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Resumen 

En este trabajo investigativo se evaluó el uso de la técnica de espectroscopía infrarroja 

con transformada Fourier por reflexión total atenuada (ATR-FTIR) en la detección, 

discriminación y cuantificación de pequeñas secuencias de nucleótidos aplicado en la 

identificación molecular de genotipos de virus de papiloma humano (VPH). En una 

primera parte se demostró la viabilidad de la técnica ATR-FTIR en la diferenciación de 

pequeñas secuencias de ADN de una sola cadena, para esto se generó un modelo de 

regresión para la cuantificación del porcentaje de nucleótido (%N, para cada nucleótido 

%A, %C, %T y %G) por el método multivariado de mínimos cuadrados parciales (PLS) y 

se analizaron las señales espectrales por ATR-FTIR de estas secuencias. El error de los 

modelos para la cuantificación del %N estuvo entre 0.9-1.2%. 

En una segunda parte se implementó la técnica ATR-FTIR en la identificación de VPH. 

Para esto se generaron modelos multivariados por el método de análisis discriminante 

PLS (PLS-DA) para la predicción de los genotipos de VPH 16, 31, 35, 51 y 66. Esto se 

realizó a partir de espectros de los productos de amplificados de ADN por la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (real-time PCR), los modelos fueron 

diseñados usando los espectros ATR-FTIR de los controles positivos y negativos de los 

productos de real-time PCR. Estos modelos fueron usados para predecir muestras 

clínicas de seis mujeres y los resultados fueron contrastados con la técnica convencional 

real-time PCR. Todas las muestras fueron predichas con el mismo genotipo de VPH 

validado por real-time PCR. 

 

 

Palabras clave: ATR-FTIR, VPH, ADN, nucleótidos, cáncer cervicouterino, PLS, PLS-DA, 

real-time PCR.  
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Abstract 

In this research, the Fourier transform infrared spectroscopy by attenuated total reflection 

(ATR-FTIR) technique is used to detect, discriminate, and quantify small nucleotide 

sequences. This was applied in the molecular identification of genotypes of human 

papillomavirus (HPV). Initially, I demonstrated the viability of the ATR-FTIR technique in 

the differentiation of small single-stranded DNA sequences, for this, a model was 

generated to quantify the nucleotide percentage (% N, for each nucleotide % A, % C,% T, 

and % G) by the multivariate method of partial least squares (PLS) and the spectral 

signals of these sequences were analyzed by ATR-FTIR. The error of the models for the 

quantification of % N was between 0.9-1.2%. Finally, to identify HPV, I implemented the 

ATR-FTIR technique. For this, multivariate models were generated by the PLS 

discriminant analysis method (PLS-DA) in the prediction of HPV genotypes 16, 31, 35, 51 

and 66. This was performed from spectra of DNA amplification products using the real-

time polymerase chain reaction (real-time PCR) technique; the models were designed 

using the ATR-FTIR spectra of the positive and negative controls of the real-time PCR 

products. These models were used to predict clinical samples from six women, and the 

results were contrasted with the conventional real-time PCR technique. All samples were 

predicted with the same HPV serotype found by real-time PCR. 

                      

 

 

 

 

Keywords: ATR-FTIR, HPV, DNA, nucleotides, cervical cancer, PLS, PLS-DA, real-time 

PCR. 
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Introducción 

 

El cáncer de cuello uterino (CCU) es el cuarto cáncer más común en mujeres en 

todo el mundo, estimando que cada año se presentan 570,000 casos y 

aproximadamente 311,000 muertes a causa de esta enfermedad(1). Datos 

epidemiológicos han confirmado el virus del papiloma humano (VPH) como 

principal agente causal de carcinoma cervical(2,3). Alrededor del 85% de las 

muertes por CCU ocurren en países en subdesarrollo, donde esta tasa supera 18 

veces los valores registrados en países desarrollados(1,4,5). 

 

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae y está conformado por una cápside 

icosaédrica de 72 pentámeros y un virión no envuelto con un genoma de ADN 

circular de doble cadena de 8 kb de tamaño que codifica para una región de 

control local larga, 6 proteínas tempranas (El, E2 y E4, E5, E6 y E7) y 2 proteínas 

tardías (Ll y L2)(6). 

 

Los mecanismos principales a través de los cuales el VPH contribuye a la 

iniciación y progresión neoplásica incluyen la actividad de E6 y E7, oncoproteínas 

virales, que interfieren con las proteínas supresoras tumorales del ciclo celular p53 

y la proteína retinoblastoma (pRb), permitiendo el desarrollo de mutaciones 

genéticas y eventualmente promoviendo la transformación celular maligna(2).  Sin 

embargo, existen otros factores importantes que contribuyen al proceso de 

múltiples etapas de la formación de tumores como las variaciones genéticas 

individuales y factores como el consumo de tabaco, alta carga viral, múltiples 

parejas sexuales, enfermedades de transmisión sexual, multiparidad, el uso de 

anticonceptivos y la inmunosupresión(7,8). 

 

Existen aproximadamente 150 diferentes tipos de VPH. Los genotipos de VPH de 

bajo riesgo, como el VPH 6, 11, 42, 43 y 44, están asociados en su mayoría con 

lesiones cutáneas benignas que a menudo forman verrugas. Por el contrario, los 

VPH de alto riesgo como el VPH 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 

66, 68 y 70 están relacionados con infecciones de la mucosa y conllevan un alto 

riesgo de progresión maligna y desarrollo de CCU(1,9,10).  

 

La complementación de la citología cervical con diferentes técnicas de detección 

viral ofrece mayor sensibilidad a los procesos de tamizaje vigentes, permitiendo la 

identificación de subtipos del VPH asociado; donde, esta información podría 
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orientar estrategias de tratamiento y prevención incluso cuando no hay lesiones 

visibles y solo existen células escamosas de significado incierto(1,7,11,12).  

 

Como parte de las pruebas moleculares para la identificación de los genotipos de 

VPH presentes en la población femenina que acuden al servicio de ginecología, la 

reacción en cadena de polimerasa (PCR) es utilizada. Esta es una técnica 

molecular específica, sensible y automatizable. La PCR en tiempo real (real-time 

PCR) es una de las variantes más utilizadas que hace posible el seguimiento de la 

cinética de cada reacción en la muestra problema(13–15). El análisis de la curva de 

fusión posterior a la amplificación constituye una forma simple y directa de verificar 

las reacciones de real-time PCR y garantizar la especificidad del producto 

obtenido; considerando que este representa el cambio en la fluorescencia 

observada cuando el ADN bicatenario (dsDNA) con moléculas de colorante 

incorporadas se disocia en el ADN monocatenario (ssDNA) a medida que aumenta 

la temperatura de la reacción y alcanza la temperatura de melting (Tm) (16). 

 

Otro método que ha tomado auge en el estudio de sistemas biológicos es la 

espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), técnica ampliamente 

utilizada para el análisis químico en muestras biomédicas, debido a que 

particularmente en la región espectral del infrarrojo medio se reflejan los modos 

vibratorios fundamentales de las principales biomoléculas celulares como 

proteínas, carbohidratos, lípidos y ácidos nucleicos, demostrado ser una técnica 

que ofrece múltiples ventajas. Además, de proporcionar un enfoque cuantitativo 

rápido, preciso y de alto rendimiento (17–20). 

 

En el presente trabajo se evaluó la aplicación de la técnica FTIR a partir de 

espectros de referencias de nucleótidos, secuencias aleatorias cortas y 

secuencias genotípicas de controles positivos de VPH.  Estos espectros de 

referencia se utilizaron para la generación de información que permitiera la 

identificación de genotipos de VPH en muestras clínicas. Basado en la premisa 

que la técnica FTIR arroja información única para cada ente molecular (huella 

digital), la discriminación entre los espectros obtenidos por espectroscopia 

infrarroja se basó en función de la presencia, ausencia y corrimientos de las 

bandas de absorción específicas de las biomoléculas, como una medida de las 

variaciones bioquímicas entre las diferentes muestras analizadas. 
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1. Problema de Investigación 

1.1 Planteamiento del Problema 

El VPH es la infección de transmisión sexual más común y la mayoría de la 

población sexualmente activa entra en contacto con el virus a lo largo de su vida, 

aún en muchos casos sin evidenciarse síntomas(21,22). El VPH es un virus 

altamente transmisible, el cual puede estar presente en el organismo 

aproximadamente dos años; no obstante, gran parte de las infecciones se 

resuelven espontáneamente sin ningún tratamiento(22,23). Un evento clave en la 

progresión neoplásica de las lesiones cervicales es la persistencia de integración 

del genoma del VPH en el cromosoma de las células epiteliales cervicales del 

huésped. A nivel molecular se reconocen aproximadamente más de 35 genotipos 

capaces de infectar el epitelio de superficies cutáneas en todo el cuerpo y 

mucosas del área ano-genital(24,25). 

El VPH es un virus con ADN de doble cadena, posee en su genoma ocho genes, 

de los cuales E6 y E7 codifican, en genotipos de alto riesgo, oncoproteínas 

implicadas en la inhibición de la apoptosis, la respuesta inmune y la inducción de 

una proliferación celular excesiva, que con el tiempo son los causantes del 

desarrollo del CCU, una patología de elevada morbilidad y mortalidad en mujeres 

principalmente en países en subdesarrollo, donde el tamizaje primario con 

citología cervical no ha logrado reducir la prevalencia de las fases avanzadas de la 

enfermedad, así como los recursos y opciones de acceso a planes para la 

detección, prevención y control del cáncer que se ofrecen son limitados (4,7,26,27). 

En gran parte de los casos la detección de la presencia de VPH no se realiza a 

tiempo ya que puede que no se presenten síntomas relacionados(28,29). La forma 

más tradicional de detectar el virus es por medio de la citología o prueba del 

papanicolau, un procedimiento en el que se recoge una muestra de las células de 

las paredes del cuello del útero y la vagina para su posterior análisis, en el que se 

puede detectar si hay anomalías o cambios en estas, sin embargo, la técnica 

presenta determinadas desventajas que hace que disminuya su efectividad y 

confiabilidad al analizar sus resultados(30–32). Esta exhibe una especificidad con 

valores entre 73 y 98 % y una sensibilidad entre el 41 y 84 %, que redunda en un 

número significativo de falsos negativos con porcentajes hasta del 67% de los 

casos, por lo que debe ser repetida en intervalos cortos de tiempo(33–35).  

La alta posibilidad de suministrar un diagnóstico erróneo, puede desencadenar 
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consecuencias en la salud humana, promoviendo la ansiedad y procedimientos de 

seguimiento innecesarios, así, como causar el aumento de personas infectadas y 

morbilidad por VPH debido a la falta de un tratamiento oportuno(5,29,36–38). 

La q-PCR es uno de los métodos moleculares de detección empleados en el 

diagnóstico de enfermedades virales. La identificación específica de los genotipos 

de virus asociados, se puede lograr mediante el análisis de la curva de fusión. Sin 

embargo, es necesario tener en cuenta que la Tm de los ácidos nucleicos se ve 

afectada por la longitud, el contenido de Guanina y Citosina (G y C), la presencia 

de desajustes de bases y dímeros de primers; factores de cuidado para el óptimo 

desarrollo de esta técnica ya que pueden dificultar la interpretación de los 

resultados(39,40). 

El aumento del número de casos registrados con posible infección por VPH, 

genera a su vez la necesidad de abordar el uso de técnicas de alto rendimiento, 

más sensibles y específicas cuyos métodos analíticos sean complementarios en el 

proceso de investigación y diagnóstico, que permitan diferenciar y detectar varios 

subtipos virales a la vez. Por lo tanto, la gran demanda para desarrollar métodos 

analíticos nuevos y complementarios hace posible, por ejemplo, el abordaje de 

técnicas basadas en espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 

(FTIR)(38,41).  

Con base a lo expuesto anteriormente se planteó el siguiente interrogante: ¿Cómo 

se puede evaluar el uso de la espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier 

(FTIR) en la detección, discriminación y cuantificación de pequeñas secuencias de 

nucleótidos aplicado en la identificación molecular de genotipos del virus del 

papiloma humano (VPH) en complemento con la técnica de PCR en tiempo real 

(real-time PCR)? 
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1.2 Justificación 

La infección generada por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) 

es la etiología principal para el desarrollo del cáncer cervical. La patogénesis por 

este tipo de virus implica la sobreexpresión de oncoproteínas que pueden inhibir 

proteínas importantes como p53 y pRB en las células del huésped y afectar 

procesos biológicos que incluyen la proliferación, el ciclo celular y la apoptosis. 

Este conjunto de alteraciones que inducen la carcinogénesis conllevan a la 

revisión profunda de la naturaleza de la enfermedad abarcando diferentes 

aspectos e inspiran al desarrollo de técnicas y métodos dirigidos específicamente 

a su comprensión, detección y diagnóstico(5,42). 

