microcentrifuga, se aseguré que las muestras no entraran en
contacto con la cama de aserrin. Cuando las muestras no se procesaron de forma

inmediata, fueron conservadas en congelacion a —=20° C 6 —70° C.

VII.2.5 Extraccién y purificacién de DNA genémico.

Para la extraccion del DNA total se utilizé en kit de extraccion de DNA “QIAGEN,
QIAamp DNA Stool Mini Kit®” siguiendo las indicaciones del fabricante con las
siguientes modificaciones: En las muestras de lavado vaginal, el volumen final de
elucién de DNA con solucion AE fue de 50 uL. Para el caso de las muestras de
copro se utilizd6 un volumen de solucién AE de 100 uL. Para obtener el DNA a
partir de las muestras de copro también se utilizé el kit de extraccion de DNA

“PowerSoil® DNA Isolation Kit” siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se determind la concentracion de DNA total purificado, asi como el cociente
Ageorzso  Utilizando el equipo NanoDrop Lite Spectrophotometer de Thermo
Scientific; de igual forma se llevo a cabo el fraccionamiento electroforético de DNA
total en gel de agarosa al 0.5 % tefido con 0.70 uL de colorante Midori Green
advanced (1:15), utilizando regulador de corrida TBE (Tris-Borato-EDTA),
mezclando 2 uL de regulador de carga (azul de bromofenol, glicerol 2X), con 2 uL
de DNA, aplicando 100 Volts durante 35-40 min y observando en el sistema de

documentacion “Molecular Imager® Gel Doc™ XR de Bio-Rad”.

VII.2.6 Amplificacion de region V3 de rDNA 16S.
Como prueba de la presencia de DNA de origen bacteriano en las muestras que

se utilizaron para preparar las genotecas para secuenciacion masiva, se llevo a
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cabo una PCR para amplificar las regiones polimérficas V3 y V4 del gen de rDNA
16S (Fig. 5) utilizando los iniciadores y condiciones descritas en la tabla 2,

trabajando con un volumen final de 50 uL por reaccion.

V3518R
V3-341F Brosius16S rRNA
v-CGO465F CGO465R CGO605R
FBac \v-z V-3 V-4 V-5 /v-e /v-7 /v-s V-9

LN

Brosius 16S RNA rrnB

1541
Fig. 5 Regiones polimoérficas de del gen 16§4I{)KJA de Escherichia coli K-12. En la imagen se
ilustra el gen de RNA ribosomal 16S del cistron rrnB de E. coli, con un tamafio de 1541 pares de
bases; la secuencia obtenida por Brosius y colaboradores en 1978 contiene nueve regiones
polimérficas. En letras negras y lineas negras se ilustran las regiones polimoérficas (V1-V9), en
letras azules y lineas doradas se ubican los pares de iniciadores utilizados para distintas pruebas.

Tabla 2. Iniciadores y condiciones empleadas para la amplificacion de las regiones V3-V4 del gen
rDNA 16S.

Iniciadores:
CGO 465F : 5'-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3'
CGO 465R : 5'-CTACCAGGGTATCTAATCCTG -3’

Tamafio del producto:

465 pb
Mezcla de reaccion:
Reactivo Concentracion Final
Buffer10 X 1X
MgCl;25 mM 2.0 mM
dNTPs 10 mM 0.2 mM

CGO 465F 10 uM 0.2 uM
CGO 465R 10 uM 0.2 uM
Taq Pol 5U/ul 0.025 U/l
50 o 100 ng de DNA por reaccion

Programa de amplificacion.
Temperatura Tiempo (min)

Desnaturalizacion inicial 95°C 5:00

Desnaturalizacion 94°C 0:30

Alineamiento 55.3°C 0:30 25 Ciclos
Extension 72°C 0:30

Extension final 72°C 10:00

10°C 10:00
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Como testigo positivo para la presencia de DNA bacteriano se utilizé la cepa
Escherichia coli SK10019 y como testigo negativo se utilizé la mezcla de reaccion
sin DNA molde.

Las amplificaciones se hicieron en un termociclador “2720 Thermal Cycler de
Applied Biosystems”. Los productos de reaccidon se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2.0% tefido con 0.70 uL de colorante Midori
Green advanced (1:15) y utilizando regulador de corrida TBE, mezclando 1uL de
regulador de carga, 1uL de agua grado PCR y 5uL del producto de reaccién, se
utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®). Se aplicaron 100
Volts durante 50 minutos y se obtuvo la imagen en el sistema de documentacion

“Molecular Imager® Gel Doc™ XR de Bio-Rad”.

VII.2.6.1 PCR anidada.

Para las muestras de lavado vaginal, en las que se detecté una baja concentracion
de DNA, se llevd a cabo una PCR anidada utilizando, en una primera reaccion, un
par de iniciadores que amplifican un fragmento de 1386pb del gen 16S rDNA rrnB
(Fig. 5). Los iniciadores y las condiciones de reaccién se describen en la tabla 3.
Como testigo positivo para la presencia de DNA bacteriano se utilizé la cepa
Escherichia coli SK10019 y como testigo negativo se utilizd la mezcla de reaccion
sin DNA molde.

Las amplificaciones se hicieron en un termociclador “2720 Thermal Cycler de
Applied Biosystems”

Los productos de reaccién se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1.0% como se describié previamente.
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Tabla 3. Iniciadores y condiciones empleadas para la amplificacion del gen rDNA 16S.

Iniciadores:
FBac : 5- ATCATGGCTCAGATTGAACGC -3
CGO 605R : 5-CCCGGGAACGTATTCACCG -3

Tamaiio del producto:

1386 pb
Mezcla de reaccion:
Reactivo Concentracion Final

Buffer10 X 1X
MgCl, 25 mM 2.0 Mm
dNTPs 10 mM 0.2 Mm
FBac 10 uM 0.2 uM
CGO 605R 10 uM 0.2 uM
Taq Pol 5U/ul 0.025 U/l

50 ng de DNA por reaccién

Programa de amplificacion.

Temperatura | Tiempo (min)
Desnaturalizacion 95°C 5:00
inicial
Desnaturalizacion 94°C 0:30 o5
Alineamiento 59.7°C 0:30 Ciclos
Extension 72°C 0:30
Extension final 72°C 10:00
10°C 10.00

Del producto de esta primera reaccion se tomé un volumen de 1 uL como DNA
molde para llevar a cabo una segunda PCR utilizando el par de iniciadores CGO
465 (Fig.5), esperando obtener un fragmento de 465 pb, las condiciones de
reaccion se describen en la tabla 2. De igual forma se llevé a cabo la electroforesis

bajo las condiciones descritas previamente.

VII.2.6.2 Preparacion de genotecas de la region V3 del gen rDNA 16S.

Cuando se demostrd la presencia de DNA de origen bacteriano que puede ser
amplificado se llevd a cabo la preparacion de las genotecas, correspondientes a
lavado vaginal y copro, del gen rDNA 16S que abarca la regién polimérfica V3
(Fig. 5) ademas de una secuencia de nucledtidos unica para marcar cada muestra
denominada “barcode” asi como secuencias adaptadoras utiles en la tecnologia
de secuenciacién masiva semiconductora de iones (Tabla 4) (Anexo C).

Se hicieron reacciones de PCR con las condiciones descritas en la tabla 5.




Tabla 4. Iniciadores con “barcodes” utilizados para la preparacion de

polimérfica V3 del gen rDNA 16S.
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genotecas de region

Nombre del Barcode

Iniclador lon Torrent “Linker” (GOLAY) Espaciador Iniciador 16S rRNA (5’ —3’)
V3-341F1 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ‘ GATCTGCGATCC ‘ GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F2 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ‘ CAGCTCATCAGC ‘ GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F3 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ‘ CAAACAACAGCT ‘ GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F4 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCAACACCATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F5 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCGATATATCGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F6 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGCAATCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F7 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ‘ AGTCGTGCACAT ‘ GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F8 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ‘ GTATCTGCGCGT ‘ GT CCTACGGGAGGCAGCAG

Tabla 5. Iniciadores y condiciones empleadas para la amplificacién de la region V3 del gen 16S
rDNA, insertando “barcodes”.

Iniciadores:
V3 341F: 5'- CCTACGGGAGGCAGCAG -3'
V3 518R: 5-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3'

281 pb

Tamaiio del producto:

Mezcla de reaccion:

Reactivo Concentracion Final

Buffer10 X 1X
MgCl, 25 mM 2.0 mM
dNTPs 10 mM 0.2 mM
V3 341F 10 uM 0.2 uM
V3-518R 10 uM 0.2 uM
Taq Pol 5U/ul 0.025 U/ul

50 ng de DNA por reaccion

Programa de amplificacion.

Temperatura | Tiempo (min)
Desnaturalizacion 95°C 5:00
inicial
Desnaturalizacion 94°C 0:30 o5
Alineamiento 62°C 0:30 Ciclos
Extension 72°C 0:30
Extension final 72°C 10:00
10°C 10.00
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Se llevé a cabo el analisis de la calidad de los amplicones generados en cada
muestra por fraccionamiento electroforético analitico en geles de agarosa al 2.0%
utilizando la metodologia descrita previamente; el tamafio esperado de estos
fragmentos fue de 281 pb.

Después de observar que se obtuvieron los amplicones del tamafo aproximado a
281 pb, se llevaron a cabo reacciones masivas de PCR de cada muestra con la
finalidad de tener mayor volumen de producto de reaccién. Estas reacciones se
llevaron a cabo en las condiciones y utilizando el programa de amplificacion
descritos previamente.

Para preparar la genoteca se llevd a cabo una mezcla de todos los productos de
PCR a una concentracién equivalente y se llevo a cabo una electroforesis en gel
preparativo de agarosa al 2.0%, bajo las condiciones descritas previamente.

Se cort6 la banda correspondiente al tamano esperado 281 pb y se llevé a cabo la
purificacion del producto de PCR utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System de la casa comercial Promega, siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Finalmente, se llevé a cabo una electroforesis en gel analitico de agarosa al 2.0%
en las condiciones descritas con antelacion con el propdsito de verificar el tamafo
del producto de PCR purificado, de igual forma se determind la concentracion de

DNA recuperado.

VII.2.7 Estudio metagenémico de la diversidad bacteriana.

Después de que se prepard la genoteca de amplicones para las muestras de
lavado vaginal y de copro, el personal capacitado para el manejo del equipo llevo
a cabo el analisis de calidad asi como el acondicionamiento de las genotecas de

acuerdo al siguiente diagrama de flujo:
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*Mezcla de muestras con barcode especifico, purificar y cuantificar la
concentracion final de DNA en la genoteca.

*Verificar el tamafio de los amplicones de la genoteca utilizando equipo
Bioanalyzer.

*Acondicionar las esferas y llevar a cabo reacciones de PCR masivas,
verificar la calidad de las esferas con la muestra a secuenciar utlizando
equipos lon OneTouch™ System y fluorometro Qubit® 2.0.

Limpieza del equipo, preparacién de soluciones a utilizar, secuenciacion de
muestras, obtencion de sefales por flujo y por ciclo en equipo lon Torrent
PGM™ Sequencer.

*Convertir las sefiales en lecturas de bases, analizar la calidad del proceso y
las lecturas obtenidas, generar archivos de cada muestra de acuerdo a la

lista de barcodes empleados, obtener los archivos en formato FASTQ para
analisis posteriores.

Cuando la calidad de las muestras fue adecuada se llevd a cabo la secuenciacion

masiva semicoductora de iones en el equipo ion torrent, utilizando los “lon

Semiconductor Sequencing Chip” 316 y 318, para las genotecas de lavado vaginal
y copro respectivamente, ambos con una capacidad de mas de 100 Mb y una
lectura de 400 pb.

Se realizé la depuracidon del archivo de secuencias de cada genoteca para su

analisis bioinformatico utilizando el programa QIIME bajo los parametros

establecidos y se hizo la comparacion con la base de datos de secuencias de
rDNA 16S bacteriano.
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VII.2.8 Analisis de resultados.

Las lecturas obtenidas por el equipo se procesaron utilizando el “software Torrent
Suite v4.4.3” Se asignaron las lecturas a la muestra de origen por medio del
“barcode” y las lecturas que no cumplieron con estandares de calidad establecidos
fueron excluidas del analisis.