 

El CCU se puede prevenir en muchos casos con una detección adecuada. La 

efectividad equivalente o superior de las pruebas de moleculares de VPH en la 

detección primaria, conducen al uso cada vez mayor de éstas como metodologías 

de cribado en la prevención del cáncer(25,29).  

La real-time PCR es una de las técnicas moleculares ampliamente utilizada en la 

detección, cuantificación y genotipado de agentes infecciosos como el VPH. Uno 

de los compuestos empleados para la emisión de fluorescencia en esta técnica es 

el SYBR-Green, lo que permite análisis de las curvas de temperatura melting para 

confirmar la especificidad del producto amplificado(15,43,44).  

Dado que este análisis mencionado usa la Tm de productos de doble cadena para 

la identificación del amplicon resultante, existen varios aspectos a considerar 

como preparación de la muestra, la formación de dímeros de primer, similitudes 

entre las secuencias, porcentaje similar de G/C o mutaciones específicas de algún 

genotipo, los cuales pueden promover la formación de productos inespecíficos en 

la reacción que pueden ser detectados y generar múltiples picos o una variación 

significativa de la Tm causando errores en la genotipificación(45,46). 

En consideración de lo anterior, dentro de las técnicas espectroscópicas 

vibracionales se ha demostrado la viabilidad de la FTIR como herramienta de 

diagnóstico médico adicional para diferentes trastornos y enfermedades, entre 

ellas cánceres como el CCU(47). Específicamente, utilizando la espectroscopía de 

reflectancia total atenuada ATR-FTIR se pueden dilucidar vibraciones de enlace 

específicas de moléculas dadas, a través de la interacción de la luz infrarroja (IR) 

con los componentes biológicos de la muestra de estudio, lo que proporciona una 

visión única de la composición a través de un espectro de absorbancia(48). 
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La ATR-FTIR es una técnica analítica simple, no invasiva que puede caracterizar 

el perfil bioquímico sin una preparación extensa de la muestra, requiriendo un 

volumen pequeño de esta, el cual se pipetea sobre un cristal, donde el IR 

interactúa de manera no destructiva y genera picos representativos de las 

vibraciones de enlaces(47). Este conjunto de beneficios permite considerar que esta 

metodología contribuiría enormemente en el campo clínico, considerando además 

como fundamento de esta técnica que cualquier alteración en los sistemas 

biológicos inducida por una condición patológica produce cambios estructurales y 

funcionales significativos que se reflejan directamente en los espectros 

vibratorios(49,50). 

Durante el proceso de análisis espectral es necesario un procesamiento que 

involucra una potencia informática considerable cuando es aplicada al conjunto de 

datos. Estos requieren de espectros de referencia que permitirán la comprensión 

de las variaciones intrínsecas en las muestras bajo estudio, donde el uso de 

funciones de normalización y corrección de la línea de base, seguidos de modelos 

de clasificación para la comparación de resultados, permitirán que las 

conclusiones con respecto al análisis tengan buenos valores de sensibilidad y 

especificidad(51). 

Los avances investigativos en técnicas como ATR-FTIR permiten el aporte de 

información prometedora y consistente en función de proporcionar metodologías 

de detección que contribuyan en conjunto con otros procedimientos a mejorar el 

pronóstico para pacientes con enfermedades como el CCU(36,37,48). 

 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo General 

 

Evaluar el uso de la espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier por 

reflexión total atenuada (ATR-FTIR) en la detección, discriminación y 
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cuantificación de pequeñas secuencias de nucleótidos aplicado en la identificación 

molecular de genotipos del virus del papiloma humano (VPH). 

2.2 Objetivo específicos 

2.2.1 Demostrar la viabilidad de la técnica ATR-FTIR en la diferenciación de 
pequeñas secuencias de ADN. 

2.2.1.1  Actividad 1: Preparación y Adquisición de espectros de ATR-FTIR para 
las diferentes secuencias de nucleótidos previamente diseñados. 

2.2.1.2  Actividad 2: Generación y validación modelo estadístico para 
cuantificación de porcentaje de nucleótidos mediante los espectros ATR-
FTIR para las pequeñas secuencias 

2.2.2 Implementar la técnica ATR-FTIR en la identificación de genotipos de virus 
de papiloma humano 

2.2.2.1  Actividad 3: Selección de las muestras clínicas  

2.2.2.2  Actividad 4: Caracterización de las muestras por la técnica estándar de 
real-time PCR y electroforesis 

2.2.2.3  Actividad 5: Preparación y adquisición de espectros de FTIR para los 
diferentes controles positivos, negativos y muestras amplificadas por real-
time PCR. 

2.2.2.4  Actividad 6: Generación y validación de modelos estadístico para 
discriminación mediante los espectros para los diferentes genotipos de 
VPH. 
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3. Marco Referencial 

3.1. Antecedentes 

La investigación en el campo de la espectroscopía Infrarroja ha realizado 

diferentes avances desde los primeros ensayos de la descomposición de la luz en 

bandas de diferentes colores, la medición de las temperaturas a lo largo de los 

extremos espectrales, entre otras características. Durante los primeros años del 

siglo XIX empezó a relacionarse la naturaleza química de una sustancia con un 

espectro particular; analizándose de esta forma los procesos de absorción y 

emisión de luz y el diseño de los instrumentos para la obtención de espectros. El 

conjunto de experimentos realizados durante el desarrollo de la espectroscopía 

permitió su avance y aplicación en química analítica (52–55). 

Las técnicas basadas en espectroscopia vibracional, tales como la espectroscopia 

infrarroja han demostrado ser una herramienta poderosa para la caracterización 

químico-estructural, así como la obtención del perfil químico característico de 

múltiples compuestos. Esta técnica es rápida, no destructiva, realiza mediciones 

confiables y requiere poca cantidad y manipulación de la muestra (8). 

Las diferentes ventajas que ofrece esta técnica ha permitido su aplicabilidad en 

diferentes áreas: agricultura, biotecnología, cosméticos, industria farmacéutica,  

mineralogía, control medioambiental, control de alimentos y bebidas, ciencia 

forense, medicina y química clínica, entre otros(19,47,56,57). A continuación, se 

mencionan algunos trabajos investigativos con implementación de FTIR, 

relacionados con el presente estudio.  

Sahu et al.,(58) evaluaron por FTIR los cambios espectrales en células y tejidos 

normales y malignos de diferentes órganos (colon, cuello uterino, piel y sangre), 

con respecto a la absorbancia obtenida en los ácidos nucleicos, respaldando con 

sus resultados el uso de absorbancia de ácido nucleico produce parámetros 

estadísticamente significativos, que podrían diferenciar tejidos normales y 

cancerosos. 

Khommohamadi et al.,(56) propusieron como método de inspección y análisis de 

diferentes biofluidos y tejidos el uso de la espectroscopia infrarroja (IR), una 

técnica no invasiva, rápida, precisa y sensible que permite la discriminación de 

cambios bioquímicos en el diagnóstico de cáncer. En su estudio realizaron 

descripciones de diferentes investigaciones biomédicas dedicadas al diagnóstico 

de cáncer de colon, mama y cuello uterino basado en IR. De esta forma concluyen 
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que la IR junto con el procesamiento quimiométrico de datos espectrales es un 

enfoque útil para investigación y el diagnóstico en oncología.   

Ghimire et al.,(59) Evaluaron cambios bioquímicos inducidos por el linfoma no 

Hodgkin y el melanoma subcutáneo en modelos de ratones EL4 y B16 

respectivamente. Mediante ATR-FTIR realizaron análisis de muestras de suero 

secas extraídas de los de modelos de ratones portadores de tumores de linfoma y 

melanoma. En su estudio obtuvieron diferencias espectrales con cambios 

graduales en las intensidades de la absorción de proteínas, carbohidratos y ácidos 

nucleicos entre los casos control y tumorales, teniendo en cuenta la comparación 

de valores p, la posición espectral, el análisis de la relación de los picos de amida, 

el ajuste de los espectros experimentales y el empleo de análisis multivariante 

(HCA) obteniendo. Los autores resaltan ATR-FTIR como una técnica 

espectroscópica rápida y confiable para la discriminación de ratones con 

melanoma B16 y linfoma EL4 de sus tipos de control. 

Rymza et al.,(11) en su trabajo de investigación analizaron la eficacia de las 

técnicas PCR y ATR-FTIR para el diagnóstico de infección por VPH en un total de 

41 mujeres que se sometieron a exámenes ginecológicos. Para análisis por PCR 

emplearon los cebadores GP05 / GP06 y MY09-MY11 con el objetivo de confirmar 

la infección por VPH mediante la amplificación del gen L1 presente en el genoma 

del virus. Los espectros de absorbancia adquiridos por ATR-FTIR se realizaron en 

un rango de 750–4000 cm-1 a una resolución de 4 cm-1 por muestra. Los 

investigadores observaron una concordancia entre los resultados obtenidos por 

ambos métodos, se reafirma la importancia de la técnica de ATR-FTIR, debido a 

las ventajas que ofrece como, mayor precisión, mayor rendimiento y menor carga 

de trabajo para el citólogo y/o patólogo. 

Roy et al.,(60) evaluaron la capacidad de la técnica de ATR-FTIR, combinada con 

análisis de datos multivariados para la clasificación de muestras de suero humano 

en función de detectar la presencia de virus de la hepatitis B (VHB) y la hepatitis C 

(VHC). Los espectros se recogieron entre 4200-600 cm-1, los principales cambios 

observados en los espectros se relacionan con los niveles de inmunoglobulina (Ig), 

lípidos y glucosa. Se observó una banda indicadora a 1093 cm−1 en el caso de la 

infección por VHB. Los autores muestran ATR-FTIR como un método prometedor 

de detección inicial de una infección subyacente y capacidad de discriminación de 

las muestras infectadas por el VHB y el VHC, siendo necesarios mayor cantidad 

de investigaciones al respecto. 
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3.2 Virus del papiloma humano 

Los papilomavirus pertenecen taxonómicamente a la familia Papillomaviridae, esta 

familia se clasifica en 18 géneros, cada uno se divide en especies que contienen 

diversos subtipos de virus de papiloma. Sólo cinco de estos géneros presentan 

subtipos que pueden afectar al ser humano, entre ellos se encuentra(48).  

 Alfa-papilomavirus: infectan tanto el epitelio cutáneo como el epitelio 

mucoso del tracto anogenital. Causan desde verrugas comunes a lesiones 

neoplásicas. 

 Beta-papilomavirus: generalmente asintomáticas, se manifiestan 

provocando lesiones subclínicas (verrugas o condilomas acuminados) o 

infecciones latentes. Sin embargo, estas manifestaciones son de 

importancia clínica por ejemplo en individuos inmunodeprimidos. 

 Gamma-papilomavirus: generalmente asintomáticas, pueden causar 

papilomas y verrugas cutáneas. 

 Mu-papilomavirus: causan papilomas y verrugas cutáneas. 

 Nu-Papilomavirus: causan papilomas y verrugas cutáneas(61–63). 

  

3.2.1 Estructura, genoma y proteínas virales 

Las partículas del VPH no presentan envoltura, miden entre 45 y 55 nm de 

diámetro, están constituidos por una doble cadena de ADN de forma circular con 

una longitud entre 6800 y 8400 pares de bases (pb), revestido por una cápside de 

proteínas de forma icosaédrica compuesta por 72 capsómeros pentaméricos 

(Figura 1)(64). 

El genoma está dividido en tres regiones principales: una región no codificante de 

aproximadamente 1 kb, conocida como región larga de control (LCR, Long Control 

Region), también denominada región reguladora no codificante (URR, Upstream 

Regulatory Region); una región localizada en posición adyacente y corriente abajo 

del LCR que incluye genes de expresión temprana (E, early); y una región ubicada 

en posición adyacente y corriente abajo de la región temprana que contiene genes 

de expresión tardía (L, late), de acuerdo a si son expresados antes o después de 

la síntesis del ADN destinado a ser ensamblado en las partículas de progenie viral 

y que dan origen a proteínas estructurales y no estructurales respectivamente (10). 

En total se encuentran 9 o 10 marcos de lectura abierta (ORFs, Open Reading 

Frames), localizados en una sola de las hebras del ADN genómico. En el VPH, 
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siete u ocho de las regiones ORFs codifican para genes tempranos y únicamente 

dos para genes tardíos (Figura 2) (64,65).  

 

Figura 1. Estructura de la cápside del VPH. A) Micrografías por microscopía crioelectrónica (crio-
EM) de las cápsides de partículas de VPH16; B) Representación tridimensional obtenida por crio-
EM de la cápside de VPH compuesta por 72 capsómeros (60 hexavalente y 12 pentavalentes) en 
forma de estrellas; C) Sección interna central del VPH; D) Estructura pentamérica de la proteína 

principal de la cápside (L1) del VPH16
(66,67)

.  

 

La zona LCR o URR se encuentra localizada entre la zona temprana y tardía del 

genoma, no codifica proteínas, pero contienen las secuencias encargadas de la 

regulación de la expresión de genes, de esta forma controla el origen de la 

replicación, los genes promotores E6 y E7, los potenciadores y silenciadores(68).  

Los genes E codifican proteínas reguladoras necesarias en los procesos de 

replicación, trascripción y transformación celular. E1 está implicado en la 

replicación y mantenimiento del ADN viral; E2 regula la transcripción viral y facilita 
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la distribución del genoma viral en las células hijas durante el período de división. 

Además, esta proteína por medio de la región LCR reprime la actividad de los 

promotores E6 y E7 (68,69). 

E1 participa en la ruptura de la cromatina del ADN de la célula huésped, está 

implicado en la replicación y mantenimiento del ADN viral.  E2 regula la 

transcripción viral y facilita la distribución de las copias del ADN viral a células 

hijas durante la mitosis celular. Además, por medio de la región LCR reprime la 

actividad de los promotores E6 y E7(68,69). E3 se encuentra relacionado con E6 y 

E7 como control de la transcripción de los mismos. E4: aparece en las capas 

supra basales y granuladas, interactuando con las fibras amiloides y asegurando 

la salida del virión ante una apoptosis celular. E5 interacciona con receptores de 

factores de crecimiento, participa en la amplificación del ADN viral y tiene la 

capacidad de promover la evasión a la respuesta del sistema inmune por parte del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; del inglés, major histocompatibility 

complex), e inhibir procesos de apoptosis. E6 ayuda en la degradación de p53 y 

permite la inmortalización de la célula huésped y E7 ayuda a degradar la proteína 

de retinoblastoma (pRB), lo que facilita el reingreso al ciclo S y ayuda a la 

expresión de p16. Se considera que E6 y E7 juegan un papel importante en el 

incremento de la proliferación celular y en la extensión de la vida celular en 

infecciones por VPH asociadas a malignidad, debido a diferentes factores 

reguladores que intervienen y alteran el ciclo celular(63,68), provocando que no sea 

posible la eliminación del ADN viral y la corrección de los errores intrínsecos al 

ADN celular, de modo que la célula acumula alteraciones genéticas y adquiere un 

fenotipo neoplásico(69,70). 

La región de genes L codifica las proteínas estructurales de la cápside mayor y 

menor (L1 y L2, respectivamente). Ambas proteínas L, se encuentran implicadas 

en la invasión del virus a las células epiteliales(10). La proteína L1 se expresa 

posteriormente de L2 en la replicación del ciclo viral y regula el empaquetamiento 

de las partículas virales en el virión ensamblado. La proteína L2 interactúa con la 

proteína E2, facilitando el transporte de la proteína L1 al núcleo y participa en el 

encapsulamiento del ADN viral (68). 
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Figura 2. Diagrama del genoma del virus de papiloma humano tipo 16 y proteínas virales 
(62)

. 

3.2.2 Clasificación del VPH 

Para el proceso de clasificación de los papilomavirus principalmente se toman dos 

criterios básicos: a) el hospedero, ya que estos virus son altamente específicos de 

acuerdo a la especie, y, b) secuencias genéticas, que permiten la distinción entre 

diferentes aislamientos de manera detallada. La secuencia más utilizada para la 

clasificación de los papilomavirus es la del gen que codifica para la proteína de la 

cápside L1, que es altamente conservada en el genoma viral, aunque también se 

han empleado otros genes como E6 y E7(71).  

Los subtipos de VPH pertenecientes a diferentes géneros presentan una variación 

dentro de la región L1 de más del 40 % en el genoma viral. Para la clasificación en 

diferentes especies virales, el porcentaje de variación debe ser entre 30 y 40 % en 

esta misma región. Un nuevo tipo de VPH se define si el genoma completo ha sido 

secuenciado y la secuencia de nucleótidos correspondiente a la del gen L1 difiere 

por lo menos en un 10 % con respecto a otro tipo viral ya caracterizado. Si la 

variación en la secuencia de nucleótidos está entre el 1 y el 10 %, se considera 

una variante o linaje viral, y si está entre 0,5 y 1,0 %, como un nuevo 

sublinaje(10,71). 

Basados en el punto de vista clínico, los papilomavirus humanos (ubicados en el 

género Alfa-papilomavirus) han sido divididos en dos grupos: los de bajo riesgo, 

asociados  principalmente con verrugas genitales benignas y los de alto riesgo, 

que son los agentes etiológicos del cáncer cervicouterino(64). 
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Atendiendo al potencial oncogénico de los subtipos virales asociados a la mucosa 

anogenital, la agencia internacional contra el cáncer (IARC) propone la siguiente 

clasificación(72,73): 

• Grupo 1 (alto riesgo): VPH 16, VPH 18, VPH 31, VPH 33, VPH 35, 

VPH 39, VPH 45, VPH 51, VPH 52, VPH 56, VPH 58, VPH 59; 

• Grupo 2A (probablemente carcinogénico): VPH 68; 

• Grupo 2B (posiblemente carcinogénico): VPH 26, VPH 30, VPH 34, 

VPH 53, VPH 66, VPH 67, VPH 69, VPH 70, VPH 73 y VPH 82, VPH 

58, VPH 97. 

• Grupo 3 (bajo riesgo): VPH 6, VPH 11. 

3.2.3 Ciclo de vida  

Para el proceso replicativo del material genético del VPH es necesaria la 

maquinaria celular de un huésped. El ciclo vital del VPH comienza con la infección 

de una capa basal (epidermoide o mucosa), por medio de la entrada del virus 

ocasionada por microtraumatismos que comprometen la barrera epitelial (Figura 

3). Cuando las células basales completan un ciclo mitótico el genoma viral se 

incorpora al núcleo celular y se replica para lograr la proliferación de las células 

infectadas; en este punto se mantiene un bajo número de copias y a su vez una 

baja expresión de las proteínas E1, E2, E6 y E7 (8,13,27). Posteriormente, Las 

células infectadas migran desde la membrana basal a las capas más superficiales 

para diferenciarse, el virus se replica alcanzando un elevado número de copias y 

expresa los genes de la cápside (L1 y L2), dando como resultado la producción de 

nuevos viriones de progenie liberados al exterior sin que se produzca lisis celular 
(63,69,74,75). 

 

Figura 3. Ciclo de vida del VPH en infección cervical. La infección inicia producto de 
microabrasiones epiteliales que permiten la entrada del virus hasta las células basales. En el 
proceso de división, algunas células se propagan lateralmente y otras migran hacia las capas 
de células supra basales, en el que se activan los genes virales, formándose copias de ADN 
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viral y las proteínas de la cápside. Se liberan las partículas virales propagando la población de 
células infectadas, así mismo pueden integrarse en el genoma humano, evento en su mayoría 
asociado a la progresión de estas lesiones a cáncer 

(74)
. 

 

3.2.4 Comportamiento molecular del VPH en infecciones de bajo riesgo 

Con base en el ciclo vital del virus explicado anteriormente, en los VPH de bajo 

riesgo, se expresan inicialmente las proteínas E1 y E2, encargadas de mantener el 

ADN viral de forma episomal, tanto en la infección inicial como en la infección 

latente. Al expresarse E2, se reprime la acción de E6 y E7 provocando la 

inhibición del proceso de replicación del ADN viral de célula a célula, al bloquear 

los factores de transcripción celular y controlando el número de copias del ADN 

viral en las células basales. Las nuevas copias del ADN viral son empacadas en 

sus cápsides, integradas por la acción de las proteínas L1 yL2, posteriormente los 

viriones son liberados para reiniciar un nuevo ciclo viral. La actividad de los VPH 

de bajo riesgo es menos agresiva, se expresan en las células suprabasales, y 

aunque pueden generar alteraciones morfológicas en las células epiteliales, estas 

son menos marcadas que en los casos de infección con virus de alto riesgo (68). 

3.2.5 Comportamiento molecular del VPH en infecciones de alto riesgo 

En los casos de infección por VPH de alto riesgo, la pérdida de expresión de E2 

provoca que los ORFs codifiquen las proteínas E6 y E7, las cuales se expresan en 

las células infectadas del estrato basal, una vez que el ADN viral se integra al ADN 

de la célula huésped. La integración del VPH al genoma celular ocurre 

mayormente en regiones denominadas “hotspots”, en regiones 

transcripcionalmente activas, el 66% dentro o junto a zonas frágiles del ADN del 

huésped y cerca de micro ARNs (miARNs). Estos últimos están asociados con la 

regulación de procesos importantes, como el desarrollo, la proliferación, la 

diferenciación y la apoptosis celular y se encuentran regularmente alterados en 

células cancerosas (68,76,77). 

Después de la integración, inicia la replicación viral, se observa proliferación 

de queratinocitos en el estrato intermedio y superficial del epitelio, apareciendo 

alteraciones estructurales y celulares.  

Los subtipos de alto riesgo son más propensos a activar la proliferación celular y 

activar varias vías esenciales para la transformación epitelial. Dentro de los 

diferentes mecanismos celulares involucrados se pueden mencionar: disminución 
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de la dependencia celular a los factores de crecimiento, así como la exposición al 

sistema inmune  por medio de la activación de la proteína E5; crecimiento celular 

incontrolado producto de la acción de la proteína E6, la cual promueve la 

degradación de la proteína supresora de tumores p53; la proteína E7 modifica el 

ciclo celular mediante la unión, producción o degradación de pRB y otras 

proteínas, activa la replicación estimulando el paso de la fase G1 a la fase S del 

ciclo celular; E7 se une y degrada a las proteínas pocket de retinoblastoma (pRB, 

p130 y p107, estas dos últimas también llamadas RBL2 y RBL, respectivamente) e 

induce cambios moleculares, entre ellos la producción del factor de transcripción 

E2F, que desregula el punto de control o “checkpoint” del ciclo celular entre las 

fases G1 y S provocando una reentrada a la fase S y la activación de la replicación 

viral (1,28). La activación de E7 provoca la aparición de una respuesta celular de 

defensa: la sobreexpresión de p16INK4A (inhibidor de quinasas dependientes de 

ciclinas, impidiendo el paso de la fase G1 y S, p16), proteína supresora de 

tumores que estaba reprimida por la actividad del complejo p53. Los mecanismos 

celulares derivados de la producción de p16, ralentizan el ciclo celular provocando 

una senescencia inducida por oncogenes, lo que contrarresta los efectos 

provocados por E6. Todos estos cambios inducen la proliferación celular, inhiben 

la diferenciación y generan una inestabilidad cromosómica que favorece la 

aparición de anomalías cromosómicas y la carcinogénesis (68,78). 

 

3.3 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (real-
time PCR) y temperatura de melting (Tm) 

La PCR (reacción en cadena de la polimerasa) es una técnica rápida y altamente 

sensible con un amplio uso en entornos investigativos y en la práctica clínica. La 

PCR está basada en la amplificación exponencial de ácidos nucleicos por acción 

de la polimerasa termoestable Thermus aquaticus (Taq). El método utiliza un par 

de cebadores de oligonucleótidos sintéticos, cada uno de los cuales se hibrida con 

una hebra de un ADN bicatenario (dsDNA) de interés, abarcando una región que 

se amplificará exponencialmente. A los cebadores apareados se añade la ADN 

polimerasa Taq, creando una hebra de ADN complementaria mediante la adición 

secuencial de desoxinucleótidos (dNTP) que han sido añadidos a la mezcla de 

reacción(79). Experimentalmente, el proceso normalmente consta de tres pasos: 

1. Desnaturalización (94 o 95 °C): La doble hélice de ADN se separa en dos 

hebras simples. 
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2. Anillamiento (55-65 °C): los cebadores se unen específicamente a los 

fragmentos de ADN monocatenarios que son complementarios a su propia 

secuencia de nucleótidos. La ADN polimerasa se une al sitio del cebador de ADN. 

3. Extensión (72 °C): la ADN polimerasa sintetiza la nueva cadena de ADN 

mediante la adición de nucleótidos complementarios al ADN molde. 

Con cada ciclo de los anteriores tres pasos, el número de copias de la molécula de 

ADN se duplica, generando miles de millones de amplicones después de 20 a 40 

ciclos de PCR. Posteriormente los amplicones se visualizan por corrido 

electroforético en gel de agarosa, que separa los productos de ADN en función del 

tamaño(15). 