Las lecturas que pasaron las pruebas de calidad fueron exportadas como archivos
FASTQ que fueron transformados a archivos FASTA, los que se analizaron en
QIIME v1.9.0. Las secuencias se agruparon en Unidades Taxonomicas
Operacionales (OTUs) con un 97% de similitud, utilizando el algoritmo UCLUST.
Las quimeras se eliminaron del analisis usando ChimeraSlayer y la asignacion
taxondmica se llevo a cabo por el alineamiento de las secuencias contra la base
de datos Green Genes.

La diferencia de diversidad alfa entre grupos de muestras se llevd a cabo
utilizando un método no paramétrico por permutaciones de Montecarlo. Los
analisis de diversidad beta se llevaron a cabo utilizando UniFrac generando
diagramas de coordinados principales.

La abundancia relativa de los grupos bacterianos identificados en las muestras se
compararon por el método no paramétrico U de Mann Whitney utilizando el
software Minitab® 17.
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VIII.LRESULTADOS

Se detecto la presencia del transgén de E7 en los ratones transgénicos de los que
se obtuvieron las muestras de lavado vaginal y copro para este proyecto. La PCR
de los ORFs EG-E7 y la posterior digestion con la enzima Hpal, mostraron que los
ratones K14E7 presentan el transgén de interés. Estas pruebas forman parte de
un proyecto en paralelo del laboratorio de “Oncologia Molecular” del Departamento
de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV D.F.

(A) Hpal (B)

K14E6 205bp i K14E6 K14E7 MW
: 638 bp MeTbp 1 2 3 4 5
| K14 I £6 l £7 ‘ K14pA |
—_ L
urt « 600 bp
Hpal
K14ET [T
"85 bp! 720 bp :
| K14 | E6 | E7 ‘ K14pA |
m— ¥ — «100 bp

Vazquez-Hernandez, et al.; manuscript in preparation

Fig. 6 Deteccion del transgén de E6-E7 por PCR. A) Diagrama ilustrativo para ejemplificar
la posicién del terminador de la traduccion en el ORF del gen E7 y E6 en ratones
HPV16K14E6 y E7 respectivamente y sitio de corte de la enzima Hpal. B) Electroforesis
de productos de PCR de regién E6 y E7 con y sin tratamiento con enzima Hpal; carriles 1
y 2 raton K14EG6 sin tratamiento y con tratamiento enzimatico respectivamente, carriles 3 y
4 raton K14E7 con y sin tratamiento enzimatico respectivamente, carril 5 marcador de
tamafo molecular.
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Fig. 7 Cortes de cérvix de ratones transgénicos y no transgénicos con siete meses de
edad equivalentes a seis meses de tratamiento con 17p3-estradiol. Técnica de tincion
Hematoxilina-Eosina, observacion en microscopio Optico a diferentes aumentos (20X-
63X).

Las observaciones al microscopio mostraron que se presentaron las lesiones
caracteristicas de CaCu en los ratones K14E7 con siete meses de edad, cuando
se trataron con 17B-estradiol. En las laminillas correspondientes a los ratones
FVB, que no reciben tratamiento, se puede observar la arquitectura normal del
tejido cervical, que es un epitelio estratificado con células diferenciadas; cuando se
compara con el tejido de ratones K14E7 con tratamiento (K14E7+E2), se observa
la pérdida de la estructura normal del epitelio asi como la presencia de células con
nucleos grandes, algunas células presentan dos nucleos. A pesar de que los
ratones FVB fueron sometidos al tratamiento con 17-estradiol, solo se observd
hiperplasia del tejido semejante a los ratones transgénicos que no recibieron

tratamiento hormonal.



36

Para el analisis metagendmico de la diversidad bacteriana se colectaron
volumenes aproximados a 20uL de lavado vaginal asi como pildoras de copro de

un promedio de 5 a 8 ratones de cada tratamiento de acuerdo al siguiente

esquema.
Caracteristica Edad del ratdon (meses)
FVB(-E2) 1 2 3 4 5 6 7
FVB (+E2) 1 2 3 5 5 6 7
E7(-E2) 1 2 3 5 5 6 7
E7 (+E2) 1 2 3 5 5 6 7

FVB = Ratén no transgénico. E7= Ratén transgénico (+E2)= Aplicacién de tratamiento con
comprimidos de 17-estradiol. (-E2)= Sin aplicacién de tratamiento.

Las muestras de lavado vaginal correspondientes al mismo tratamiento se
homogenizaron y mezclaron para obtener una muestra de mayor volumen. Las
muestras de copro se procesaron de forma individual para cada tratamiento.

Los acidos nucleicos extraidos se identificaron con la clave que indicaba el tipo de
ratén: FVB (no transgénico), E7 (transgénico); la aplicacion de tratamiento con 17
B-estradiol: -E2 (sin tratamiento), +E2 (tratamiento) asi como la edad del ratén en
meses. Para las muestras de copro se utilizé6 el mismo sistema de identificacion,
afiadiendo al final un numero consecutivo.

Después de la extraccion de DNA total a partir de las muestras de lavado vaginal y
de copro se determiné la concentracion en ng/uL y el coeficiente Azgo280 del acido
nucleico obtenido (Tabla 6) y se llevé a cabo el corrimiento electroforético para

verificar la integridad del DNA (Figura 8).

Tabla. 6 Concentraciones de DNA en muestras de lavado vaginal de ratones,
determinadas con el equipo NanoDrop lite.

Concentracion

MUESTRA A 20 A 2601280 (ng/ul)
FV(-E2)1m 0.425 1.86 21.3
FVB(+E2)1m 0.158 1.78 7.9
E7§-E2)1m 0.155 1.84 7.7

E7(+E2)1m 0.189 1.71 9.4
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2 3.4 5.5 ?8910
; Carril Muestra Concentracion ng/ulL

, 2 4 1 FVB(-E2)2m1 38.3
- 2 FVB(-E2)2m2 18.3
"~ - 3 | FVB(-E2)2m3 131.
: 4 FVB(-E2)2m4 27.3
5 FVB(-E2)2m5 83.5
6 FVB(-E2)2m6 56.8

Fig. 8 Fraccionamiento electroforético de acidos nucleicos. Las muestras de copro corresponden a
ratones no transgénicos sin tratamiento con dos meses de edad. Gel de agarosa al 0.5 % tefiido
con 0.7 uL de colorante Midori Green advanced (1:15); electroforesis a 100 V/35 min. Cada pozo
se cargo con 2 pL de muestra, 1 uL de buffer 6X y 4 uL de agua-PCR. En la tabla se describen las
muestras de copro en cada carril, asi como la concentracién de DNA determinada con el equipo
NanoDrop Lite.

Se utilizé como molde el DNA obtenido de las muestras de lavado vaginal para
llevar a cabo la PCR anidada. En una primera reaccion se utilizaron los iniciadores
FBac — CGO 605R (Figura 9). A pesar de que no se observaron bandas con un
tamano cercano a 1500pb, estos productos de PCR se utilizaron como molde para
llevar a cabo la segunda PCR con el par de iniciadores CGO465, obteniendo

fragmentos con un tamano aproximado a 500pb (Figura 10).
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Fig. 9 Fraccionamiento electroforético de productos de PCR utilizando iniciadores FBac — CGO
605R. Gel de agarosa al 1.0% tefido con 0.7 uL de colorante Midori Green advanced (1:15);
electroforesis a 100V /50min. Cada pozo se cargd con 6ulL de muestra, 1 uL de buffer 6X. En la
tabla se describen las muestras de lavado vaginal en cada carril, asi como el uso de controles
positivo, negativo y marcador de peso molecular.

e S

12345678 910

Carril Muestra
E7TX4m
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FVBCTL4m
E7CTL5m
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Control sin molde (-)
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Fig. 10 Fraccionamiento electroforético de productos de PCR utilizando iniciadores CGO 465, PCR
anidada. Gel de agarosa al 2.0% tefiido con 0.7 uL de colorante Midori Green advanced (1:15);
electroforesis a 100V /50min. Cada pozo se cargd con 6ulL de muestra, 1 uL de buffer 6X. En la
tabla se describen las muestras de lavado vaginal en cada carril, asi como el uso de controles
positivo, negativo y marcador de peso molecular.
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El DNA extraido de las muestras de copro se utiliz6 como molde para la PCR
utilizando los pares de iniciadores CGO 465; se obtuvieron amplicones con un

tamarfo aproximado a 500 pb (Figura 11).

Carril Muestra

E. coli SK10019 (+)
FVBCTL7m 1
FVBCTL7m 2
FVBCTL7m 3
FVBCTL7m 4
FVBCTL7m 5
FVBCTL7m 6

Control sin molde ( -)

Marcador 100pb

W oo~ (&b —

-

Fig. 11 Fraccionamiento electroforético de productos de PCR utilizando iniciadores CGO 465. Gel
de agarosa al 2.0% tefido con 0.7 mL de colorante Midori Green advanced (1:15); electroforesis a
100V /50min. Cada pozo se cargd con 6ulL de muestra, 1 uL de buffer 6X. En la tabla se describen
las muestras de copro en cada carril, asi como el uso de controles positivo, negativo y marcador de
peso molecular.

Cuando se determind la presencia de DNA de origen bacteriano, se llevo a cabo la
preparacion de las genotecas de la region V3 del rDNA 16S por PCR insertando
secuencias Utiles para la secuenciaciéon masiva asi como un “barcode” diferente a
cada muestra, con esta reaccion se obtuvieron productos de PCR con un tamano

cercano a 300pb (Figura 12).
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Carril Muestra Barjc%de
1 Control sin molde (-) F23
) - 2 E. coli SK10019 (+) F23
g 3 FVB(-E2)5m F17
= 4 FVB(+E2)5m F18
— 5 E7(-E2)5m F19
_ Siph o 6 E7(+E2)5m F20
~ElE-BeN 7 FVB(-E2)Bm F21
8 FVB(+E2)6m F22
9 E7(-E2)6m F23
10 Marcador 100pb N/A

Fig. 12 Fraccionamiento electroforético de productos de PCR utilizando iniciadores V3 341F — V3
518R. Gel de agarosa al 2.0% tefido con 0.7 uL de colorante Midori Green advanced (1:15);
electroforesis a 100V /50min. Cada pozo se cargd con 5uL de muestra, 1 uL de buffer 6Xy 1 uL de
Agua grado PCR. En la tabla se describen las muestras de lavado vaginal en cada carril, asi como
el uso de controles positivo y negativo, marcador de peso molecular y el nimero de “barcode”
colocado a cada muestra.

Se llevaron a cabo réplicas de las reacciones de PCR de cada muestra con
“barcode”, estos productos se mezclaron para obtener un mayor volumen de
muestra.

Para obtener el “pool” para secuenciacion de las genotecas de lavado vaginal y de
copro, se mezclaron los volumenes necesarios de cada muestra con “barcode”
para tener una concentracion aproximada de 10 ug de producto de PCR (Tablas 7
y 8).

Se llevo a cabo la electroforesis de la mezcla en gel preparativo, se corto la banda
con el tamano cercano a 300pb y se purificé el producto de PCR, se llevé a cabo
el fraccionamiento electroforético en gel analitico de agarosa al 2.0 % y se
comprobd que el tamano del producto purificado fuera aproximado a 300pb
(Figura 13).
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Tabla 7. Volimenes utilizados de cada genoteca de lavado vaginal para preparar el “pool”

para secuenciacién masiva.

Concentracion Volumen
Muestra “Barcode” Azeo Aze01280 (ng/uL) par(a:l E ;)ug
FVB(-E2)1m F-01 8.259 1.41 413.0 24
FVB(+E2)1m F-02 5.982 1.42 299.1 33
E7(-E2)1m F-03 11.326 1.40 566.3 18
E7(+E2)1m F-04 7.323 1.43 366.1 27
FVB(-E2)2m F-05 8.460 1.39 423.0 24
FVB(+E2)2m F-06 6.948 1.40 347.4 29
E7(-E2)2m F-07 8.120 1.46 406.0 25
E7(+E2)2m F-08 10.676 1.34 533.8 19
FVB(-E2)3m F-09 9.269 1.81 463.4 22
FVB(+E2)3m F-10 9.340 1.84 467.0 21
E7(-E2)3m F-11 8.475 1.82 423.8 24
E7(+E2)3m F-12 10.438 1.85 521.9 19
FVB(-E2)4m F-13 10.594 1.49 529.7 19
FVB(+E2)4m F-14 9.789 1.52 489.4 20
E7(-E2)4m F-15 10.708 1.49 535.4 19
E7(+E2)4m F-16 9.955 1.51 497.8 20
FVB(-E2)5m F-17 8.879 1.49 4440 23
FVB(+E2)Sm F-18 9.337 1.49 466.8 21
E7(-E2)5Sm F-19 9.584 1.49 479.2 21
E7(+E2)5m F-20 9.442 1.47 4721 21
FVB(-E2)6m F-21 8.634 1.43 431.7 23
FVB(+E2)6m F-22 9.482 1.44 474.1 21
E7(-E2)6m F-23 7.764 1.45 388.2 26
E7(+E2)6m F-24 7.772 1.46 388.6 26
FVB(-E2)7m F-25 9.285 1.43 464.2 22
FVB(+E2)7m F-26 8.451 1.46 422.5 24
E7(-E2)7Tm F-27 11.121 1.33 556.1 18
E7(+E2)7m F-28 8.107 1.45 405.3 25
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Tabla 8. Volumenes utilizados de cada genoteca de copro para preparar el “pool” para
secuenciacién masiva.

Concentracion Volumen
Muestra “Barcode” Ao Az60/280 (ng/uL) par(au:_ ())ug.
FVB(-E2)1Tm F-29 11.066 1.60 553.3 18
FVB(+E2)1m F-02 11.179 1.60 559.0 18
E7(-E2)1m F-03 7.365 1.44 368.2 27
E7(+E2)1m F-04 12.499 1.59 624.9 16
FVB(-E2)2m F-05 12.048 1.54 602.4 17
FVB(+E2)2m F-06 8.226 1.50 411.3 24
E7(-E2)2m F-07 8.138 1.41 406.9 25
E7(+E2)2m F-08 9.176 1.49 458.8 22
FVB(-E2)3m F-09 9.302 1.50 465.1 22
FVB(+E2)3m F-10 9.040 1.50 452.0 22
E7(-E2)3m F-11 8.893 1.50 4447 22
E7(+E2)3m F-12 10.174 1.55 508.7 20
FVB(-E2)4m F-13 9.876 1.46 493.8 20
FVB(+E2)4m F-14 8.911 1.46 4455 22
E7(-E2)4m F-15 8.975 1.48 448.8 22
E7(+E2)4m F-16 7.577 1.47 378.9 26
FVB(-E2)Sm F-17 8.604 1.48 430.2 23
E7(-E2)5m F-19 7.393 1.51 369.6 27
E7(+E2)5m F-18 8.214 1.45 410.7 24
FVB(-E2)6m F-21 8.267 1.45 413.3 24
FVB(+E2)6m F-22 8.346 1.44 417.3 24
E7(-E2)6m F-23 8.278 1.44 413.9 24
E7(+E2)6m F-24 8.185 1.46 409.3 24
FVB(-E2)7m F-25 8.276 1.43 413.8 24
FVB(+E2)7m F-26 7.462 1.44 373.1 27
E7(-E2)7m F-27 7.882 1.45 394.1 25
E7(+E2)7m F-28 6.963 1.45 348.1 29
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Fig. 13 Preparacion de genotecas V3 de rDNA 16S. A. Fraccionamiento electroforético
en gel de agarosa al 2%, se observa el tamafio cercano a 300 pb en la mezcla de las
muestras (POOL LV-V3), comparando con el marcador 100 pb (M). B. Fraccionamiento
electroforético en gel de agarosa al 2% comparando el tamafo de los productos antes y
después de purificar. Carril 2 mezcla antes de purificar, carril 4 mezcla después de
purificar, carril 6 marcador 100 pb.

Después de obtener el producto purificado de la genoteca se determind la

concentracion de DNA de las muestras (Tabla 9).

Tabla 9. Concentracion de DNA en genotecas de lavado vaginal y copro utilizadas en la
secuenciacién masiva.

Genoteca  Concentracion (ng/uL)

LV-v3 12.8
CO-BT 12.6

Después de que se determind la concentracién de DNA final de las genotecas,
éstas fueron entregadas para llevar a cabo la secuenciacién masiva, las muestras

se sometieron a analisis de calidad previos al acondicionamiento para llevar a
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cabo la secuenciacién y finalmente se cargo el chip para el analisis en el equipo
PGM lon Torrent.

Utilizando el “software Torrent Suite v4.4.3” se obtuvieron un total de 2, 501,101
lecturas con un tamafo promedio de 173 pb para las muestras de lavado de tracto
reproductivo, mientras que para las muestras de copro se obtuvieron 3, 395,289
lecturas con un tamano promedio de 173 pb. Se asignaron las lecturas a la
muestra de origen por medio del “barcode” y las lecturas que no cumplieron con

estandares de calidad establecidos fueron excluidas del analisis.

Las lecturas contenidas en archivos FASTA, se analizaron en QIIME v1.9.0. Las
secuencias se agruparon en Unidades Taxondémicas Operacionales (OTUs) y se

llevé a cabo la clasificacion taxondmica de OTUs representativos.

Se llevé a cabo el calculo de la distancia filogenética, diversidad alfa y diversidad
beta. Entre los analisis de la diversidad alfa se incluyeron el indice de Shannon y

de Simpson que se clasifican como indices de diversidad especifica (Fig. 14).

De acuerdo con el analisis de rarefaccion de las especies observadas en cada
tratamiento, se observa que las muestras de los grupos que no reciben tratamiento
con estradiol presentan mayor diversidad, en ambos tipos de ratones FVB, E7

comparados con los grupos que reciben el tratamiento.

Cuando se observa el indice de Shannon, las muestras de los grupos de ratones
E7 presentan mayor riqueza y uniformidad en comparacién con el grupo de
ratones FVB que recibe el mismo tratamiento; y cuando se observa que el indice
de Simpson, este toma un valor cercano a uno por lo que muestra la alta
probabilidad de que dos sujetos tomados al azar pertenezcan a la misma especie,
reflejando la baja diversidad de especies en la muestra de ratones E7 que reciben

0 no tratamiento.
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Fig.14 Parametros de diversidad alfa calculados a partir de la tabla de OTUs de las muestras de
lavado vaginal, agrupadas por tratamiento. Se seleccionaron 30000 secuencias y se calcularon los
indices de Shannon y Simpson, las lineas representan la media y las barras de error la desviacion
estandar.

Cuando se compararon los OTUs generados contra la base de datos de Green
genes, se obtuvieron graficos de la abundancia relativa de microorganismos
encontrados en las distintas muestras a los seis niveles taxondmicos: Reino, Fila,
Clase, Orden, Familia y Género.

En la figura 15 se observa la abundancia relativa en porcentaje de los fila
identificados en las muestras de lavado vaginal, estos fila fueron Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria en mayor porcentaje, también se
identificaron los fila Acidobacteria y Cyanobacteria en porcentajes menores.

Se llevé a cabo una prueba de U Mann-Whitney para determinar si existe

diferencia en el porcentaje de abundancia relativa de los diferentes fila y géneros
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identificados en cada grupo. De acuerdo a este analisis la media de porcentaje de
Firmicutes en el grupo FVB(+E2) (0.1449) y el grupo E7(+E2) (0.3485) fueron
estadisticamente diferentes p= 0.025 mostrando que el cambio en abundancia de
este filum que se observa en el grupo de ratones que desarrollan cancer no es

efecto directo del tratamiento con 17f estradiol sino un posible efecto mediado por

E7.
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Fig.15 Abundancia relativa de microorganismos a nivel de filum en las muestras de lavado vaginal
colectadas de cada grupo de ratones en las diferentes edades.

Cuando se observan los microorganismos identificados a nivel de género (Fig. 16)
se muestra que la microbiota de los ratones varia con respecto a la edad asi como
con el tipo de ratéon y el tratamiento que tengan, de forma general se puede
observar que el porcentaje de abundancia relativa de microorganismos del genero
Porphyromonas sp. disminuye en las muestras de ratones E7(+E2) cuando se

compara con las muestras de ratones FVB(+E2), sin embargo, las medias (0.5139)
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y (0.0847) respectivamente, no muestran diferencia estadisticamente significativa

p=0.4433.
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BN Bacterokdes

EEE Porphyromonas
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Fig.16 Abundancia relativa de microorganismos a nivel de género en las muestras de lavado
vaginal de cada grupo de ratones en las diferentes edades.
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Esta prueba se llevé a cabo en los géneros que destacaron al observar la grafica

de abundancia relativa, los géneros analizados fueron Streptococcus sp. Proteus

sp. Propionibacterium sp Gemella sp, asi como las familias Sphingomonadaceae y

Pasteurellaceae.

Con respecto al género Gemella sp. Se observé que las medias de las muestras
correspondientes a los grupos FVB(-E2) (0.0010) y E7(+E2) (0.0857) son
diferentes p=0.0022, esta diferencia estadisticamente significativa también se

observé al comparar las medias de los grupos E7(-E2) (0.0314) y E7(+E2)
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(0.0857) p=0.0409, mostrando que esta variacion esta relacionada con la
presencia de 17 (-estradiol.

En el caso del género Proteus sp. se obtuvo diferencia en las medias de los
grupos E7(+E2) (0.0590) y FVB(+E2) (0.0033) p=0.0033 y los grupos E7(+E2)
(0.0590) FVB(-E2) (0.0021) p= 0.0215, mostrando que esta diferencia es
independiente a la aplicacion del tratamiento.

Con el analisis de la diversidad beta por analisis de coordinados principales,
tomando los datos de cada grupo de raton desde el primero hasta el séptimo mes
de tratamiento, se puede observar que las muestras de lavado correspondientes a
los ratones que desarrollan cancer E7(+E2) son diferentes de las muestras del
grupo FVB(+E2) al no agruparse con éstas, como se agrupa con las muestras del
grupo (E7), ademas las muestras del grupo E7(+E2) se encuentran mas cercanas
a las del grupo (FVB), sin embargo las muestras de este grupo E7(+E2) no
presentan un patron para agruparse, sugiriendo de forma general que no hay una

distribucion caracteristica para los cuatro grupos (Fig. 17).
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Fig. 17 Gréfico de andlisis de coordinados principales (PCoA) de las muestras de lavado
agrupadas por tratamiento.
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Se tomaron los meses 2, 4 y 7 de edad equivalentes a los meses 1, 3 y 6 de
tratamiento de cada grupo de ratones, es en estas edades donde se caracterizo la
etapa del ciclo estral de los ratones y se establecié que se encontraban en estro,
esta caracteristica permiti6 dar mayor uniformidad a las muestras en cuanto a la

influencia de las hormonas en la diversidad de la microbiota.
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Fig.18 Abundancia relativa de microorganismos identificados a nivel de filum a un mes, tres meses
y seis meses de tratamiento (2, 4 y 7 meses de edad).
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Fig.19 Abundancia relativa de microorganismos identificados a nivel de género a un mes, tres
meses y seis meses de tratamiento (2, 4 y 7 meses de edad).

Revisando los resultados de la abundancia relativa de cada grupo por edad a nivel

de fila y a nivel de género (Fig. 18 y Fig. 19), podemos observar que:

En el grupo E7(+E2) de siete meses de edad se registré un aumento en la
abundancia relativa de microorganismos del género Gemella sp. (banda color
verde militar). Este aumento no se observa en los ratones control de la misma
edad que reciben el tratamiento FVB(+E2), sugiriendo que este efecto puede ser

inducido por E7 y no por el tratamiento con estrogeno.

En los ratones que reciben tratamiento con estradiol asi como los transgénicos
E7(-E2), todos de 7 meses de edad, se observa un aumento en el porcentaje

relativo de organismos de la familia Sphingomonadaceae (color rojo) FVB(+E2)
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(62.91%), E7(-E2) (49.35%), E7(+E2) (22.84%), esta familia se observa en menor

porcentaje en los ratones control que no reciben tratamiento FVB(-E2) (17.54%).

Se observa también mayor porcentaje de abundancia relativa en microorganismos
del género Proteus sp (color rosa) en los ratones E7(+E2) (16.42%) con 2 meses
de edad cuando se compara con los controles E7(—E2) (1.74%), FVB (0.21%) y
FVB(+E2) (0.81%). De igual forma se observa que en los grupos de ratones
FVB(+E2), E7(-E2) y E7(+E2) el porcentaje relativo de Porphyromonas sp. (banda
café) disminuye en los ratones correspondientes a los 7 meses de edad (0.4%),
(0.4%), (0.3%), cuando se comparan con el grupo de ratones FVB(-E2) (59.26%).