Para el caso de uso de la real-time PCR, en esta técnica se utilizan los mismos 

componentes que una PCR convencional solo que se agrega fluorescencia a cada 

reacción antes de empezar el proceso de amplificación. La acumulación del 

producto de PCR es monitorizada en tiempo real mientras se lleva a cabo la 

amplificación, y ciclo a ciclo son analizados los cambios de la señal fluorescente 

generada durante las tres etapas del PCR (Desnaturalización, alineamiento, y 

extensión). Cuanto mayor sea la cantidad de ADN muestra, menos serán los ciclos 

necesarios para la detección de una señal fluorescente. La amplificación por real-

time PCR sigue una cinética exponencial en donde se pueden distinguir (Figura 4): 

la fase geométrica o exponencial, donde, en cada ciclo la cantidad de producto se 

duplica, asumiendo una eficiencia de reacción del 100%; en la fase lineal la 

disminución de la actividad de la ADN polimerasa Taq y el consumo de reactivos 

como dNTP y cebadores provocan que se haga más lenta la reacción; y en la fase 

estacionaria o plateau,  la reacción ha finalizado y no se sintetizan más ácidos 

nucleicos debido al agotamiento de los reactivos y la Taq polimerasa. Los agentes 

reporteros más comunes empleados en este tipo de ensayos son: SYBR Green, 

un intercalante de bases de ADN, y las sondas TaqMan, que son fragmentos de 

ADN específicos que tienen unido un fluoróforo y un quencher (represor o agente 

bloqueador) (74,75). 



37 
 

 

Figura 4. Cinética de amplificación y parámetros empleados en la cuantificación por 
real-time PCR. Rn: magnitud de la señal de emisión de fluorescencia. Threshold 
(Umbral de detección): promedio de la desviación estándar de la fluorescencia. 
Baseline (Línea base): ciclos iniciales de la PCR con cambio mínimo en la señal de 
fluorescencia. Ct: número de ciclos en el cual la fluorescencia alcanza el threshold 
fijado. No template (Muestra sin molde): Muestra que no contiene templado. ∆Rn: 

Intensidad de la emisión de la fluorescencia
(79)

. 

3.3.1 Temperatura Melting 

Mediante el uso de colorantes fluorescentes que se unen al ADN, es posible 

obtener resultados de la reacción del producto PCR mientras aumenta la 

temperatura. 

A medida que aumenta la temperatura, las moléculas de ADN de doble hebra 

comenzarán a disociarse, liberando las moléculas de colorante que se 

incorporaron previamente al producto durante la ejecución de la PCR. Esta 

liberación de fluorescencia disminuirá, generando una curva de disociación, fusión 

o melting (Tm). A partir de la Tm es posible identificar las características del 

producto amplificado. Por ejemplo, un producto de ADN más corto tendrá una Tm 

más baja que un producto más largo, ya que los enlaces covalentes entre las dos 

moléculas de ADN son más débiles y se disociarán a una temperatura más 

baja(80). 

Los datos brindados por el software de análisis de las reacciones real-time PCR 

para la Tm, se utilizan para la generación de dos tipos de curvas: la curva de 

intensidad normalizada y la primera derivada negativa de la curva de intensidad 

normalizada. 
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La curva de intensidad normalizada muestra la temperatura (T) frente a la 

intensidad de fluorescencia normalizada (Rn). En una aplicación de curva de 

fusión, la temperatura aumenta con el tiempo, lo que hace que las hebras de ADN 

se disocien. Esta disociación hace que el Rn disminuya monótonamente, 

formando una curva de forma sigmoidal. En la primera derivada negativa la 

temperatura de fusión se define convencionalmente como el punto de inflexión de 

la curva de intensidad normalizada. La ubicación del punto de inflexión se puede 

determinar utilizando la curva de la primera derivada negativa la cual presenta la 

temperatura (T) frente a la primera derivada negativa de la intensidad normalizada 

(-dRn / dT). Por lo tanto, el pico de la curva de derivada negativa es el punto de 

inflexión de la curva de intensidad normalizada. El análisis de temperatura de 

fusión selecciona el pico más alto asociado con la temperatura de fusión más alta 

dentro de un rango de detección definido por el investigador(16,81). 

 

3.4 Fundamentos de espectroscopía vibracional Infrarroja 

3.4.1 Radiación electromagnética 

La radiación electromagnética (radiación EM) se define como la energía 

propagada en forma de ondas eléctricas y magnéticas (Figura 5) que viajan en 

paquetes de energía denominados fotones, los cuales intervienen individualmente 

en los procesos elementales de emisión, absorción y dispersión (82). 

 

Figura 5. Representación gráfica de una onda electromagnética propagada a lo 
largo del eje X. El campo eléctrico oscila en un plano perpendicular al campo 
magnético 

(83)
. 
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Todas las formas de radiación EM se agrupan en un espectro de acuerdo con 

variables como la longitud de onda y frecuencia. 

La frecuencia (f) es el número de ciclos que completa la onda por segundo, 

mientras que la longitud de onda (λ) es la distancia que la onda requiere para 

completar un ciclo. El producto de estos dos términos es igual una constante que 

equivale a la velocidad de propagación de la onda (c), donde, en el vacío es 

aproximadamente de 3x108 m/s. Esto es: 

c = λf.  Ecuación 1 

 

Considerando una onda electromagnética como un paquete de energía llamado 

“fotón” o “cuanto”, cada fotón contiene una cantidad discreta de energía 

electromagnética (EM), dependiente de o de la frecuencia de f o λ de la siguiente 

manera: 

E = hf  = 
hc

λ
   Ecuación 2 

Donde h es la constante de Planck y tiene un valor de 6.63 x 10-34 Js. 

Dentro de este espectro electromagnético pueden distinguirse los rayos gamma, 

rayos X, luz ultravioleta, luz visible, luz infrarroja, microondas y las ondas de 

radio(84). 

 

Figura 6. Dominios del espectro electromagnético, niveles energéticos y límites de las 

regiones 
(85)

. 
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3.4.2 Espectrometría de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) 

Esta técnica espectroscópica recibe su nombre de la región del espectro 

electromagnético implicada, la región Infrarroja (IR), la cual se divide en infrarrojo 

cercano 12800-4000 cm-1, infrarrojo medio 4000-200 cm-1 e infrarrojo lejano 200–

100 cm-1 y se encuentra entre las regiones de luz visible y microondas (17). 

Se basa en la absorción de energía de un fotón que posteriormente promueve la 

transición de un menor a un mayor estado de energía o excitación. La absorción 

de la radiación electromagnética por parte de la materia se produce cuando la 

radiación incidente tiene la energía precisa para satisfacer los requerimientos 

energéticos del material, y posteriormente se genera un acoplamiento o 

interacción. Para que este último se presente la molécula debe experimentar un 

cambio en el momento dipolar cuando tiene lugar la vibración fundamental (17). 

 

Figura 7. Vibraciones moleculares en la región media del espectro Infrarrojo (MIR)
(47)

. 

 

Un espectro de absorción en el infrarrojo representa varios factores que incluyen 

la absorbancia o el porcentaje de transmitancia versus la frecuencia (s-1) o longitud 

de onda (λ, nm) o número de onda (cm-1). 

Dada la complejidad del movimiento vibracional, el análisis del espectro de 

infrarrojo comprende un número de vibraciones constitutivas, llamado modos 

normales de vibración, que dependen del tipo y número de átomos que contenga 
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la molécula y sus grados de libertad, así como están asociados a las transiciones 

entre niveles de energía vibracional diferentes dentro del mismo estado 

energético. Las vibraciones producidas en los enlaces moleculares pueden ser de 

estiramiento, flexión, torsión, balanceo o deformación, produciendo también un 

número de ondas variables (o frecuencias) en la región IR del espectro(8,86). Cada 

una de estas vibraciones está asignada a un modo de vibración “fundamental” o 

“normal”. Cualquier molécula no lineal de n número de átomos posee 3n-6 modos 

normales, mientras que una molécula lineal tiene 3n-5. En la Figura 8 se muestran 

esquemáticamente algunos tipos de vibraciones moleculares. 

 

Figura 8. Tipos de vibración molecular. El signo positivo 
indica movimiento desde el plano de la página hacia el 
vector, y el signo negativo en la dirección opuesta. 
Montaño y Vargas 2009. 

 

La espectroscopía infrarroja es un método no destructivo, empleado en diferentes 

campos para el análisis, identificación y caracterización de sustancias o muestras 

en estado sólido, líquido y gaseoso, considerándose de gran utilidad para el 

estudio de la estructura secundaria de sistemas complejos como moléculas 

biológicas, proteínas, ADN y membranas(8,53). 

La introducción de software basado en la aplicación del algoritmo de 

transformación de Fourier, entre otras técnicas matemáticas han llevado a 
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avances importantes en la Espectroscopía IR, permitiendo a su vez la ampliación 

del campo de acción de esta técnica (87,88). 

Este tipo de espectroscopía, conocida como FTIR por sus siglas en inglés para 

“Fourier Transform Infrared”, es una técnica que consiste en la absorción de 

energía procedente de una fuente de luz infrarroja en longitudes de onda 

específicas correspondientes a las frecuencias de resonancia o vibración de los 

átomos, brindando de esta forma información sobre los grupos funcionales de las 

moléculas que constituyen la muestra de análisis (8,86).  

La implementación de un espectrómetro FTIR implica disponer de una pequeña 

cantidad de la muestra en una celda, la cual es incidida con un barrido de luz 

infrarroja con número de onda que pueden ir desde 4000 hasta 400 cm-1, donde, 

la intensidad de la luz transmitida por la muestra se mide en cada número de onda 

(inverso de longitud de onda o cm-1). De esta forma, la diferencia entre la 

intensidad de la luz incidente sobre la muestra y la transmitida por esta permitirá 

conocer la cantidad de luz absorbida(8). 

La interpretación de los espectros es un aspecto muy importante que se realiza de 

manera directa por comparación del espectro de la nuestra con una colección de 

espectros de sustancias conocidas. El espectro vibracional de una molécula se 

considera una propiedad física única de la misma, lo que permite que la técnica 

FTIR encabece la lista de las metodologías altamente sensibles que permiten la 

caracterización y el reconocimiento de las conformaciones y configuraciones de 

las moléculas en diferentes materiales(8,86). 

3.4.3 Instrumentación 

El instrumento empleado para determinar el espectro IR de un compuesto se 

denomina espectrómetro infrarrojo, siendo uno de uso común el de transformada 

de Fourier (FTIR)(89,90). 

El FT-IR utiliza un interferómetro para procesar la energía enviada a la muestra. 

En el interferómetro, la fuente de energía pasa a través de un divisor de haz, un 

espejo colocado en un ángulo de 45° con respecto a la radiación entrante, esta 

pasa, pero la separa en dos haces perpendiculares, uno no desviado y el otro 

orientado a un Ángulo de 90°, este último haz va a un espejo estacionario o “fijo” y 

regresa al divisor de rayos. El rayo no desviado es dirigido a un espejo en 

movimiento y regresa al divisor de rayo. Este movimiento del espejo hace que 

varíe la longitud de trayectoria que atraviesa el segundo haz. Cuando ambos 

haces se encuentran en el divisor de haz, se recombinan, pero las diferencias de 

longitud de trayectoria (diferentes longitudes de onda) de los dos haces provocan 
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interferencias tanto constructivas como destructivas. El haz combinado que 

contiene estos patrones de interferencia se llama interferograma(91).  

El interferograma generado al combinar los dos haces se orienta hacia la muestra 

mediante el divisor de haz. A medida que atraviesa la muestra, la muestra absorbe 

simultáneamente todas las longitudes de onda que normalmente se encuentran en 

su espectro infrarrojo. La señal de interferograma modificada que llega al detector 

contiene información sobre la cantidad de energía que fue absorbida en cada 

longitud de onda (frecuencia). El software compara el interferograma modificado 

con un rayo láser de referencia para tener un estándar de comparación. El 

interferograma final contiene toda la información en una señal en el dominio del 

tiempo(91). El proceso matemático de transformada de Fourier es implementado 

por el software de la computadora para extraer las frecuencias individuales que 

fueron absorbidas y reconstruir y trazar lo que reconocemos como un espectro 

infrarrojo típico(92). 

 

Figura 9. Esquema básico de un espectrómetro FTIR
(91)

. 
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3.4.4 Sistema de Reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance, 

ATR)  

El principio de esta técnica se basa en el fenómeno de la reflexión total interna y la 

transmisión de la luz a través de un cristal con un elevado índice de refracción 

(Figura 10). La radiación logra penetrar entre 0.5 y 5 micrómetros en la muestra, lo 

que implica la aplicación de presión suficiente para lograr el contacto necesario 

entre la muestra y el cristal, de esta forma se produce la reflexión total en forma de 

onda evanescente (93).  

 

             
Figura 10. Interacción del haz infrarrojo y la muestra en una celda ATR, A) de rebote 
único, B) de rebote múltiple 

(94)
. 

 

Si en el lado exterior del cristal se coloca un material o muestra absorbente, la luz 

que viaja a través del cristal se verá atenuada permitiendo el registro del espectro 

de la muestra. El ángulo de la luz incidente y la geometría (espesor y ángulo) del 

cristal facilitan la producción de sucesivas reflexiones internas a lo largo de este 

antes de alcanzar al detector lo que explica la sensibilidad adicional que ofrece 

esta técnica (95).   