En el grupo de ratones E7(+E2) con siete meses de edad, se observa un aumento
en el porcentaje de abundancia relativa de microorganismos del género
Propionibacterium sp (banda azul) 2.31%. mientras que en los otros grupos se
observan porcentajes menores FVB(-E2) (0.20%), FVB(+E2) (0.33%), E7(-E2)
(0.57%). A pesar de que se observan cambios en la abundancia relativa de
microorganismos de diferentes géneros en el grupo de ratones que desarrollan
cancer y estos cambios se observan solo en este grupo de ratones, el analisis de
las medias no presenta diferencia estadisticamente significativa cuando se

compara la media del grupo E7(+E2) con las medias de los otros grupos.

Los resultados de las muestras de copro se analizaron de forma semejante a las
muestras de lavado observando los indices de diversidad alfa (Fig.20). Se
seleccionaron un total de 23000 lecturas para el calculo de rarefaccién y de
indices de diversidad alfa, el grafico de diversidad de las muestras agrupadas por
tratamiento muestra que la diversidad de especies es semejante en los cuatro
grupos. Cuando se observa el indice de Shannon las muestras presentan valores
de riqueza y uniformidad semejantes. El indice de Simpson, toma un valor cercano
a 1, por lo que muestra la alta probabilidad de que dos sujetos tomados al azar
pertenezcan a la misma especie, reflejado la baja diversidad de especies en las

muestras.
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Fig.20 Parametros de diversidad alfa calculados a partir de la tabla de OTUs de las muestras de
copro, agrupadas por tratamiento. Se seleccionaron 23000 secuencias y se calcularon los indices
de Shannon y Simpson, las lineas representan la media y las barras de error la desviacion
estandar.

Cuando se analizé la abundancia relativa de microorganismos presentes en cada
muestra se pudo observar que los fila identificados fueron Bacteroidetes en mayor
porcentaje (>50%) seguido del filum Firmicutes, Proteobacteria y finalmente
Actinobacteria; se identificaron también, en menor porcentaje, microorganismos
pertenecientes a los fila Cyanobacteria, Deferribacteres, TM7 y Tenericutes en
porcentajes menores (Fig.21). No se incluyen las muestras correspondientes al
grupo FVB(+E2) con cinco meses de edad ya que esas muestras no se pudieron

obtener.

Cuando se compararon las medias de los porcentajes de abundancia relativa de
cada grupo de ratones, desde el primero hasta el séptimo mes de edad, se pudo

observar que en el caso del filum Tenericutes las medias de los grupos FVB(+E2)



53

(0.00087) y E7(+E2) (0.00040) tienen una diferencia estadisticamente significativa

p=0.0383.
o
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Fig.21 Abundancia relativa de microorganismos a nivel de filum en las muestras de copro
colectadas de cada grupo de ratones a diferentes edades. Cada barra representa un grupo de
ratones y la abundancia se representa en porcentaje de un total de 100%.

Al analizar los datos a nivel de género se puede observar que en las muestras
existe predominancia de microorganismos de la familia S24-7, ademas se
pudieron identificar otros géneros como Prevotella sp, Parabacteroides sp,
Bacteroides sp, Lactobacillus sp, Odoribacter sp, Coprococcus sp, Dorea sp,

Oscillispira sp, Ruminococcus sp, entre otros (Fig.22).

Cuando se compararon las medias de los géneros identificados en los distintos

grupos no se observo alguna diferencia estadisticamente significativa.
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Fig.22 Abundancia relativa de microorganismos a nivel de género en las muestras de copro
colectadas de cada grupo de ratones a diferentes edades.

Al revisar los resultados del analisis de la diversidad beta por analisis de
coordinados principales (PCoA) de las muestras correspondientes a todas las
edades de los ratones de las cuatro condiciones estudiadas, se puede ver que las
muestras correspondientes al grupo E7(+E2) no son muy diferentes a las muestras
de los otro grupos, no se observa que las muestras, correspondientes a este

grupo, se concentren de manera particular (Figura 23).
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Fig. 23 Grafico de analisis de coordinados principales (PCoA) de las muestras de copro agrupadas
por tratamiento.
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IX.DISCUSION

Microbiota del tracto reproductivo.

Actualmente son pocos los estudios sobre la microbiota del tracto reproductivo de
roedores, en este caso ratones, sin embargo existen estudios sobre esta
microbiota en otro tipo de roedores. A pesar de esto no existe un analisis
semejante en el modelo de estudio utilizado durante este trabajo. Noguchi y
colaboradores en el 2003 mencionan que puede existir variacion de
microorganismos de la vagina en cepas diferentes a las de los animales que se
utilizan en un laboratorio.

Es importante mencionar que las muestras que se utilizaron en este estudio no se
obtuvieron de forma seriada, es decir, no se pudo llevar el seguimiento del mismo
raton desde el primer mes de edad hasta el séptimo mes de edad, debido a que
los ratones fueron sacrificados en edades especificas para llevar a cabo ensayos
correspondientes a otros estudios; a pesar de esto se pudieron obtener resultados
significativos.

Los fila de microorganismos identificados en las muestras de lavado vaginal de
ratones FVB y E7 con y sin tratamiento (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria
y Actinobacteria), son similares a los fila descritos en el estudio realizado por
MacManes en el 2011 en donde se caracteriz6 la microbiota del tracto
reproductivo de roedores de la especie Peromyscus californicus, los fila que
MacManes identifico fueron Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria.

Por otra parte Barfod y colaboradores en el 2013, quienes llevaron a cabo la
identificaciéon de microorganismos en muestras de pulmones, lavado vaginal y el
ciego de ratones de la cepa BALB/cJ, lograron caracterizar los microorganismos
presentes en muestras de lavado vaginal en donde se identificaron ademas de los
fila descritos por MacManes, los fila Fusobacteria y Cyanobacteria; sin embargo
en las muestras de los ratones FVB y E7 bajo distintos tratamientos se
identificaron estos fila en bajo porcentaje; al igual que en el estudio de Barfod y
colaboradores no se identificaron microorganismos del filum Tenericutes, las

variaciones en los fila identificados se pueden atribuir a la diferencia de géneros
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de ratones estudiados, ya que la diversidad de la microbiota se ve influenciada por

diversos factores como el individuo, el habitat y la alimentacion (MacManes, 2011).

Algunos de los género identificados por Barfod y colaboradores en las muestras
de lavado vaginal fueron: Bacteroides sp, Barnesiella sp, Odoribacter sp, Alistipes
sp, Mucispirillum sp, Lactobacillus sp, Streptococcus sp, Peptoniphilus sp,
Roseburia sp, Anaerotruncus sp, Oscillibacter sp, Pseudomonas sp. En el estudio
de Larsen y colaboradores en 1977 en donde se analiz6 el numero de bacterias
relacionadas con el epitelio vaginal de ratas ovariectomizadas, se observo que la
cuenta de estos microorganismos era menor en muestras de ratas que sufrieron
este tratamiento en comparacion con las muestras de ratas control; por otra parte
se observd que la cuenta viable de microorganismos en ratas ovariectomizadas
aumentaba cuando a estas se les aplicaba un tratamiento con 17  estradiol. Entre
los microorganismos identificados mediante el uso de técnicas de cultivo
tradicionales se mencionan: Estreptococos o-Hemoliticos; Pasteurella
pneumotropica, Estreptococos no hemoliticos, Lactobacillus sp, Difteroidetes,
Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis, Estreptococos del grupo D,
Bacteroides fragilis, Bacteroides corrodens, Fusobacterium sp, Eubacterium sp,
Peptostreptococcus anaerobius, Propionibacterium sp, Veillonella alcalescens.
Algunos de estos géneros también se identificaron en los cuatro grupos de ratones
analizados (Bacteroides sp, Odoribacter sp, Mucispirillum sp, Lactobacillus sp,

Streptococcus sp, Roseburia sp, Pseudomonas sp etc.)

Las muestras seleccionadas correspondientes a un mes, tres meses y seis meses
de tratamiento de cada grupo de ratdon muestran la diversidad de la microbiota
durante la etapa de estro de los ratones. Se reconoce que la diversidad
microbiana del tracto reproductivo es susceptible a variaciones originadas por
efectos hormonales del hospedero y que presenta variaciones por la etapa del
ciclo estral (Lee, et al., 2013). Cuando se analizan los grupos de ratones
correspondientes a un mes, 3 meses y 6 meses de tratamiento, los ratones se
encontraban en estro, condicién semejante a la que se encuentran los ratones que
reciben un tratamiento constante con 17f3- estradiol, esto nos permite comparar las

variaciones en la microbiota de estos grupos de ratones.
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Un estudio sobre la variacidn de la microbiota vaginal de animales de laboratorio
realizado por Noguchi y colaboradores en 2003 demostré que en muestras de
ratones, las UFC de microorganismos aerobios fueron mayores que el numero de
microorganismos anaerobios durante el estro, etapa en la que, de igual forma, se
registro la mayor cuenta viable de microorganismos en las muestras. En las
muestras de ratdn se identifico el género Streptococcus sp. en el 100% de los
aislados que se obtuvieron en la etapa de estro, aproximadamente 10° UFC, por el
contrario, durante las etapas de diestro y anestro se identificaron bacilos

anaerobios Gram positivos.

Cuando observamos los géneros identificados a los siete meses de edad de los
cuatro grupos de ratones, podemos observar que en los ratones FVB existe mayor
abundancia de Porphyromonas sp, un microorganismo anaerobio estricto mientras
que en los grupos que reciben tratamiento constante con estradiol (lo que simula
una etapa de estro constante), hay un aumento de microorganismos aerobios

como aquellos de la familia Sphingomonadaceae.

De acuerdo a los grupos de microorganismos que presentaron diferencias
particularmente en el filum Firmicutes, el grupo E7(+E2), representado como una
diferencia estadisticamente significativa de este filum con respecto al grupo
FVB+E2 p= 0.025, muestra que el aumento en este filum no esta relacionado solo
con la presencia de estradiol sino que es la combinacién estradiol-E7 la que
genera este aumento de Firmicutes; resultados semejantes se observan en
estudios sobre caracterizacion de microorganismos en muestras de tejido
canceroso, por ejemplo en el estudio de Gao y colaboradores del 2015 se registra
un aumento de Firmicutes en muestras de pacientes diagnosticados
recientemente con cancer colorectal cuando se comparan muestras de tejido
(mucosa colorectal) canceroso con muestras de tejido sano adyacente; los autores
sefalan que este aumento también se puede relacionar con el estado de
inflamacién que se presenta en estos padecimientos. El aumento de abundancia
de Firmicutes observado en el grupo de ratones E7(+E2) puede estar relacionado

con el proceso de carcinogénesis en estos ratones.
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Por otra parte se reconoce que en casos de obesidad existe un cambio en la
proporcion de Firmicutes/Bacteroidetes del tracto gastrointestinal, donde se
observa un aumento de Firmicutes en casos de obesidad (Kotzampassi et al.,
2014).

Ademas en el estudio que realizaron Ley y colaboradores en el 2005 analizando
muestras de contenido de ciego de ratones obesos de la cepa C57BL/6J, se
observd un aumento en el porcentaje de Firmicutes con la consecuente

disminucion en el porcentaje de Bacteroidetes.

El filum Firmicutes esta compuesto, de forma general, por gran variedad de
microorganismos Gram positivos, incluidos cocos y bacilos con un bajo porcentaje
de G-C, entre estos se encuentran Lactobacilos, Bacilos, Clostridios etc. Uno de
los microorganismos que pertenece a este filum es Gemella sp (Baron, 1996),
cuando se analizaron los datos de lavado vaginal se observé un aumento del
porcentaje de este género en los ratones E7(+E2), cuando se comparé con los
grupos FVB(-E2) y E7(-E2). Gemella sp. es un género de bacterias anaerobias
facultativas, poseen metabolismo fermentativo, productoras de acido acético y
acido lactico o CO; (Baron, 1996).