Factores como la profundidad de penetración en ingles “deep penetration” (dp), 

depende de otros componentes como la longitud de onda de la radiación, , el 

índice de refracción del cristal ATR, np, el índice de refracción de la muestra, ns, y 

del ángulo de incidencia del haz de radiación del cristal, , los cuales se relacionan 

de acuerdo con la ecuación 3:  

𝑑𝑝 =
𝜆

2𝜋𝑛𝑝(𝑠𝑒𝑛2−𝑛𝑠𝑝
2 )1/2

      Ecuación 3 

 

Donde, nsp=ns/np (ns<np). El camino óptico total en la muestra se obtiene 

multiplicando dp por el número de reflexiones que se hayan producido a través de 
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la misma. Esta técnica es muy efectiva especialmente en las regiones del 

infrarrojo medio e infrarrojo cercano para el análisis de sólidos y líquidos debido a 

la facilidad que presentan estos estados para compactarse contra el cristal al 

agregar presión(96,97). 

 

 

 

 

3.3 Interpretación espectral infrarroja 

Se pueden emplear diversas formas para la interpretación de los espectros 

obtenidos, los cuales conllevan la presencia de varios picos según la muestra. 

Para esto es necesario seguir procesos organizados que aumenten las 

posibilidades de obtener información precisa del espectro. Este es el proceso de 5 

pasos que puede seguir al interpretar espectros(98,99). 

1.) Utilización de datos de calidad. En lo posible, consiste en la interpretación de 

espectros con una buena relación señal/ruido, picos bien resueltos y sin 

artefactos, lo anterior brindará mayor precisión al análisis. Se pueden probar 

varios métodos experimentales y de software para mejorar la apariencia de un 

espectro.  

2.) Manejo de mezclas. La complejidad de la composición de la muestra hace 

más complejo el espectro y su respectiva interpretación. Todo lo que sea posible 

realizar para simplificar la composición de esta, facilitará el trabajo. 

3.) Utilización de conocimientos previos sobre la muestra. Es necesario la 

revisión de referencias relacionadas con la muestra en estudio, lo cual equivale a 

la búsqueda de posibles análisis químicos anteriores, origen, resultados, 

propiedades físico-químicas, propósito del estudio. Esto contribuye al estado de 

interpretación y la delimitación de la información.  

4.) Apariencia del espectro. La determinación de la resolución, el método de 

muestreo utilizado y si fueron realizadas manipulaciones espectrales (sustracción, 

suavizado, corrección de la línea de base, etc.) en el espectro, son importantes 

conocerlas con anticipación debido a que afectan la apariencia espectral. 

5.) Lectura y asignación de bandas. El análisis espectral requiere la observación 

del espectro para determinar la presencia o ausencia de picos a una longitud de 

onda. Posteriormente se compara el resultado, según el origen de las muestras, 

con distintas fuentes de información, búsqueda de bibliotecas o software de 

interpretación. De esta forma es posible afirmar o negar la presencia de una gran 
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cantidad de grupos funcionales importantes, considerar la intensidad de bandas, 

entre otras características(100,101). 

 

3.3.1 Quimiometría y Modelación  

 

El creciente avance de la tecnología, la búsqueda y obtención de resultados por 

medio de diferentes técnicas, han contribuido a la enorme producción de datos en 

diversas disciplinas del conocimiento. Los datos analíticos recopilados por FTIR de 

una determinada muestra en corto tiempo se convierten en una labor compleja en 

el momento del análisis, interpretación y uso de esos datos para lograr un objetivo 

en específico(102) (Figura 11). 

 

Figura 11. Evaluación gradual del procesamiento de muestras. 

 

Los instrumentos de espectroscopía vibracional como FTIR se han acoplado con 

diversos algoritmos quimiométricos para realizar tareas analíticas. El uso de la 

quimiometría permite el tratamiento de los datos proporcionando información 

química a partir de los datos espectrales y reduce la necesidad de calibraciones 

externas u otros procedimientos específicos para la determinación de cada una de 

las propiedades o componentes de una muestra, una vez establecidos los 

modelos multivariados que se emplearan(103). 

Los métodos de tratamiento previo de los datos “Pre-procesamiento”, son 

utilizados en la eliminación o reducción de señales no deseadas, previo al 

desarrollo de análisis del modelo. La selección del método de pre-procesamiento 

es un paso importante debido a su posterior influencia en la precisión y capacidad 

de discriminación o interpretabilidad del modelo. Dentro del grupo de tratamientos 
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más empleados se encuentran: el promediado de espectros, la primera y segunda 

derivada, centrado en la media, la corrección de dispersión multiplicativa, entre 

otros. 

El propósito de las técnicas multivariantes es el análisis simultáneo por medio de 

métodos estadísticos, de conjuntos de datos compuestos por distintas variables. 

Estas técnicas pueden ser supervisadas o no supervisadas, las primeras intentan 

relacionar las variables con alguna propiedad de la muestra, mientras que los no 

supervisados no se requiere información previa sobre la propiedad. Los métodos 

supervisados pueden dividirse en métodos de clasificación y métodos de 

predicción(91).  

 

El método de Mínimos Cuadrados Parciales (PLS, del inglés Partial Least 

Squares) es un método rápido, eficiente y óptimo que permite la comparación 

entre múltiples variables de respuesta y múltiples variables explicativas(102,104). 

Se utiliza para la construcción de modelos de predicción y es capaz de relacionar 

una característica de la muestra, con los espectros medidos.  

Posterior al proceso de construcción del modelo, la evaluación del mismo se 

realiza mediante el uso de figuras de mérito utilizadas para su validación. Dentro 

de estas se encuentran el error cuadrático medio de la calibración (RMSEC), una 

medida para los modelos sobre el ajuste a los datos de calibración. El error 

cuadrático medio de la validación cruzada (RMSECV) que se obtiene cuando 

únicamente se tiene el conjunto de calibración y se realiza la validación cruzada 

aplicada a este conjunto. El error cuadrático medio de la predicción (RMSEP), 

cuando el modelo se aplica a un conjunto constituido por muestras diferentes de 

las incluidas en la calibración. El error relativo cuadrático medio (RRMSEP), se 

utiliza para comparar la capacidad predictiva de distintos modelos. El coeficiente 

de determinación de la predicción (R2) es indicador de la bondad del ajuste del 

modelo aplicado al conjunto de validación. Este coeficiente determina el 

porcentaje de la varianza de la variable dependiente que es explicado por el 

modelo de regresión(91). 

 

El Análisis Discriminante mediante mínimos cuadrados parciales (PLS-DA, del 

inglés Partial Least Squares-Discriminant Analysis) es un método de clasificación 

lineal que combina las propiedades del PLS con el análisis discriminante(60). En el 

PLS-DA la matriz X se utiliza como predictor, y la matriz Y, que contiene variables 

ficticias, se utiliza como una respuesta. La matriz ficticia Y comprende variables 

categóricas (0,1) que indican la pertenencia a determinada clase. Se utiliza para 

calcular las respuestas predichas, que luego se emplean para la discriminación. 

En la implementación de PLS-DA tradicional, la regla de discriminación se basa en 
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la comparación de los valores de respuesta previstos con un umbral fijo (por 

ejemplo, 0.5)(105). El principal objetivo de PLS-DA es construir un modelo de 

discriminación adecuado para ser aplicado en futuras clasificaciones.  

Se puede utilizar una serie de parámetros para evaluar el rendimiento de los 

modelos de clasificación(102). La tasa de verdaderos positivos (VP) (TP, del inglés 

True Positive) es la probabilidad de que una muestra positiva pueda clasificarse 

como positiva, la tasa de verdaderos negativos (VN) (TN, del inglés True 

Negative), implica que una muestra negativa puede clasificarse como negativa. 

Este criterio también se maneja de forma similar para los falsos positivos (FP, del 

inglés False Positive) y falsos negativos (FN, del inglés False Negative). La 

sensibilidad es la capacidad del modelo evaluado para clasificar correctamente las 

muestras auténticas dentro de su grupo usando las tasas VP y FN. La 

especificidad se utiliza para estimar la capacidad del modelo para identificar 

correctamente las muestras en relación con los valores de VN y FP. La precisión 

es la tasa de clasificación correcta, independientemente de la clase de muestra. El 

puntaje F1 (del inglés, F1-score), es una métrica que resume precisión y 

sensibilidad, y es muy empleada por su utilidad en el análisis cuando la 

distribución entre las clases es desigual. La eficiencia permite establecer el 

desempeño del modelo, a través del promedio aritmético de los valores de 

sensibilidad y especificidad, donde un valor de 1 corresponde a una eficiencia del 

100%(106).  
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4. Diseño Metodológico 

4.1 Tipo de Estudio 

El estudio realizado es de tipo experimental. 

Este trabajo investigativo fue realizado en la Unidad de Genética y Biología 

Molecular (UGBM) de la Universidad Simón Bolívar, Barranquilla-Atlántico, dentro 

del proyecto “Biosensor de múltiple detección y discriminación de pequeñas 

secuencias de nucleótidos por FTIR y electroquímica de impedancia”. Siendo este 

aprobado por el comité de ética institucional. 

4.2 Demostración de la viabilidad de la técnica ATR-FTIR en la 

diferenciación de pequeñas secuencias de nucleótidos. 

4.2.1 Preparación y adquisición de espectros de ATR-FTIR para las 

diferentes secuencias previamente diseñadas. 

Se empleó un conjunto de 35 secuencias de nucleótidos descritas en la tabla 1. 

Estas fueron sintetizadas a través de la compañía comercial Macrogen, Inc (Corea 

del sur) según especificaciones que incluyen: longitud de 4, 8, 12,15 y 16 

nucleótidos, secuencias con repeticiones de bases y variación en las 

combinaciones posibles entre las mismas (N° 1 a la 18). El grupo restante (N°19-

N°35) corresponden a secuencias de primers. Del total de secuencias se 

adquirieron los espectros mediante la técnica de ATR-FTIR para el 

establecimiento de modelos que permitieran la diferenciación de pequeñas 

secuencias de nucleótidos. 

Tabla 1. Secuencias nucleotídicas previamente diseñados empleados para análisis de viabilidad de la 
técnica ATR-FTIR para la cuantificación del porcentaje de nucleótidos. %N: número de bases, 
porcentajes de Adenina (A%), Timina (%), Guanina (%G) y Citosina (%C). Los datos en rojo representan 
las secuencias usadas para test de validación externa. 

     
Nº 

Código Secuencia 
NT %A %C %T %G 

1 PolyA-16 AAAAAAAAAAAAAAAA 16 100,0 0,0 0,0 0,0 

2 polyT-16 TTTTTTTTTTTTTTTT 16 0,0 100,0 0,0 0,0 

3 polyC-16 CCCCCCCCCCCCCCCC 16 0,0 0,0 100,0 0,0 

4 polyG-16 GGGGGGGGGGGGGGGG 16 0,0 0,0 0,0 100,0 

5 polyAT-16 ATATATATATATATAT 16 50,0 0,0 0,0 50,0 

6 polyAC-16 ACACACACACACACAC 16 50,0 0,0 50,0 0,0 
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7 polyAG-16 AGAGAGAGAGAGAGAG 16 50,0 50,0 0,0 0,0 

8 polyTC-16 TCTCTCTCTCTCTCTC 16 0,0 50,0 50,0 0,0 

9 polyTG-16 TGTGTGTGTGTGTGTG 16 0,0 50,0 0,0 50,0 

10 polyCG-16 CGCGCGCGCGCGCGCG 16 0,0 0,0 50,0 50,0 

11 polyATC-15 ATCATCATCATCATC 15 33,3 33,3 33,3 0,0 

12 polyATG-15 ATGATGATGATGATG 15 33,3 33,3 0,0 33,3 

13 polyACG-15 ACGACGACGACGACG 15 0,0 33,3 33,3 33,3 

14 polyTCG-15 TCGTCGTCGTCGTCG 15 33,3 0,0 33,3 33,3 

15 polyATCG-16 ATCGATCGATCGATCG 16 25,0 25,0 25,0 25,0 

16 polyATCG-12 ATCGATCGATCG 2 25,0 25,0 25,0 25,0 

17 polyATCG-8 ATCGATCG 8 25,0 25,0 25,0 25,0 

18 polyATCG-4 ATCG 4 25,0 25,0 25,0 25,0 

19 L1F16 CACTATTTTGGAGGACTGGAAT 22 27,3 13,6 31,8 27,3 

20 L1F18 GCCCCTGCCTCTACACAGTA 20 20,0 45,0 20,0 15,0 

21 L1F31 CAACGTGCTCAGGGACAC 18 27,8 33,3 11,1 27,8 

22 L1F35 GTAGGTCGTGGTCAGCCATT 20 15,0 20,0 30,0 35,0 

23 L1F51 TCCAATACCTAAAACCTCAACG 22 40,9 36,4 18,2 4,5 

24 L1F66 CGCCGTAAACGTATTCCCTA 20 25,0 35,0 25,0 15,0 

25 L1R16 GATGAGGTGGTGGGTGTAGC 20 15,0 5,0 25,0 55,0 

26 L1R18 ATCCTGCTTATTGCCACCAC 20 20,0 40,0 30,0 10,0 

27 L1R31 GGGAGGTGTGGTCAATCC 18 16,7 16,7 22,2 44,4 

28 L1R35 TGGTTAGCATTACAAGGTGTGC 22 22,7 13,6 31,8 31,8 

29 L1R51 CACAACCCCACACCAACCTA 20 40,0 55,0 5,0 0,0 

30 L1R66 CCAACAGCAAGCAACCTAGA 20 45,0 35,0 5,0 15,0 

31 p3 AATTGCAGGGCCCCTAGAAAAAAGGGCTGT 30 33,3 20,0 16,7 30,0 

32 p5 TTCTATGGAGACTCCCTGACCCAAATGCCA 30 26,7 33,3 23,3 16,7 

33 p6 TCCCCTAGTGGGATGTGTACT 21 14,3 23,8 33,3 28,6 

34 p7 AGAGCAGACCAGAGCCAACAG 21 42,9 28,6 0,0 28,6 

35 p19 GAATCTCTCTGTTTTCTGCCAGTTC 25 12,0 28,0 44,0 16,0 

      

Durante el proceso de preparación de las muestras se agregó agua libre de 

nucleasas para lograr la disolución de los oligonucleótidos y polinucleótidos 

diseñados. 