En la actualidad existen diversos estudios que han relacionado la presencia de
microorganismos del género Gemella sp con diversos padecimientos como el
carcinoma oral. Por ejemplo, en el estudio realizado por Pushalkar y
colaboradores en el 2012, en donde analizaron muestras de carcinoma de células
escamosas orales junto con muestras de tejido sano adyacente, pudieron
identificar un aumento en el porcentaje de Firmicutes en las muestras de tejido
canceroso, asi como un cambio en los microorganismos asociados al filum
Firmicutes en las muestras de cancer. Los autores identificaron Gemella
haemolysans, G. morbillorum, G. sanguinis ademas de otros géneros, destacando
la participacién de estos microorganismos como oportunistas que pueden causar
infecciones locales y sistémicas, implicando inflamacién, sugiriendo que puede
relacionarse con la carcinogénesis ya que se reconoce que la inflamacion es una

de las caracteristicas de las células cancerosas (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Por otra parte, dentro del filum Proteobacteria, caracterizado por incluir bacterias
Gram negativas, en donde destacan las alfa, beta y gama proteobacterias,
representadas en estas ultimas a las enterobacterias, se encuentra el género
Proteus sp (Baron, 1996); se observé un aumento en el porcentaje de este género
en los ratones que desarrollan cancer E7(+E2), cuando se comparé con los
grupos FVB(+E2) y FVB(-E2), mostrando que este aumento puede relacionarse
con la presencia de E7. Este género se reconoce como patégeno en vias urinarias
y actualmente se describe como uno de los microorganismos relacionados con
casos de inflamacion de la prostata, sugiriendo que la inflamacion cronica puede
llevar al desarrollo de cancer (Sfanos y De Marzo, 2012).

Ademas se ha relacionado a este microorganismo con casos de artritis
reumatoide, en el estudio realizado por Ebringer y Rashid en el 2013 lograron
identificar anticuerpos anti-proteus en personas con el padecimiento, esto se
explica por la produccion de anticuerpos contra la ureasa de Proteus sp que
reaccionan de forma cruzada con la colagena Xl presente en cartilago, esto
muestra como los microorganismos influyen en la capacidad de respuesta del
hospedero y como pueden involucrarse en distintos padecimientos y no solo

actuar a nivel local sino también de forma sistémica.

Microbiota de copro.

De acuerdo a la revision de Chase y colaboradores en el 2015 son pocos los
trabajos que, ademas de identificar la microbiota del tracto reproductivo en
diversos tipos de cancer ginecoldgicos, analizan la diversidad microbiana del
tracto gastrointestinal, esta relacion puede permitir obtener un panorama amplio
sobre el estado del individuo durante el padecimiento, por este motivo se incluyo el
analisis de copro de los grupos de ratones analizados.

Con respecto a las muestras de copro, retomando el estudio de Barfod y
colaboradores del 2013, particularmente el andlisis de muestras de ciego de
ratones de la cepa BALB/cJ, se identificaron los fila Firmicutes y Bacteroidetes con
unos porcentajes de abundancia del 59% y 29% respectivamente. Los autores

mencionan que en las comunidades de la vagina y de ciego Ruminococcus es el
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género en comun, mientras que los géneros que solo se identificaron en muestras
de ciego fueron: Robinsoniella sp, Parasutterella sp y Ramlibacter sp. En este
estudio, por el contrario se identifico al filum Bacteroidetes como el mas abundante
en las muestras de copro de los cuatro grupos de ratones, representando mas del
50% en abundancia relativa de cada muestra, seguido por el filum Firmicutes, de
igual forma se identificaron los fila Cyanobacteria, Deferribacteres, TM7 y
Tenericutes en porcentajes menores, estos fila también se lograron identificar en
el estudio de Gu y colaboradores en el 2013 sobre microbiota de roedores de la
cepa C57BL/6, modelo de estudio ampliamente utilizado en estudios de microbiota

intestinal y enfermedades.

Sin embargo, de acuerdo al estudio de Pantoja-Feliciano y colaboradores en el
2013 en el cual se llevo a cabo la caracterizacion de la microbiota intestinal de
ratones hembra FVB, desde etapas tempranas de desarrollo hasta el destete,
mediante un analisis del contenido intestinal por pirosecuenciacion de la regidn
polimérfica V2 del gen de rRNA 16S, se obtuvieron los siguientes resultados: Las
madres (ratdén adulto) poseian una diversidad microbiana dominada por Firmicutes
(52.3%) y Bacteroidetes (42.1%), esto difiere de lo que se obtuvo en este trabajo,
ya que en las muestras de copro se identificaron Bacteroidetes en mayor

porcentaje.

Estos datos muestran que las comunidades bacterianas identificadas en los
cuatro grupos presentan diferencias con los grupos identificados en distintas
cepas de ratdn que se han analizado en otros trabajos. En las muestras de copro
se identifican Bacteroidetes en mayor proporcion, esta variacion puede deberse a
las condiciones de mantenimiento y alimentacion de los animales o al tipo de
muestra analizada, pues se ha reportado que la microbiota varia en las distintas

areas de tracto gastrointestinal (Pang et al., 2012 Gu et al., 2013).

Cuando se analiz6 la diferencia de medias a nivel de fila, solo se registré una
disminucién de Tenericutes en el grupo E7+E2 cuando se compard con el grupo
FVB+E2 p=0.0383, sin embargo no se observd diferencias en los fila dominantes

Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria.
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La abundancia Bacteroidetes se caracteriza por la predominancia de
microorganismos de la familia S24-7, estos microorganismos se han identificado
en estudios en los que se utilizan ratones como modelo de estudio, por ejemplo
en el estudio de Sands y colaboradores en el 2014, en donde analizaron la
microbiota de muestras de heces de ratones C57BL/6J tratados con omeprazol,
observando que existe una predominancia de bacteroidetes de la familia S24-7,
resultados que concuerdan con los obtenidos en este trabajo. Con estos
resultados se muestra que no existen cambios en la microbiota de copro de

ratones transgénicos K14E7 durante el desarrollo de CaCu.

Validacion de hipétesis.

A pesar de que en las muestras de lavado vaginal se observaron cambios en los
porcentajes de abundancia relativa de microorganismos en el grupo de ratones
que desarrolla cancer, cuando se compara con los otros grupos estudiados,
algunos cambios no fueron estadisticamente significativos, por lo tanto no se
observd una disbiosis progresiva durante el desarrollo de CaCu. Sin embargo,
algunos resultados nos permitieron observar que las variaciones en la diversidad
microbiana pueden ser el resultado de una combinacion de la presencia de 17 B-
estradiol con la presencia de E7.

Por otra parte, este trabajo permitid conocer la diversidad microbiana del tracto
reproductivo del modelo de estudio, particularmente de los ratones que desarrollan

cancer, contribuyendo a una mejor comprensiéon del modelo de estudio.

Dentro de las perspectivas de este trabajo, se incluye el llevar a cabo el analisis
consecutivo de los ratones para discutir si esta condicidon permite obtener
resultados diferentes, particularmente en el caso de las muestras de copro.

Con respecto al tracto reproductivo, la bibliografia sefala que ademas de la
produccion de metabolitos bacterianos que pueden contribuir en la carcinogénesis
es la regulacién de la respuesta inmune, particularmente la inflamacion, uno de los
principales procesos en el que las bacterias pueden desempefiar un papel

importante como cofactor para el desarrollo de cancer (Alistair y Warren, 2002;
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Doerflinger, et al., 2014). Seria interesante analizar si existe un proceso
inflamatorio en los ratones K14E7 tratados con estradiol y si hay diferencias con
respecto a los otros grupos de ratones. Interesantemente, en el estudio de
Doerflinger y colaboradores en el 2014 observaron que las bacterias del tracto
reproductivo femenino alteran la respuesta inmune del tejido epitelial de manera
especifica, observando que cuando se inoculan bacterias representativas de VB
en células epiteliales de vagina humana se incrementa la expresién de mucinas y
se monta una respuesta inmune proinflamatoria con expresion de interleucina1f,
interleucina 6, interleucina 8, factor de necrosis tumoral alfa que afectan la funcion
de barrera de las células. Este efecto no se observé cuando se inocularon
bacterias dominantes del tracto vaginal Lactobacillus iners y Lactobacillus
crispatus.

Con este antecedente surge la idea de probar el efecto que tienen las bacterias
cultivables que se identificaron en el modelo que desarrolla cancer, cuando se
inoculan en el raton que expresa el transgén de E7 pero que no recibe el
tratamiento con estradiol, para conocer si ese microorganismo es capaz de influir

en el estado del tejido epitelial y causar dafios que puedan progresar a cancer.
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X.CONCLUSIONES

En las muestras de lavado vaginal existe un aumento en el porcentaje de
abundancia relativa de microorganismos del filum Firmicutes en los ratones del

grupo E7(+E2) cuando se compara con el porcentaje del grupo FVB(+E2).

El género de Firmicutes que aumenta es Gemella sp. Este aumento de
abundancia en el grupo E7+E2 se observa cuando se compara con los

porcentajes de los grupos FVB(-E2) y E7(-E2).

Existe un aumento en el porcentaje de abundancia relativa Proteus sp. en los
ratones que desarrollan cancer E7(+E2), cuando se compardé con los grupos
FVB(+E2) y FVB(-E2).

A pesar de que los ratones E7 que reciben tratamiento hormonal desarrollaron
CaCu, no se observaron diferencias en la composicion bacteriana de las muestras
de copro cuando se compararon los porcentajes de microorganismos de los cuatro

grupos.

En las muestras de copro existe una mayor abundancia de microorganismos del

filum Bacteroidetes, con predominancia de microorganismos de la familia S24-7.

No se observd una disbiosis progresiva de la microbiota del tracto reproductivo de
ratones transgénicos que desarrollan CaCu y no se observaron cambios en la
microbiota intestinal durante el desarrollo de CaCu, sin embargo, se encontraron
cambios en la abundancia de bacterias particulares como Gemella sp. y Proteus

sp.
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XI. ANEXOS
ANEXO A. Técnica de inclusién en parafina

1. Alcohol 50% durante 1 hora

2. Alcohol 60% durante 1 hora

3. Alcohol 70% durante 1 hora

4. Alcohol 80% durante 1 hora

5. Alcohol 90% durante 1 hora

6. Alcohol 100% durante 1 hora

7. Alcohol 100% durante 1 hora

8. 50/50 alcohol/xilol durante 1 hora
9. Xilol 100% durante 1 hora

10. Inclusién en parafina

11.Parafina 1(60 °C) durante 1 hora
12. Parafina 2 (60 °C) durante 30 min
13.Parafina 3 (60 °C) durante 30 min

ANEXO B. Técnica de tincién con Hematoxilina y Eosina

. 20 min en xileno para desparafinar
. 20 min en etanol 100°

. 10 min en etanol 96°

. 10 min en etanol 80°

. 10 min en etanol 50°

. 5 min en agua destilada

. 5-10 min en Hematoxilina de Mayer

0o N OO o0 B~ WN -

. 15 min en agua corriente. Diferenciacion.
9. 5 min en agua destilada

10. 2 min en Eosina al 2 %

11. 5 min en etanol 96°

12. 20 min en etanol 100° y Montado de la preparacion.
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ANEXO C. Lista completa de iniciadores y “barcodes” utilizados en la
preparacion de genotecas de 16S rDNA de las muestras de lavado y copro.

N;Té?;go?el lon Torrent “Linker” (%%‘I:_?Ad\(e) Espaciador Iniciad(c; 1%8) rRNA

V3-341 F1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GATCTGCGATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGCTCATCAGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAACAACAGCT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCAACACCATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCGATATATCGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGCAATCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTCGTGCACAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GTATCTGCGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGGGAAAGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAATTCGGGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGATTGACCAAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTTACGAGCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCATATGCACTG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAACTCCCGTGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGCGTTAGCAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGAGCCCTAA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CACTACGCTAGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGCAGTCCTCGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCATAGCTCCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGGACATCTCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAACACTTTGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGGGTACACGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGGCGCTCCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAATACGGATCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGGAATTAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTGAATTCGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATTCGTGGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACGCACGCTAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACACTGTTCATG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-518 R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCGACTACCAGGGTATCTAAT - cc ATTACCGCGGCTGCTGG
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ANEXO D. Anadlisis por secuenciacion semiconductora de iones y
secuenciacion por capilar de genoteca de regiones V3-V4 de rDNA 16S de
lavado vaginal.

Cuando se llevo a cabo la secuenciacion masiva de la genoteca LVTB, el analisis
en el software lon Torrent suite v4.2.1 mostré un porcentaje de cargado del 20%,
un valor menor al limite de calidad (30%), en esta secuenciacién se obtuvo poca

informacion para analizar (669.835 lecturas) (Fig.1).

Run Report for LVTB-300415

Run Summary

132 M 34 669.835 198 bp 166 bp 39 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
20% 69% Read Length
ISP Loading Usable Reads Read Lenath Histoaram
ISP Density ISP Summary oce)

1005
B 2w
c3p31 oo 5 20% B0%

Loading Density Loading Empty Wells s
: ‘N 000
: a5 N ) 2000

" 82% 18% o 200 200 S0 00 0

chme No Template Rt

Fig. 1 Reporte de analisis de la genoteca LVTB. Porcentaje de cargado de muestra en el chip (ISP)
“lon Sphere Particles”, resumen del estado de las ISP y caracteristicas de las lecturas obtenidas.

Cuando se analizaron las posibles causas de este resultado llamo la atencion del

tamano del amplicon de la genoteca LVTB.

Cuando se llevo cabo la preparacion de la genoteca de las regiones polimérficas
V3-V4 de las muestras de lavado vaginal, obtenida por PCR y se observo el gel
preparativo, se evidencié un fragmento con un tamafno entre 500 y 600 pb

aproximadamente (Fig. 2).
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Fig. 2 Gel preparativo para purificacion de genoteca para
secuenciacion LVTB. Electroforesis en gel de agarosa al 2.0%
tefiido con 0.7mL de colorante Midori Green Advance (1:15).
Marcador de tamafio molecular 100pb y pool LV-TB (100uL),
100V/50min.

Sin embargo, cuando esta genoteca se proceso6 en el equipo Bioanalyzer, para
verificar el tamafio de los amplicones, se registré6 un tamafo mayor al esperado y

al discernido en el gel preparativo (Fig.3).
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Fig. 3 Electroferograma de muestra LV-TB, se observa un pico uniforme en el tamafio
correspondiente a 638 pb.

El electroferograma muestra que se identificaron amplicones con tamafos
mayores 534 pb tamano obtenido cuando se analiza la secuencia de rDNA 16S de
Eschericha coli K-12 (Brosius, et al., 1978).
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Partiendo del supuesto de que se trabaja con muestras ambientales que no
necesariamente empatan con el modelo de E. coli K-12 y de que entre las
bacterias los tamafios de las regiones polimorficas V3 y V4 pueden variar de
acuerdo a las especies, haciendo con esto que se genere la variacion en el
tamano de amplicon obtenido, se procedio a clonar la genoteca LVTB utilizando el
kit GeneJET™ PCR Cloning Kit de la casa comercial Fermentas, con la finalidad
de responder si realmente es la variacion de en estas regiones la responsable de
la obtencién de fragmentos de tamafo mayor a 534 pb en las genotecas obtenidas
por PCR.

Con esta técnica se obtuvieron amplicones individuales que podran ser analizados
para identificar el tamafio que abarcan las regiones V3 y V4 delimitado por los
iniciadores que flanquean estas regiones.

Se aislaron 10 clonas y se llevo a cabo la extraccion de plasmido por lisis alcalina,
el plasmido se llevd a secuenciacion por capilar, utilizando los iniciadores pJET1
Forward — pJET1 Reverse, y las secuencias obtenidas se analizaron utilizando los
programas BioEdit Sequence Alignment Editor® y VECTOR NTI advance™ 11.0.

Se aislaron 10 clonas y se llevd a cabo la extraccion de plasmido por lisis alcalina,
el plasmido se llevo a secuenciacidon por capilar utilizando los iniciadores pJET1
Forward — pJET1 Reverse, y las secuencias se analizaron utilizando los
programas BioEdit Sequence Alignment Editor® y VECTOR NTI advance™ 11.0.

Con las secuencias obtenidas Se llevd a cabo un alineamiento en BLAST para
asegurar que pertenecian a la region de interés. Se identifico el par de iniciadores
CGO 465 en las secuencias F y R complementaria de cada clona, en este paso

solo se pudieron identificar los iniciadores en seis muestras.

Estas secuencias se alinearon y se delimité la secuencia consenso que abarcan
los iniciadores CGO 465, finalmente la secuencia consenso se alineé con la
secuencia de referencia obtenida del alineamiento en BLAST con mayor

porcentaje de similitud (Fig. 4)
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(265) 265 270 280 290 300 310 320 330 340 352

CV3V4204F-DEL (1) ---- -BTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA

CV3V4204Rrc-DEL (1) ———- —BTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(265) GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA

Consensus(265) GTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA

(353) 353 360 370 380 390 400 410 420 430 440

CV3V4204F-DEL (74) AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAA

CV3V4204Rrc-DEL (74) AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGARA

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(353) AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAA

Consensus(353) AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAR

(442) 442 450 460 470 480 490 500 510 529

CV3V4204F-DEL(163) CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGG

CV3V4204Rrc-DEL(163) CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(442) CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG

Consensus(442) CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG

(530) 530 540 550 560 570 580 590 600 617

CV3V4204F-DEL(251) TCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA

CV3V4204Rrc-DEL(251) TCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGARACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(530) TCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA

Consensus(530) TCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA

(618) 618 630 640 650 660 670 680 690 705

CV3V4204F-DEL(339) TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGEGACAAAGACTGACGCTCAGGTG

CV3V4204Rrc-DEL(339) TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG-ACAAAGACTGACGCTCAGGTG

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(618) TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGEGACAAAGACTGACGCTCAGGTG

Consensus(618) TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG

(706) 706 720 730 740 750 760 770 780 793

CV3V4204F-DEL(427) CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG- -

CV3V4204Rrc-DEL(426) CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG-—

gi_85069448_gb_DQ342488.1_(706) CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTTARACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTTGAGGCG
Consensus(706) CGAAAGCGTGGGGAGCAARACAGGATTAGATACCCTGGTAG

Fig.4 Alineamiento de secuencias F y R complementaria delimitadas de colonia identificada como CV3V4204
obtencién de secuencia consenso delimitada por iniciadores CGO465.

Cuando se obtuvo la secuencia consenso se llevd a cabo un alineamiento
utilizando como referencia la secuencia de E. coli K-12 (Brosius et al., 1978) y con
las primeras cinco secuencias que arrojaron el mayor porcentaje de similitud al

hacer el alineamiento en BLAST (Fig. 5)

(258) 258 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 385
Brosius 16S RNA rmB (257) GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGCACAATGGGCGCARGC
0i_846993347_gb_KT156817.1_ (179) GEGTAACGGCTCACCTAGGCGACCATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGT

CV3V4204-CONS (1) TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
gi_846364002_gb_KT184996.1_ (21) GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG “AGCAGTGGGGAATATTGCACAATG CAAGC
9i_846364005_gb_KT184999.1_ (1) CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
gi_85069435_gb_DQ342475.1_ (192) GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT TGACCAGCCACACTCEAACTCGACGACACEGETCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC

gi_85069448_gb_DQ342488.1_ (199) GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGCACAATGGGCGCARGT
Consensus (258) GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
(385) 385 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 512
Brosius 165 RNA rmB (384) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTARAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
gi_846993347_gb_KT156817.1_ (306) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGC CEATAAGGTTAATANCETTGEEGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CV3V4204-CONS  (47) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG CGATAAGGTTAATANCETTGICGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGCACCGG
gi_846364002_gb_KT184996.1_ (148) CCTGATGCAGCC. “GGGH 5GAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGECGATTGAC ACCCGCAGAAGAAGCACCGG!
gi_846364005_gb_KT184999.1_ (75) C: ATGC SGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGECGATT!
gi_85069435_gb_DQ342475.1_ (319) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA, GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGLEATAAGGTTAATAACETTGECGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGCAC
gi_85069448_gb_DQ342488.1_ (326) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGEGATARAGGTTAATAACCTTGECGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
Consensus (385) CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATARGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
(513) 513 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640
Brosius 16S RNA B (512) CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGA
gi_846993347_gb_KT156817.1_ (434) CCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTETGTEAAGTCEGATGTGARATCCCCGGGCTCAACCTGGGARCTGCATECGA
CV3V4204-CONS (175) CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT TACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTETGTEARGTCGGATGTGAAATC CAACCTGGGAACTGCATICGA
gi_846364002_gb_KT184996.1_ (276) CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT TAATCGGAATTACT GGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTETGTEAAGTCEGATGTGARATCCC
gi_846364005_gb_KT184999.1_ (203) cCG AGCAGCC GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCG! TGTEAAGTCEGGATGTG.
gi_85069435_gb_DQ342475.1_ (447) CCG GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG! CTGTEAAGTCEGATGTGARATC
gi_85069448_gb_DQ342488.1_ (454) CCG GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT! CTGTEAAGTCEGATGTGARATC g
Consensus (513) CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARRGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGA
(641) 641 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 768
Brosius 165 RNA rmB (640) TACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG g GCTCAGGTGCGAA
gi_846993347_gb_KT156817.1_ (562) AACTGGCABGCTAGAGTCTEGTAGAGGGGGGTAGAATT GGTGTAGCGGTGAARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC! TCAGGTGCGAA
CV3V4204-CONS (303) AACTGGCAGGCTAGAGTCTEGTAGAGGGGGGTAGAATT GACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
gi_846364002_gb_KT184996.1_ (404) AACTGGCAGGCTAGAGTCTIGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG-ACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAR
gi_846364005_gb_KT184999.1_ (331) AACTGGCAGGCTAGAGTCTIGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG-ACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAR
9i_85069435_gb_DQ342475.1_ (575) BACTGGCAGGCTAGAGTCTHGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
gi_85069448_gb_DQ342488.1_ (582) BACTGGCAGGCTAGAGTCTEGTAGAGGGGGGTAGAAT TCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
Consensus (641) AACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGE ACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAR
(769) 769 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 896
Brosius 16S RNA rmB (767) AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT -AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC - -TTGAGGCGTGGCTTCCGG-AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
gi_846993347_gb_KT156817.1_ (689) AGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT -AAACGATGTCGA TITGGAGGTTGTGCCC - - TTGAGGCGTGGCTTCCGG-AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGT
CV3V4204-CONS (431) AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
gi_846364002_gb_KT184996.1_ (531) AGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCET - AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC - - TTGAGGCGTGGCTTCCGE - AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
gi_846364005_gb_KT184999.1_ (458) AGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT -AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC - - TTGAGGCGTGGCTTCCGG - AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
9i_85069435_gb_DQ342475.1_ (703) AGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT - AAACGATGTCGACTTGGAGGT TGTGCCCCTITGAGGCGTGGC
gi_85069448_gb_DQ342488.1_ (710) AGCGTGGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGECCACGCCGTTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC - TITGAGGCGTGGCTTCCGECAGCTAACGEGTTAAGTC -~ -~ - ———————— -~
Consensus (769) AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC —TTGAGGCGTGGCTTCCGG AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT

Fig.5 Alineamiento de secuencias de referencia con secuencia consenso delimitada por iniciadores CGO465,
utilizando la secuencia de rDNA16S de E. coli K-12 descrita por Brosius y colaboradores en 1978.
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Con este alineamiento se observd que la secuencia consenso abarca desde la
posicion 339 a la posicion 804 lo que corresponde a un tamafo de 465 pb, el
tamano esperado de acuerdo al disefio de iniciadores en el modelo de E. coli K-
12, lo que sugiere que la variacion en tamafio no corresponde a un aumento del

tamano de las regiones polimorficas V3 o V4.

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Chakravorty y colaboradores en
el 2007 en donde pudieron identificar de forma total ocho de las nueve regiones
polimorficas del gen de rDNA 16S en 113 secuencias analizadas en su estudio.

Pudieron identificar las regiones V3 que abarca las posiciones 433 a 497 y la
region V4 que abarca las posiciones 576 a 682, utilizando como referencia la

nomenclatura descrita por Brosius y colaboradores en 1978.

Ya que con este analisis preliminar se determindé que el aumento en el amplicon
para secuenciacion no se debe a alguna variacion en tamano de la region V3 o V4
y tampoco a las secuencias que se encuentran entre estas regiones (que se
encuentran incluidas en las regiones que abarcan los iniciadores CGO 465), es

necesario replantear el origen de esta variacion.