La adquisición de los espectros por espectroscopía FTIR de las diferentes 

secuencias nucleotídicas fue realizada en el intervalo espectral entre 4000–400 

cm-1 utilizando un espectrómetro ALPHA FTIR spectrometer ATR, equipado con 

un cristal de diamante (Bruker Optics, Billerica, MA, USA), a una resolución 

espectral de 4 cm-1.  
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Para la caracterización espectroscópica de cada una de estas secuencias 

previamente diseñadas se depositó 1µL de cada muestra sobre la cara del cristal 

de diamante de la unidad ATR con la superficie tratada hacia arriba y la punta de 

la pinza micrométrica comprimida sobre la superficie para permitir el contacto 

adecuado y obtener los espectros característicos. Se esperó durante 

aproximadamente 15 minutos el secado a temperatura ambiente del volumen 

empleado para eliminar el exceso de agua. Posteriormente se midieron los 

espectros hasta que las bandas de absorción relacionadas con el agua fueran 

indetectables.  

Se realizaron en total 64 scans para cada análisis. Se adquirieron entre 10 a 30 

espectros para cada secuencia nucleotídica, dependiendo del tiempo de 

evaporación del solvente. 

 

4.2.2 Generación y validación del modelo estadístico para la cuantificación 

de porcentaje de nucleótidos mediante los espectros ATR-FTIR para 

las pequeñas secuencias 

 

Se utilizó el software Quant2™ de OPUS™ versión 4.2 (Bruker Optics) para la 

adquisición, procesamiento de datos y el análisis de espectros. 

Los espectros ATR-FTIR de cada muestra fueron promediados y normalizados por 

valores mínimos y máximos para la reducción del impacto de las diferencias de 

intensidad. 

Se realizó la calibración y validación de modelos espectrales para la cuantificación 

de porcentajes de nucleótidos (%N: %A, %G, %T, %C), mediante el algoritmo de 

regresión multivariable conocido como mínimos cuadrados parciales (PLS) en 

grupos de muestras independientes y se validó el modelo mediante una validación 

interna y externa. La validación interna consistió en una validación cruzada o cross 

validation-leave-one-out (CV, en inglés). 

La validación externa consistió en la predicción de dos tipos de nuevas 

secuencias, para el primero se seleccionó el subconjunto de datos espectrales 

obtenidos de algunas de las secuencias nucleotídicas sintetizadas, no empleadas 

en el conjunto de calibración con el mismo % de nucleótidos, para así determinar 

los valores de predicción de porcentajes de nucleótidos a partir de nuevos 

espectros de entrada al modelo, y la segunda consistió en nuevas secuencias con 
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valores de % de nucleótidos diferentes, las cuales se presentan resaltadas en rojo 

en la tabla 1. 

En toda la región espectral comprendida entre 4000-400 cm-1 se probaron los 

siguientes pasos de pre-procesamiento de datos: Pre-procesamiento de Datos No 

Espectrales, Eliminación de Desplazamiento Constante, Resta de Línea Recta, 

Normalización de Vector (VN), Normalización de Mínimos y Máximos, Corrección 

Multiplicativa de la Dispersión (MSC), Primera Derivada (1D), Segunda Derivada, 

Primera derivada + Resta de Línea Recta, Primera derivada + Normalización del 

Vector y Primera derivada + MSC. 

Mediante el proceso de optimización, el software verificó automáticamente los 

rangos espectrales comunes en combinación con los métodos de pre-

procesamiento de datos mencionados anteriormente, definiendo de esta forma las 

regiones espectrales más relevante para el análisis. La opción General A 

empleada, buscó la combinación óptima dividiendo el rango de frecuencia 

seleccionado en 10 áreas igualmente grandes y calculando sucesivamente 

combinaciones de estas áreas. 

En la construcción de los modelos de calibración se registraron los valores 

obtenidos de los siguientes parámetros: variables latentes (LV, Latent Variables), 

coeficiente de determinación (R2), error cuadrático medio de estimación (RMSEE, 

Root Mean Square Error of Estimation), error cuadrático medio de predicción 

(RMSEP, Root Mean Square Error of Prediction), error cuadrático medio de 

validación cruzada (RMSECV, Root Mean Square Error of Cross Validation). 
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4.3 Implementación de la técnica ATR-FTIR en la identificación de 

genotipos de virus de papiloma humano 

 

4.3.1 Selección de las muestras clínicas 

En el presente estudio se emplearon muestras de ADN de mujeres con edades 

entre 17 y 26 años y vida sexual activa de la población estudiantil, que asistieron a 

consultas de control ginecológico durante una jornada citológica realizada en la 

Universidad Simón bolívar en Barranquilla. A cada una de las participantes se le 

presentó un consentimiento informado (Anexo 1) para la aprobación o no del uso 

de las muestras cervicales obtenidas para el desarrollo de posteriores estudios.  

El procedimiento consistió en exploración ginecológica y toma de raspados 

endocervicales para estudio citológico y detección molecular de ADN de VPH. La 

extracción del ADN genómico se desarrolló empleando el DNeasy Blood & Tissue 

Kit (Spin-Column protocol, QUIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante en 

el protocolo de purificación de ADN total y almacenando las muestras a -20°C 

hasta su uso (107). Se determinó la concentración de las muestras empleando un 

espectrofotómetro de absorción ultravioleta (NanoDrop™ One, Thermo 

Scientific™), que mide el valor de absorbancia del ADN a una longitud de onda de 

260nm. La relación a 260/280 permitió evaluar la pureza de las muestras en 

proporción con la contaminación de proteínas, considerándose valores 

recomendados a los mayores de 1,6 (69). 

 

4.3.2 Caracterización de las muestras por la técnica estándar de real-time 

PCR y electroforesis 

 

Se desarrolló un análisis de curva melting a partir de señales fluorescentes 

emitidas por SYBR Green mediante ciclos de calentamiento entre 60 ºC a 94 ºC 

con incrementos de 0,3 ºC /s en ensayos real-time PCR, para la detección y 

genotipificación de VPH 16,18, 31, 35, 51 y 66 evaluados en un total de 19 

muestras. 

Se emplearon secuencias de primers específicos dirigidos a la región L1 del 

genoma viral, descritos en el estudio realizado por Tsakogiannis et al., 2014 (86) 

para la detección de los 6 genotipos de VPH mencionados anteriormente (Tabla 

2). Se organizaron 3 mezclas de primers, generando un volumen total para cada 
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una de 2.8 µL. La mezcla I consistía en 0.7 µL de primer forward y 0.7 µL de 

primer reverse de los genotipos de VPH 16 y VPH 35, la mezcla II conformada por 

los primers para VPH 18 y 31 y la mezcla III por los primers para VPH 51 Y 66.  

Tabla 2. Secuencias de primers específicos correspondientes a 

los genotipos de VPH 16,35,18,31,51 y 66 
(86)

 

Mezcla de 

primers 
Primers Secuencia (5´- 3´) 

I 

HPV-16 L1F ACTATTTTGGAGGACTGGAA 

HPV-16 L1R ATGAGGTGGTGGGTGTAGC 

HPV-35 L1F AGGTCGTGGTCAGCCATT 

HPV-35 L1R GGTTAGCATTACAAGGTGTGC 

II 

HPV-18 L1F CCCCTGCCTCTACACAGTA 

HPV-18 L1R CCTGCTTATTGCCACCAC 

HPV-31 L1F ACGTGCTCAGGGACAC 

HPV-31 L1R GGAGGTGTGGTCAATCC 

III 

HPV-51L1 F CCAATACCTAAAACCTCAAC 

HPV-51L1 R ACAACCCCACACCAACCTA 

HPV-66L1 F GCCGTAAACGTATTCCCTA 

HPV-66L1 R AACAGCAAGCAACCTAGA 

 

Para el proceso de amplificación se empleó un termociclador Bio-Rad CFX96TM. 

Cada ensayo PCR se realizó con un volumen final de 20 µL en el tubo de 

reacción, el cual contenía PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific), 2,8 µL de mezcla del conjunto de primers forward y reverse según el 

tipo de VPH evaluado, 10-100 ng/µL de plantilla de ADN conforme al rango de 

concentración recomendado por el fabricante para uso de la master mix (Applied 

Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) y agua libre de nucleasas (UltraPure™ 

DNase/RNase-Free, Invitrogen™). En cada ensayo de amplificación se emplearon 

controles positivos para los 6 genotipos de VPH y controles negativos que 

contenían solo mix PCR (todos los reactivos para el proceso de amplificación sin 

la adición de ADN). 
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Las condiciones del ciclo de amplificación corresponden a 94 ºC por 4 min, 

seguido por 40 ciclos de denaturalizacion a 94 ºC por 1 min, la fase de 

anillamiento a 50 ºC por 1 min; y de extensión a 72 ºC por 1 min, seguida por una 

adicional a 72 ºC durante 10 min.  

El tamaño de los amplicones se verificó por electroforesis en gel de agarosa al 2% 

en buffer TAE 1X (Tris-acetate-EDTA Buffer, Promega), visualizando los productos 

PCR mediante tinción con SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™, Thermo 

Fisher Scientific). Se depositaron 4 µL de cada muestra amplificada de ADN, 

mezclada con 2 µL de buffer de carga (Gel Loading Dye, New England Biolabs). 

Así mismo, el tamaño o peso molecular se determinó empleando 100 bp DNA 

Ladder (New England Biolabs) como marcador en el proceso electroforético.  

Las muestras se corrieron a 70V durante 105 minutos, revelando posteriormente el 

resultado de los geles en el Sistema de documentación en gel por 

quimioluminiscencia de BIO-RAD a través del software Molecular Imager® Gel 

Doc TM XR+ Imaging System. 

 

4.3.3 Preparación y adquisición de espectros de ATR-FTIR para los 

diferentes controles positivos, negativos y muestras amplificadas por 

real-time PCR. 

 

Utilizando el espectrómetro ALPHA FTIR spectrometer ATR, equipado con un 

cristal de diamante (Bruker Optics, Billerica, MA, USA) en el intervalo espectral 

entre 4000–400 cm-1 se realizaron en total 64 scans en cada análisis y se 

adquirieron entre 10 a 30 espectros a partir de 1µl de la solución PowerUp™ 

SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific), seis del total de muestras 

amplificadas (M1-M6), los controles positivos amplificados de los genotipos de 

VPH evaluados en este estudio (16, 18, 31, 35, 51 y 66) y los controles negativos.  

A partir de los resultados obtenidos, se realizó un promedio de la data espectral 

para la solución PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

y los controles positivos amplificados en el software OPUS™ versión 4.2 (Bruker 

Optics). Con los promedios resultantes se realizó una comparación de los 

espectros a los cuales se aplicó el método de normalización del vector, y se 

determinaron las señales relacionadas entre los controles positivos y la solución 

Master mix.  
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Para revelar las diferencias en las intensidades de las señales entre los 

compuestos mencionados, se realizó una sustracción del espectro de la Master 

mix a todos los controles positivos. Los conjuntos de espectros posteriores al 

proceso de sustracción se agruparon por archivo de cada muestra analizada 

empleando la función de “Assemble GC file” del programa Opus.  

 

4.3.4 Generación y validación de modelos estadísticos para discriminación 

mediante los espectros para los diferentes genotipos de VPH. 

 

Para el análisis estadístico multivariado se utilizaron diversos pre-tratamientos 

sobre los datos espectrales adquiridos de la solución Master mix, seis muestras 

amplificadas (M1-M6), los controles positivos amplificados de los genotipos de 

VPH evaluados (16, 18, 31, 35, 51 y 66) y los controles negativos, ya sea desde 

1ra y 2da derivada, correcciones de línea base, normalización, entre otros, 

empleando el software OPUS. A partir de los datos verdaderos y predichos 

generados en el proceso de validación en grupos de muestras independientes y 

validación cruzada se desarrollaron matrices de confusión, las cuales permiten 

estimar el rendimiento de cada modelo de predicción para infección o no por VPH 

16, 18, 31, 35, 51, 66, teniendo en cuenta los parámetros de precisión, 

sensibilidad, F1-Score y exactitud calculados de la siguiente manera:  

𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖ó𝑛 =
𝑉𝑃

VP+FP
  Ecuación 4 

 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑉𝑃

VP+FN
   Ecuación 5 

 

𝐹1 − 𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 =
2∗𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖ó𝑛∗𝑠𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑

precisión+sensibilidad
 Ecuación 6 

 

𝐸𝑥𝑎𝑐𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑 =
𝑉𝑃+𝑉𝑁

VP+FN+VN+FP
   Ecuación 7 

 

𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑉𝑁

VN+FP
   Ecuación 8 
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Donde VP significa verdadero positivo, VN verdadero negativo, FP para falso 

positivo y FN para falso negativo. 

Se estableció un valor umbral de 0.5 para indicar aquellos valores considerados 

positivos en la detección de infección por VPH (>0.5) y los que son negativos 

(<0.5). 

Se realizaron gráficos de dispersión basados en los resultados del Análisis 

discriminante por mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) representados para los 

modelos de predicción de los genotipos de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66 y las 

muestras negativas a la infección. El modelo fue evaluado por una validación 

interna CV y dos validaciones externas, la primera consistió en extraer 25% de los 

datos para la validación y la segunda consistió en la predicción de seis muestras 

de ADN proveniente de los raspados endocervicales con amplificación positiva 

para VPH 51, y controles positivos y negativos que se contrastaron con los 

resultados encontrados por el método convencional de real-time PCR. 
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5. Resultados y Discusión 

5.1 Viabilidad de la técnica ATR-FTIR en la diferenciación de 
pequeñas secuencias de ADN 

5.1.1 Asignación de bandas de ATR-FTIR para los diferentes 
desoxinucleótidos y secuencias de nucleótidos previamente 
diseñados.  

Los espectros infrarrojos tomados a partir de las soluciones preparadas de dATP, 

dTTP, dCTP y dGTP exhibieron modos vibracionales característicos en la región 

entre 3800 y 400 cm-1 al ser irradiadas mediante luz infrarroja. 

En la Figura 12 se muestran las bandas espectrales resultantes de los espectros 

capturados para cada muestra de dNTPs posterior al proceso de promediado y de 

normalización basado en un tratamiento de mínimos y máximos. 

 
Figura 12. Espectros ATR-FTIR promediados y normalizados de desoxiadenosina trifosfato 
(dATP), desoxicitidina trifosfato (dCTP) y desoxiguanosina trifostafo (dGTP) desoxitimidina 
trifosfato (dTTP) en el rango 3800 a 400 cm

-1
. 

 

Se estableció la relación entre las bandas espectrales y los modos vibratorios con 

base en los constituyentes de las muestras analizadas (Tablas 3 y 4).  
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Tabla 3. Asignación de modos vibracionales a las bandas observadas en los espectros ATR-FTIR 
de los desoxinucleótidos dATP, dTTP, dCTP y dGTP en el rango de 3400 a 400 cm

-1
. ν: vibración 

tipo estiramiento, δ: vibración tipo flexión, df: deformación, sim: modo simétrico, asm: modo 
asimétrico, Out-of-plane: fuera del plano, Gu: guanina, Ty: timina, Cy: citosina., D-ribosa: azúcar 
Desoxirribosa, P: grupo fosfato, gly: enlace glicosídico, Vib(ring): vibración del anillo. 

Códigos 

Bandas (cm-1) 

Asignaciones Referencias dATP dCTP dGTP dTTP 

A1/C1/T1/G1 3321 3330 3306 3340 νasm(NH)   (108–111) 
A2/C2/T2/G2 3190 3201 3123 3229 νsim(NH)  (108,109,111,112) 
A3/C3/T3/G3 2951 2959 2957 2959 νasm(C-H)   (109,112) 
A4/C4/T4/G4 2893 2893 2782 2818 νsim(C-H)  (109,112) 
A5/C5/T5/G5 3700-2600 νsim(O-H) + νasim(O-H) (108,111,112) 

G6/T6 - - 1693 1683 ν(C=C), ν(C=O), Gu[δ(N-H2)] (109,112,113) 
A6/C6 1649 1645 - - δ(N-H2)+ Cy[ν(C=O)]  (108,110,111,113) 

A7/C7/G7 1605 1608 1612-1582 - ν(C=N),ν(C=C) (108–110) 
A8/C8/G8/T7 1577-1478 1493 1533-1482 1479 glyco[δ(C-N-H)], δ(C-H) + 

Vib(ring) 

(108,113) 

T8 - - - 1437 δasm(CH3) (112) 
A9/G9 1421 - 1413 - δ(N=C-H) (108,109) 

C9 - 1414  - ν(C-N), df (N-H), df (C-H) (111) 
A10/C10/G10/T9 1336-1302 1367-1292 1360 1371 δ(C-N-H),δ(C-H),ν(C-N), 

Ty[δsim(CH3)], Cy [δ(C=C-H)]  D-
ribosa [ν(C-O)] 

(108–112) 

A11/C11/G11/T10 1229 1230 1235 1229 νasm(PO2-) + D-ribosa [v(C-N)] (108–112,114,115) 

A12/C12/G12/T11 1117 1116 1119 1116 P+D-ribosa[νsim(P-O-C)]  (109,111,112,114) 
A13/C13/G13/T12 1084 1084 1087 1082 νsim(PO2-)  (108,111,112,114,115) 

T13 - - - 1056 D-ribosa [ν(C-O)] + δ(N-C-H) (111,112) 
A14/C14/G14/T14 980 979 983 980 νsim(PO32-) + δ(C-N-C) (110,112,114,115) 
A15/C15/G15/T15 891 892 905 890 δ(C-N-C), D-ribosa[C-C, C-O], 

δ(N-H) out-of-plane  

(108,111,112) 

A16/C16/G16/T16 800-400 D-ribosa [ δ(O-H) out-of-plane], 
df (Ring CH)+ ν(C-
C),BaseVib[δ] 

(111,112) 

 

 

Así mismo, se adquirieron los espectros ATR-FTIR para las secuencias de 

oligonucleótidos con 100% de cada base nucleotídica (A, T, G, C) indicados con 

anterioridad en la tabla 1 (N°1-N°4). Se presentan las bandas características 
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según las absorciones de cada constituyente de las muestras, para lo cual se 

promediaron y normalizaron los espectros resultantes (Figura 13). Es importante 

mencionar que la presencia de disolventes como el agua (H2O) en el espectro 

provoca la aparición de bandas características debido a que esta molécula tienen 

una intensa absorbancia centrada en 1640 cm-1 aproximadamente (resultado de 

vibraciones de flexión) y 3330 cm-1 (vibraciones de estiramiento de O-H) (116), 

causando interferencia en la totalidad del espectro(117). Ante esto el software 

empleado realiza una sustracción del background en la muestra de estudio, y a su 

vez, el uso del método de reflectancia total atenuada (ATR) mejora la interacción 

de la luz IR y permite con la muestra permitiendo observar con mayor exactitud la 

intensidad relativa de las absorciones características de los componentes de la 

muestra (118,119). 

 

 

Figura 13. Espectros ATR-FTIR promediados y normalizados de polinucleótidos de adenina (A), 

citosina (C), guanina (G) y timina (T) en el rango 3800 a 400 cm
-1

. 

 

Con base a referencias y estudios reportados se plantearon las asignaciones 

correspondientes a las señales espectrales detalladas en las tablas 3 y 4, de esta 

forma fue posible el acercamiento, identificación y verificación de los datos 
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adquiridos a partir de los espectros recopilados y citados por diversos autores (120–

122). 

Tabla 4. Asignación de modos vibracionales a las bandas observadas en los espectros ATR-FTIR 
en el rango de 3800 a 700 cm

-1
 de las secuencias de polinucleotidos empleadas. ν: vibración tipo 

estiramiento, δ: vibración tipo flexión, df: deformación, sim: modo simétrico, asm: modo 
antisimétrico, D-ribosa: azúcar Desoxirribosa, P: grupo fosfato, gly: enlace glicosídico, Vib(ring): 
vibración del anillo, Gu: guanina, Ty: timina.  

Códigos 

Bandas (cm-1) 

Asignaciones Referencias dATP dCTP dGTP dTTP 

A1/C1/T1/G1 3384 3295 3136 3150 νasm(NH) (108–111) 

A2/C2/T2/G2 3149 3184 3046 3025 νsim(NH) (108–112) 

A3/C3/T3/G3 3044 2944 2920 2964 νasm(C-H) (108–110,112,123) 

A4/C4/T4/G4 2959 2890 2850 2854 νsim(C-H) (108–110,112,123) 

A5/C5/T5/G5 3700-2600 νsim(O-H) + νasm(O-H) (108,111,112,124) 

A6/C7 1684-1646 1722 - - δ(N-H2) (108,112,124,125) 

C6/T6/G6 - 1661 1690 1699 ν(C=O), Gu[δ(N-H2)] (108–110,112,124) 

A7/C8/G7 1615-1577 1612-1528 1612-1533 - ν(C=N) (108–110,113,124) 

A8/C9/G8/T7 1507 1490 1448 1472 glyco[δ(C-N-H)], Ty[δ(N-
H)+ δsim(CH3)] 

(108–

110,112,113,124,126) 
A9/G9 1406 - 1404 - δ(N=C-H) (108–110,112) 

C10/T8 - 1378 - 1407 δ(C=C-H), Ty[δasm(CH3)] (110,112,124,127) 

A10/C11//T9 1339 1291 - 1276-1220 ν(C-N-H) (108,110,112,124,128) 

A11/C12/G10/T10 1218 1209 1217 1220 νasm(P=O) PO2- 
Fosfodiester 

(123,126,128) 

A12/C13/G11/T11 1071 1075 1078 1064 νsim(P=O) PO2- fosfodiester 
+ D-ribosa [ν(C-O), CH2] 

(123,126,129) 

A13/C14/G12/T12 1016 1013 1013 1014 P + D-ribosa[ν(C-O)] (124,126,127,129) 

A14/C15/G13/T13 970 -700 δ(O-P-O) + D-ribosa [ν(C-
O, C-C) + Vib(ring)] 

(123,124,126,127,129) 

 

Se analizaron las señales obtenidas de los espectros ATR-FTIR en la región MIR 

entre 3800 y 400 cm-1. Las vibraciones fundamentales comprendidas entre 4000-

2500 cm-1 pueden atribuirse al estiramiento de algunos átomos con el hidrógeno 

(X-H), estos conjuntos de señales son moderadamente anchas y de intensidad 

media. Dentro del grupo anterior, el estiramiento O–H produce una banda ancha 

que se encuentra en el rango de 3700 a 3600 cm-1, el estiramiento N–H 

generalmente se observa entre 3400 y 3300 cm-1 y puede diferenciarse más 

fácilmente que el estiramiento O-H.  
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Las bandas de estiramiento C–H asimétricas y simétricas de un grupo 

generalmente ocurren en aproximadamente 2965 y 2880 cm-1(119,130).  

Debido a la ausencia de triples enlaces en las muestras, no se evidencian bandas 

en la región entre 2300 y 2050 cm-1 correspondiente a las vibraciones para este 

tipo de enlace (120). 

 

Las bandas principales en la región de los dobles enlaces se deben al estiramiento 

C=C y C=O. El estiramiento del grupo carbonilo (C=O) suelen ser las bandas más 

intensas del espectro, este comprende la región de 1830-1650 cm-1. El 

estiramiento C=C es mucho más débil y ocurre alrededor de 1650 cm-1, pero esta 

banda a menudo está ausente por motivos de simetría o momento dipolar. El 

estiramiento C=N también ocurre en esta región y generalmente es más fuerte 
(119,130,131). 

La mayoría de los enlaces simples absorben con números de onda similares y, por 

lo tanto, las vibraciones se acoplan. El patrón observado dependerá del esqueleto 

de carbono y los grupos funcionales adjuntos. 

En números de onda de valores superiores a 1500 cm-1, generalmente es posible 

asignar cada banda de absorción en un espectro infrarrojo, pero para la mayoría 

de las absorciones observadas por debajo de este valor (región “fingerprints”), la 

asignación tiene mayor complejidad, esto se aplica a la mayoría de las vibraciones 

de flexión y esqueléticas (estructura de carbono de un compuesto), que absorben 

en la región de 1500–600 cm-1, para las cuales los pequeños efectos estéricos o 

electrónicos en la molécula provocan grandes cambios, generando en mayor 

proporción que cada banda corresponda a una deformación particular de la 

molécula, al movimiento de un grupo de átomos o enlace particular incluso entre 

similares (120). 