A continuacion se muestran los electroferogramas de las secuencias analizadas:
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4203F —- SECUENCIA FORWARD

20 : hi 0
GGGEOGEEGECCTCEGAGATTTTICAGC AAGATCCICTACGCCTICCGCITICCTICTICIAT GGGCAGTCGGTGAT CCGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT GATACCCACG

i )‘a\ Wl wuummm.hmmmu.mmudmhm Wy

A .4'.!.-.-.41"' i

110 120 130 140 150 160 170 130 120 200 210
GCTTITCGT GCTTCAGCGTCAGTTGTACCT TAGTAAGCTGCCTGCGCAATCGGAGTTCCTCGTGATATCTATGCATTT CACCGCTACACCACGAATTCCGCCTAC

ﬂ!,.!_.l‘.gmllax!l;..l,_a,uﬂaml,!LA.MALL‘.&!A‘A. e el
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220 230 240 230 260 270 280 290 300 310
CTCATCT {C{CICJLJLGTCCGCCJLGTTIC&%CGGC%&IGTCI AGGTTGAGCCC AAA 1LJL'[l']T{ZJL{Z{Z'G{Zl'G ACTTAACAGACCGCCTACGCACCCTTTAAACCCAA

nlnmmumu,.mun..m.udmt._wnwummnuhu‘m.lumm.ummuw 4

330 340 360 380 390 400 410
T 1!LJLJL].'C{ZGJLJUT AACGCTCGCATCCTCCGT JLII{CCGCGGCIGCIGGC{CGG%LGIIiGCCG{IGCT TATTCATAGGGTACATTC AACTTAGTACGCGTACCAA

thkﬂn‘tmllmlUML‘MM ‘. M‘M.dn‘ ‘,MMMMMWMM“ MJNN

430 460 430 490
IC%I TATTCCCCTAT AAAAG {{GTII{C JHLTCC!LT AAGACCGTCATCCTTC %CGCGG%CITGGCI GGTTICAGGCTCCC GCCC%{ T GACCAAT 1&1’ TCGTCACT

gl MJ AU ‘.&MM@‘L’A‘&«"

MM‘»‘&*A«&‘@;\‘;‘W
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4203R — SECUENCIA REVERSE

10 20 30 40 30 60 T0 80 20 100
ATTCC AAGA AAAATCCAT CTCATCCCT GCGTIGICTCCGAACTCAG AGTTAC GAGCTAGTCCTACGGGOGAGGCAGCAGT GAGGAATATT GGTCATT GGGCGGGAGC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
CCTGAACCAGCCAAGTCGCGT G AAGGAT GACGGTICT TATGGATTGT AACTTCTTITTATCGGGOGAATAATGATTGGOGT ACGCGTACTAAGTT GAAT GTACCCC

UA‘MMﬂauhul‘wWWJML“&dwmhmmm.;mwAll‘ml«hu%aUM‘um

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
TATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGC AGCCGCGGT AATACGGAGGATGCGAGCGTTATTCGGATTTATTIGGGT TTAAAGGGT GCGTACGCGGTC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
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410 420 430 440 4350 460 470 480 420 500
CGGTGAAAATGC ATA AATAT CAC AAGGAACTCCGATTGC CCAGGCAGCTTTACT AA GGTA CAACT GACCGC T G AAA CCACCAAAAGCGT GG GTAATC AAACA GG A

ol it ’&QA:&WM&W

510 520 330 340 350 560
TTTAAATCCCTGGG TAGICCC AAT CACCC AC TGGC CATAAAAAAGG AAAACGGAAAGCGTITA TGG

[ 'Q‘Qﬁﬁm‘uglﬂ'&ﬂﬁ&m,.

‘ i #“n”"*&»%ﬂ

ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4204F — SECUENCIA FORWARD

10 20 30 10 80 20 100
CGG GGAGCGCTCAAAAATTITTIAAGC kG%%IIICII T GCGI GTCICCGACTCAGAACT GT GC GTACGTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGG GAATATT GCACAATGGG

AN muﬂ!wAiNMM!“ A.A.Mu.uumuumdo‘.um.lummLl_w

110 120 130 140 150 160 17 180 190 200
CGCAAGCCT GATGCAGCCATGCCGCGTGT AT GAAGAAGGCC T TCGGGT TGTAAAGTACTT TCAGCGGGGAGGAAGGC GATAAGGT TAATAACCTTIGTICGAT

et ottt et
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210 220 230 240 230 260 270 280 290 300
TGACGTITACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTIGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT GCAAGCGT T AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC GCAC

1hummj_mhl.ummmMmlm.u.‘mm.M.M,.g,.!JJ.;l.n...uummluhtLAAAL...AAamuAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
GCAGGCGGICTGICAAGTCGGAT GT GAAATCCCCGGGC T CAACCT GGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGC TAGAGTICT TGTAGAGGGGGGTAGAATTICCA

410 420 430 440 430 460 470 480 480 500
GGTGTAGCGGTGAAATGC GTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGE CGAAGGCGGCCCCC TOGGAC AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG AGCA Y

AACAGGATT AGATACCCT G GTAG TCGG ATC ACCGACT GCCCAT G AG AGGAAAGC G GAGGC GIA T

s S e St e

W
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4204R - SECUENCIA REVERSE

10 20 30 40 30 60 70 80 20
GTTICT AGAA GACCTACGCCTCCGCTTITICCTCTCT AT GGGCAGTCGGTGATCCGACTACCAGGGTATCTAATCCTGITTGCTCCCCACGCTTITICGCACC

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
CTGAGCGTCAGICTITIGICCAGGGGGCCGCCT ICGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTICTACGCATTITCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACA

Ve A R W ARG AAMAL Jmuu.mum.uumnLuummmum

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
AGACTCTAGCCTGCCAGT TTCGAATGCAGTTICCCAGGTI TGAGCCCGGGGATTITCACAT CCOACTT GACAGACCGCCTGCGTIGC GCTTTACGCCCAGT AAT

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
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400 410 420 430 440 430 460 470 480 490 300
ATCCC CTICCICCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTICTITICATACACGCGGC ATGGCTGCATCAGGCITGCGCCCATTGTGCAAT ATTIC CCA

500 510 520 330 340 350 360
ACTGCTIGCC ICCCGTAGGACGTACGCACAGTTICCIGAG TCGG AG A ACCGC AAT GAAATCTTIGCT GA

ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4208F — SECUENCIA FORWARD

10 20 30 40 30 60 70 80 20 100
CGG GGAGCCTC GGGTTITTCAGC ACGATCCICCGCCTCCGC T ITCCICTCT AT GGGCAGTCGGT GATCC GACTACCAGGGTATCT AATCCT GTITTIGCTICCCCA

4
L N s

120 130 140 150 160

110 17 180 190 200
CGCTITICGCACCTGAGCGTCAGTICTITGICCAGGGGGCCGCCTICGCCACCGGTATTCCTICCAGATCTCTACGCATTICACCGCTACACCTGGAATTCTA

Rt Y oA s WA A__m..uuuuu_m;..lmnn_‘mu_n.,;,x_xmuuA_Lgum
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210 220 230 240 230 260 270 280 290 300
CCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGC CAGT T TCGAATGCAGTTICCCAGGT TGAGCCCTTTAATTITTICACATCCGACTT GACAGACCGCCTGCGTIGCGCTTT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
ACGCCCAGTAATTICCGATTAACGCTTIGCACCCTCCGTATTACCGCGGC TGO TGGCACGOGAGTTAGCCGGTIGCTITCTICTIGOGGOGTAACGT CAATT GOT GAC

410 420 430 440 430 460 470 430 480 300
AGGTITAT TAACCTI CAACACCTICCTICCCCGCT GAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTICTTCATACACGCGGCATGGCTIGCATCA GCTTGCGCCCATTAG

‘ e s) 0.”‘0;-" 0 o 000000000000 J‘bﬂ&t‘u‘x‘u !

380

510 320 330 540 350 560

TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCC G TA GEACCTAGTCGCTGGTCT GAGTCGGAG AC ACGC A GGG ATG AG ATGGGATC TT
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4208R — SECUENCIA REVERSE

10 20 30 40 30 60 70 80 20 100
ITTTCTAAAA AACATCCATCTCATCCCTGCGTIGICTICCGACTCAGACCAGCGACTAGGTCCTACGGUOAGGCAGCAGTGOGG AATATT GCACAATGGGCGCAAGC

e

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
CCTGAT GCAGCCATGCCGCGTGT AT GAAGAAGGCCTTCGGGT T GTAAAGTACTTTCAGCGGGOAGGAAGGTGTT GAGGTTAATAACCTCAGCAATT GACGT

ittt i Wl

210 220 230 240 250 260 2] 280 290 300
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTI GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT AAAGC GCACGCAGGC

ot sttt

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
CGGICTGTCAAGT CGGAT GTI GAAATCCCCG GG T CAACCT GGG AACT GCATTCGAAACTGGCAGGC TAGAGTICT TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG

T L T,
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410 420 430 440 430 460 470 480 420 300
TAGCGGT GAAATGC GTAGAGATCT GGAGGAATACCGGTIGGC GAAGGCGGCCCCCT GG ACAAAGACT GACGCTICATGTIGC GAAAGC GTGGGG AGCAAACA

”L‘hﬁ‘.&&v& Y

510 520 330 340 350 360 7 580
GGAT TAGATACCCTIGGTAGTCGGATCACCGACTGCCCATAGAGAGGAAAGC GGAAGGC GT A GG {ICTI GC T GAAAAAC

ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4502F — SECUENCIA FORWARD

10 20 30 40 30 60 T 20 100
ACITICTCITTCCCTGCGTGICICCGACTCAGTCGGA TTAGACGTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGG GAATATT GGACAAT GGGCG&&’LGCCIG&ICC’LGC AA

A‘A‘*JJN‘LQA‘A!‘UIN“&& ldwmm mm.h‘d&ul:ti‘W‘!‘“h“MLﬁﬂh“ullmmu

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
IGCCGCGTGAGT GAT GAAGGCCT TAGGGT IGTAAAGCTICTTITACCC GG GAT GATAAT GACAGTACCGGGAGAATAAGCTICCGGCTAACTCCGTGCCAGC

Aln.lmmhtludm LAAA;ALMAAAl_l__l_“.smAAQAILLMA‘.LAAALAHLLULMMAAAAMAA!LAA:.‘.dm
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210 220 230 240 230 260 270 280 290 300
AGCCGCGOTAATACGGAGGGAGCTAGC GT TATTC G GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCT ITGTAAGTTAGAGGT GAAAGCCT GGAGCT CAAC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
CTCCAGAATTGCCT T TAAGACTGCATCGCT TGAATCCAGGAGAGGT GAGT GGAATTCC GAGT GTAGAGGT GAAATT C GAAGATATTCGGAAGAACACCAGIT

410 420 430 440 430 460 470 480 450
TGGCGAAGGCGGCTICACTG GACTGGTATT GACGC TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC A ACAGGATTAGATACCCTGGE TAGTC GGATCACCGACTGCC

500 510 520 330 340
ATAGAGAGGAAAGCGGAGGCGTAGTIGE ATCTTITICTAG AAGATC

W@m@m
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4502R — SECUENCIA REVERSE

10 20 30 40 30 60 T0 20 100
TTTCTAGAAGATCCACTACGCCTCCGCTI TICCTICTICT AT GGGCAGTCGGTGATCCGACTACCAGGGTATCTAATCCT GIIIGCICCCC-‘LCGCIIICGC%CC

DA&‘ AM“.DAQMMMMAMM e u..mJ»um,lma..uumn

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ICAGCGT CAATACCAGTCCAGT GAGCCGCCTTICGCCACTGGTGTITCTIICCGAATATCT TCGAATTITCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTICCTC

T A Mlhw.h ‘ll M umnm.tm,.muhu»,umu.um

210 220 230 240 260 280 290 300
GGATTCAAGCGATGCAGTICTI TAAAGGCAATICT GG{GIIG{GCICC{GGCIIIC{CCICI %.%.CII%.C%’L{GCCGCCI ACGTGCGCTTITACGCCCAGTAAT

LLAAA..;,;,;.AAAAum_umu.mLn..hmnla.um.w.m.h.mmumg,.emb,.;:,_Lu..t..mmmm

310 320 330 340 360 370 380 390 400
TCCGAATAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTIGGCACGG {GII AGCCGGAGCTTATICICCCGGTACT GICATTATCATCCC GGG TAAAAGA

Am‘ N A ,...‘
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410 420 430 440 430 460 470 480 490 500
GCTTTACAACCCTAAGGCCTI TICATCACTCACGCGGCATTIGCT GGATCAGGCTITCGCCCATTIGTCCAATATTICCCCACTGCTIGCCTCCCGTATIGACGTCCT

e e D Mo A e O kil

310 320 330 540 350 360
AATTCC GACT GAGTCGGACACACGCAGGGATGAGATGOE ATCTTGCTGAAAACTCGAGCCATIC CGG A

““Q’A’!““?ﬁ!

ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4503F — SECUENCIA FORWARD

10 20 30 40 30 20 100
ICICCCTGCGTGICTCCGACTCAGGAGCCATCT GTAGTICCTACGGGAGGCAGCAGT iGGG {%ICIICCGC AAT GGGCG’L-‘L{GCCIG{CGG AGCAACGCCGC

lMA‘,....,.*.!!U»lt“xa,.\d.lﬂltmUmmndu.mu.bé.ll l m‘“d‘dhlﬂh

110 120 130 140 150 160 180 190 200
COTGAGT GAAGAAGGAT TTCGGT TCGTAAAACTCTGT I GTI TAGGGAAGAAT GTATATATATTAACTGT JLI ATGTAAGAGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA

nshulu.hJ I g l“l‘dhmhwh‘uhhh“hL“Mtlhm JMuﬂluﬂnhM
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210 220 230 240 250 260 270 280 290
ACGGCT AACTACGTIGCCAGCAGCCGC GO TAATAC GTAGGTGGCAAGCGTI IGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGT TTAGAAAGICTG

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 -l-[
AT GTGAAAGCCCACGGC TCAACCGTGGOAGGGTICAT TGGAAACTGCTAGACTT GAGT GCAGGAGAGAAAAGT GGAATTCCTAGTGTAGCGGTGGAATGC GT A

400 410 420 430 440 430 460 470 480 450
AGAGATT AGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTITTITT GGCCTGTAACTGACACTGA GO GCG AAAGCGT GGGGAGCAAACA GGATTACATACCCTGG

300 510 520 330 340
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4503R — SECUENCIA REVERSE

40 30 60 0 20 100
TTTCTAA %{G AT CC CI%%CGCCICCGCIIICCICICI ATGGGCAGTCGGTGATCC GACTACCAGGGT ATCTAATCCT GIIIGCICCCC’LCGCIIICGCGC

QM Ibw;m e ey um.mJaulmwmumm

110 130 140 150 160 17 180 190 200
CCTCAGTGICAGTT %C{GGCC.{.{.{.{.{GCCGCCIICGCC’LCIGGIGIICCTCCI AATCTCTACGCATTCCACCGC TACACTAGGAATTCCACTTITTCTICTCC

l(umlmuuhﬂ;lmuhmlhmtlhhhmmm LatelV ulmmu,A,MAnnAM

220 230 240 230 260 280 290 300
IGC{CIC{{GICI {GC{GIIICC’L{IG{CCCICC{CGGIIG{GCCGIGGGCIIIC{C-‘LIC{G {CIIICI AAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAAT

i Auumhmwuuamumuu.uln.hm.mm.ummmmm

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
ICCGGACAACGCTTGCCACCTACGTAT TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT TAGCCGTIGGCT T TCTGOGT TAGGTACCGTCICTTACATATACAGT TAATATS

T
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410 420 430 440 4350 460 470 480 490 300
ATATACATTICTITCCCTAACAACAGAGTITTAC GAACCGAAATCCTICITCACT CACGCGGCOCGT TIGCTICCGTICAGGCATTIIC GCCCATT GC GGAA GATTCCCT

ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4504F — SECUENCIA FORWARD

10 20 30 40 30 60 70 80 100
A GGG TGG TCCAGTTITTCAGC AGTTICCACTICGCCICCGCTCICICT A TGGGCAGTCGGTGATCCGACTACCAGGGT ATCT AATCCT GIIIGCICCCC%CGCI

ol ‘A“Aﬂﬂﬂ“““MAM»AMMJJL\“)MMUMMMIMMLu‘lﬂmnm

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ITTCGCACCT GAGCGICAGTICTITIGICCAGGGGGCCGCCTICGCCACCGGTATTICCICCAGATCTICTACGCATTICACCGCTACACCTGGAATTICTACCCCC

luA.,‘,.;.ums;.muht_hu..umumum.uu.:Lumu..JmAu,uum.n..._uxuu..uA_Lnum_ \



93

210 220 230 240 230 260 270 280 290 300
CCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTITCGAATGCAGT TCCC&GGIIG&GCCCGGGG %.1'ITC&C&ICCG&CITG&C&G&CCGCCIGCGIGCGCIII&CGC{

uJhna.hlmmluuml,mL...mu.mumnulmuntmhuh...lumhulmmn.

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
CCAGTAATTCCGAT TAACGCT TGCACCCTICCGTAT TACCGCGGCIGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTIGCTICTICT GCGGOTAACGTI CAATCGACAAGGTTA

410 420 430 440 430 460 470 480 450 300
ITTAACCTTATCGCCTITICCICCCCGC T GAAAGTACTTITACAACCC GAAGGCCTTICTITCATACACGCGGCATGE CTGCATCAGGCTITGCGCCCATIGTIGC A

g&,&!&&ﬁ“ o
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ELECTROFEROGRAMA DE MUESTRA CV3V4504R — SECUENCIA REVERSE

10 20 30 40 30 60 0 80 20 100
TTTCT AG AAG TCCAT CTCATCCCTGCGTGICTICCGACTCAGACCAGCGACTAGGTICCTACGGGAGGCAGCAGT GGG GAATATT GCACAATGGGC GCAAGCC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ITGAT GCAGCCATGCCGCGTGT AT GAAGAAGGCCT TCGGGT TGTAAAGTACTTITCAGCGGGGAGGAAGGC GAT AAGGT TAATAACCTTIGTICGATTGACGTTA

210 220 230 240 230 260 270 280 290 300
CCCGCAGAAGAAGCACCGGC TAACTCCGTI GO CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGTGTATAGCGCACGCAGGCG

A0 oM VYand WinaaaMaa e iAW e anan A SV “L&f\“"“"i"i;r"i“#&i.. ool

310 320 330 340 350 360 370 380 3%0 400

GICTIGTCAAGTCGGATGT GAAAT CCCCGGGC T CAACCT GGG AACT GCATIC GAAACT  GGCAGGCTAGAGTICTTGTAGAGGGGGGTAGAATTICCAGGTGT
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410 420 430 440 430 460 470 480 490
AGCGGTGAAATGCGTACAGATCT GGAGGAATACCGGTGGECGAAGGCGGCCCCCTGOGACAAAGACTGACGCICAGGTI GO GAAAGCGTGGGG AGC AAA

500 510 520 330 340 550

SECUENCIAS CONSENSO (SECUENCIA OBTENIDA DEL ALINEAMIENTO DE SECUENCIA FORWARD Y
REVERESE COMPLEMENTARIA, DELIMITADA POR INICIADORES CGO465, ALINEAMIENTO CON BLAST)
OBTENIDAS EN VECTOR NTI 11.

CV3Vv4203
CTACCCGGGCATCTAAGCCACGTTTGATACCCACGCTTTCGTGTTTCAGCGTCAGTTGTACCTTAGTAAGCTGCCTGCGCAATCGGAGTTCCT
AGTGATATATATGCATTTCACCGCTACACCACGAATTCCGCCTACCTCATCTACAGTCAAGTCCGCCAGTTTCAACGGCAATGTCTAGGTTGAG
CCCAAAAATTTCACCGCTGACTTAACAGACCGCCTACGCACCCTTTAAACCCAATAAATCCGAATAACGCTCGCATCCTCCGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGGAGTTAGCCGATGCTTATTCATAGGGTACATTCAACTTAGTACGCGTACCAATCATTATTCCCCTATAAAAGAAGTTGACAATC
CATAAGACCGTCATCCTTCACGCTGACTTGGCTGGTTCAGGCTCCCGCCCAATGACCAATATTCGTCACTGCTGCCTCGAGTACGGAGTCAGC
TCGNTAACTCTGAGTCGGAGACACGCAA
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CV3Vv4204
GTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAG

CV3v4208
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGA
TCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGT
GGATTTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAA

CV3Vv4502
GTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGT
AAAGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCT
AGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAATTGCCTTTA
AGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGAAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

CV3Vv4503
GTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAATGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAATGTATATATATTAACTGTATATGTAAGAGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTAGAAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGCTAGACTTGAGTGCAGGAGAGAAAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAGA
TTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAG

CV3Vv4504
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGA
TCTNTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCG
GGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACACCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAA
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RESULTADO DEL ALINEAMIENTO UTILIZANDO BLAST-NCBI

Tabla 1. Resultados del alineamiento de la secuencia consenso utilizando BLAST con los valores preestablecidos

Secuencia Resultado Ide(rl;id)ad
Uncultured Porphyromonas sp. clone Pig H E03 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 94
Uncultured Porphyromonas sp. clone Pig E D11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 93
CV3V4203 | Uncultured bacterium clone 060R02_7H 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92
Uncultured bacterium clone 060R02_9F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92
Uncultured bacterium clone 060R02_6E 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92
Uncultured bacterium clone AD1F4F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured bacterium clone AD1F3Ga 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
CV3V4204 | Uncultured bacterium clone BICP766 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Uncultured bacterium clone BICP750 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Uncultured bacterium clone BICP1333 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Enterobacter cloacae strain PR4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Klebsiella sp. UIWRF0501 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
CV3Vv4208 | Enterobacter cloacae strain ac3w3-1EMB 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Klebsiella pneumoniae strain BGCC 4205 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Enterobacter hormaechei strain BGCC 2400 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Sphingomonas sp. HP9M 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Uncultured Sphingomonas sp. gene for 16S rRNA, partial sequence, clone: CLZX111 99
CV3V4502 | Sphingomonas sp. VITPTHJ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Sphingomonas sp. Hc 08N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Sphingomonas sp. Hc 07N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99
Uncultured bacterium clone ncd2007g10c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98
CV3V4503 Uncultured bacterium clone ncd1521f03c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98
Uncultured bacterium clone nck144e11c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97
Uncultured bacterium clone nck139e02c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97
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Uncultured bacterium clone nck138g02c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97

Uncultured bacterium clone 218002-352 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99

Uncultured organism clone ELU0110-T273-S-NI_000046 small subunit ribosomal RNA gene, 99
CV3V4504 partial sequence

Klebsiella pneumoniae strain BGCC 4205 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99

Enterobacter hormaechei strain BGCC 2400 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99

Enterobacter hormaechei strain BGCC 4202 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99

OLIGOS PARA SECUENCIACION SEMICONDUCTORA DE IONES IDENTIFICADOS EN SECUENCIAS FORWARD Y

REVERSE.

Tabla 2. Se muestran las secuencias de oligos que se pudieron identificar en tres secuencias, de los oligos V3-341 se identificaron tres
“barcodes” diferentes. El oligo V4-805R se localizé en las tres secuencias.

. Nombre del W » Barcode . : Y
Secuencia Primer lon Torrent “Linker (GOLAY) Espaciador Primer 16S rRNA (5’ - 3’)
CV3V4204F | V3-341 F40 CAAANATTTCNTTGCGTGTCTCCGACTCAG AACTGTGCGTAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
CV3V4502F | V3-341 F26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGGAATTAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
CV3V4503F | V3-341 F22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAGCCATCTGTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
CV3V4-R V4-805R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT cC GACTACCAGGGTATCTAATCC
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BARCODE F26

lon Torrent Linker ) CGO465F

S

Primer V3-341 F26 -K
Eibp spacer

! CCATCTCATCHNCCTGCGIGICNICCEACTERE TCGGAATTAG
MCCTACG GGAGGCAGCA G

Fig. 6 Estructura de un iniciador para secuenciacién masiva semiconductora de iones. Iniciador V3-341F26, la linea verde representa la secuencia
correspondiente al “lon Torrent Linker” la linea amarilla corresponde al “Barcode” diferente para cada muestra, la linea azul corresponde a un

espaciador GT y la linea roja representa el iniciador CGO 465F.

| CCATCTCATCHCCTGOGIGICHTCCGACTCAE AACTGTGCGT
+ IICCTACG GGAGGCAGCA G

Estructura del iniciador para secuenciacion masiva semiconductora de iones V3-341F40.

CCATCTCATC CCTGCGTGIC TCCGACTCAG GAGCCATCTG

-~=@llCCTACG GGAGGCAGCA G

Estructura del iniciador para secuenciacion masiva semiconductora de iones V3-341F22.
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