Los resultados observados en las figuras 12 y 13, así como en las tablas 3 y 4 

correspondientes a las asignaciones basados en el numero de onda reportado 

para las secuencias de nucleótidos indica que el análisis de todo el espectro 

provee información característica de los ácidos nucleicos como el ADN. Los 

modos vibratorios presentes pueden dividirse dependiendo de los grupos 

constituyentes: base, azúcar (desoxirribosa para este caso) y fosfato (87,121).  

La región principalmente asociada a esta macromolécula o a secuencias 

nucleotídicas se encuentra en el rango entre 1800–600 cm-1 y se divide en cuatro 

dominios. El dominio I, entre 1800 y 1500 cm-1, muestra los picos asignados 

principalmente a vibraciones de estiramiento de doble enlace en el plano de las 

bases nitrogenadas (16,123,132).. El dominio II, entre 1500 y 1250 cm-1, es 

característico para la relación azúcar-base. El dominio III, entre 1250 y 1000 cm-1, 
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contiene dos picos intensos del espectro IR de los ácidos nucleicos asignados a 

las vibraciones asimétrica y simétrica de los grupos fosfato, situados 

aproximadamente entre 1230 y 1089 cm-1 respectivamente (126). 

Finalmente, el dominio IV, por debajo de 1000 cm-1, contiene absorciones que 

involucran vibraciones de los azúcares, vibraciones de la cadena de fosfodiéster y 

vibraciones fuera del plano de los dobles enlaces que conforman las bases (133,134).  

 

 

5.1.2. Generación y validación modelo estadístico para cuantificación de 

porcentaje de nucleótidos mediante los espectros ATR-FTIR para las 

pequeñas secuencias 

 

La tabla 5 resume las figuras de mérito del método PLS desarrollado en el proceso 

de calibración y validación de los modelos para la cuantificación de porcentajes de 

nucleótidos de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de 881 espectros 

tomados de las secuencias de nucleótidos descritas previamente en la tabla 1. 

 
Tabla 5. Valores de los parámetros relevantes del modelo PLS para la 

cuantificación de porcentajes de nucleótidos. 

Parámetro 
Valores 

Adenina Citosina Guanina Timina 

LV 10 10 10 10 

R2  Cross Validation 99,34 99,55 99,62 99,57 

R2 Predicción 1 99,44 99,65 99,75 99,73 

R2 Predicción 2 99,47 99,77 99,75 99,82 

RMSEE (%) 1,2 0,95 1,2 1,1 

RMSEP1 (%) 1,7 1,3 1,4 1,1 

RMSEP2 (%) 1,8 1,9 1,9 1,7 

RMSECV (%) 1,6 1,3 1,5 1,4 

Pre-procesamiento VN VN VN 1D-VN 

Regiones 3637-3277 
2918-2197 
183-1119 

3996-3277 
2918-2197 
1838-1119 

3637-3277 
2918-2558 
1838-758 

3996-3635 
3277-2558 
1838-399 

LV: variables latentes, R
2
: coeficiente de determinación, RMSEE: error 

cuadrático medio de estimación, RMSEP: error cuadrático medio de 

predicción, RMSECV: error cuadrático medio de validación cruzada, VN: 

Normalización del vector, 1D+VN: 1ra Derivada + Normalización del vector. 
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El número de LV utilizados para los modelos fue de 10. Estos factores (LVs) en el 

algoritmo PLS son importantes para la obtención de un modelo robusto y 

confiable, indicando la posibilidad de concentrar en un menor número de variables, 

la información contenida en las variables medidas y al decribir gran cantidad de 

varianza permite la reducción del error en el modelo(91). 

Los valores del coeficiente de determinación (R2) permitieron la verificación de la 

bondad de ajuste del modelo a las variables o muestras del conjunto de prueba 

(test) y cross validation, suministrando información sobre el porcentaje de varianza 

presente en los valores del % de nucleótidos de referencia reproducidos en el 

análisis PLS. Los resultados obtenidos de R2 para el conjunto de predicciones y el 

sistema de validación cruzada (cross validation) oscilaron entre 99,57 y 99,82, 

indicando el ajuste de los modelos en la predicción del porcentaje de 

nucleótidos(135). 

Así mismo, los gráficos de la Figura 14 revelan la buena relación entre los valores 

predichos (%) determinados por los modelos quimiométricos y los valores reales 

de referencia (%) para las muestras.  
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Figura 14. Valores predichos versus valores de referencia en los modelos aplicados para el 
porcentaje de: A) % Adenina, B) %Citosina, C) %Guanina y D) %Timina, mediante regresión por 
mínimos cuadrados parciales (PLS). 

Los datos del conjunto de prueba (Test) se indican con puntos rojos y triángulos 

azules para los test 1 y 2 respectivamente; los datos de CV se indican mediante 

cuadrados. La línea de puntos representa el caso ideal o modelo perfecto (y=x), 

en el que todos los valores predichos son iguales a los valores de referencia en 

todo el rango de datos. Se evidencia una baja dispersión de los datos (Figura 14) 

sobre la línea de mejor desempeño (y=x) para los valores predichos de las 

calibraciones, validaciones cruzadas y pruebas. Comportamiento que indica el 

bajo porcentaje de error en los valores. 

Los estadísticos mostraron errores relativos RMSEE, RMSECV y RMSEP entre 

0,95 y 1,9%, valores considerados dentro del modelo de regresión, determinantes 

en el análisis de su adecuada capacidad de predicción(91). 

Del conjunto de pretratamientos evaluados por el software, el empleado para la 

optimización de los modelos de adenina, citosina y guanina fue VN. El pre-

procesamiento de datos de normalización del vector (en inglés, Vector 

Normalization) es un método que permite establecer un valor dado al área debajo 

de una o varias bandas, calculando el valor y promedio, restándolo posteriormente 

del espectro. Luego, se calcula la suma de cuadrados de todos los valores de y, y 

se divide por la raíz cuadrada de esta suma. Este método alternativo facilita la 

interpretación de los espectros(126). 

Para el caso del modelo para porcentaje de timina, el pretratamiento resultante fue 

1D+VN. La primera derivada se obtiene como la diferencia entre absorbancias, a 

dos longitudes de onda consecutivas. El uso de derivadas mejora la diferenciación 

tras el solapamiento de picos y elimina desplazamientos lineales y cuadráticos de 

la línea base (92).  

A su vez, se registran las regiones espectrales consideradas por el análisis de 

optimización en el establecimiento de los mejores modelos para los porcentajes de 

nucleótidos en este trabajo (Tabla 5). Generalmente se excluyen algunas áreas 

con presencia de componentes no deseados (ruido) o con ausencia de bandas 
(136). Se encontraron variabilidades en las señales entre las muestras a lo largo del 

espectro, por lo tanto, para este estudio se tomó en cuenta la mayor parte del 

espectro comprendido entre 4000 y 400 cm-1.  

La aceptación del uso de todo el rango espectral puede relacionarse con las 

multiples variaciones que se presentan. Generalmente los métodos de análisis 
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cuantitativo de infrarrojos utilizan las intensidades de los grupos C=O, N-H u O-H 

localizadas en la región MIR entre 3800 y 1600 cm-1(101,114,115).  

Para el caso de muestras de nucleótidos (A, T, G y C), presentan diferencias a lo 

largo de la región espectral entre 1800 y 400 cm-1, donde los modos vibracionales 

son asignados dependiendo de la base, azúcar (desoxirribosa) y fosfato 

constituyente, así como sus interacciones (87,121).  

 

5.2 Implementación de la técnica ATR-FTIR en la identificación de 

genotipos de virus de papiloma humano (VPH) 

5.2.1 Caracterización de las muestras por espectrofotometría UV, la técnica 

estándar de real-time PCR y electroforesis. 

En este trabajo se empleó la técnica de real-time PCR junto con un análisis de 

temperatura de melting (Tm) para la detección de secuencias virales y 

determinación del genotipo de VPH asociado; sistema similar al planteado por 

Tsakogiannis et al., 2014 (86). 

Primeramente, se determinó la concentración de ADN de cada una de las 

muestras, obteniéndose valores entre 3 hasta 57 ng/µL (Tabla 6).  A partir de 

estos resultados, se tomaron de 1 a 4 µL de ADN para el desarrollo de las 

reacciones PCR, siguiendo las indicaciones planteadas por el fabricante quien 

recomienda 10-100 ng de ADN genómico para el uso de la Master Mix. 

Tabla 6. Concentración de ADN (ng/µL) obtenida por 
espectrofotometría UV para cada muestra de estudio y sus 
respectivas proporciones 260/280 y 260/230. 

Código de 
la muestra 

ADN 
(ng/µL) 

A260/A280 A260/A230 

M01 18,230 1,946 0,689 

M02 23,935 1,893 0,821 

M03 6,241 1,880 0,299 

M04 20,772 1,868 0,587 

M05 57,529 1,897 1,174 

M06 12,763 2,040 0,551 

M07 8,449 1,956 0,357 

M08 13,911 1,957 0,596 

M09 2,577 1,701 0,131 
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M10 4,933 2,354 0,227 

M11 4,590 2,832 0,184 

M12 3,986 2,786 0,197 

M13 3,304 2,455 0,172 

M14 9,996 2,095 0,420 

M15 8,106 1,954 0,357 

M16 3,930 2,278 0,136 

M17 3,073 2,270 0,173 

M18 3,738 1,993 0,187 

M19 42,439 1,860 0,863 

 

En la tabla 6 se muestran las proporciones 260/280 con resultados entre 1,70 a 

2,83 y las proporciones 260/230 entre 0,13 a 1,17. Los primeros valores son 

indicadores de la pureza de las muestras en relación con la contaminación de 

proteínas y debe oscilar preferiblemente entre 1,8 y 2,0. Los obtenidos para la 

relación 260/230 evalúan la presencia de contaminación con reactivos de las 

muestras, donde los valores pueden estar entre 1,7 y 2,2 (11,69). Lo anterior revela 

que la calidad (concentración y pureza) del material genético analizado no puede 

ser considerada óptima, condición posiblemente atribuida al tipo de muestra 

biológica o tratamiento previo de la misma, entre otros factores pueden hacer 

variar considerablemente la calidad de las muestras extraídas (137). Sin embargo, 

La alta sensibilidad de la técnica de real-time PCR permitió la amplificación de las 

muestras positivas para alguno de los tipos virales estudiados a partir de mínimas 

concentraciones de ADN molde presentadas (138).  

En el proceso de amplificación se utilizaron primers específicos para la detección 

de 6 subtipos virales: VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66, dirigidos hacia la región más 

conservada entre el genoma de los papilomavirus, la región L1, la cual codifica la 

proteína estructural L1 que conforma la cápside viral y está implicada en el 

ensamblaje de los viriones y la invasión del virus a las células epiteliales (139). Con 

base a lo descrito en el estudio realizado por Tsakogiannis et al., 2014 (86), ellos 

verificaron la especificidad de estos cebadores utilizando la herramienta de 

búsqueda de alineación local básica de nucleótidos (BLAST; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

De las 19 muestras de ADN provenientes de raspados citológicos de mujeres, se 

obtuvo un total de 16 resultados positivos mediante real-time PCR para infección 

por VPH, donde los genotipos detectados fueron 51 y 66 en 14 y 2 muestras 

respectivamente (anexo 2 y 3). Tres muestras mostraron resultado negativo para 
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los 6 tipos de VPH analizados (Tabla 7). La técnica real-time PCR permitió 

conocer el estado de amplificación de las muestras durante la fase exponencial de 

la reacción gracias a la detección de señales fluorescentes del colorante SYBR® 

Green. El aumento de la señal de fluorescencia se detectó proporcionalmente a la 

unión del colorante a cada nueva copia de ADN de doble hebra en la reacción 

PCR tras el proceso de hibridación de los primers con la secuencia específica 
(80,140,141). 

 

 

Tabla 7. Valores de las temperaturas melting (Tm) 
resultantes en las amplificaciones de las muestras de 
ADN y genotipo de VPH asociado. 

Código de 
la Muestra 

Tm (°C) Genotipo VPH 
asociado 

M01 78,5 51 

M02 78,5 51 

M03 78,5 51 

M04 78,5 51 

M05 78 51 

M06 78 51 

M07 77,7 51 

M08 77,7 51 

M09 77,7 51 

M10 77,7 51 

M11 77,7 51 

M12 77,7 51 

M13 77,7 51 

M14 77,7 51 

M15 79,5 66 

M16 79,8 66 

M17 - - 

M18 - - 

M19 - - 

 

Los genotipos específicos de VPH se distinguieron y detectaron por sus valores de 

temperatura de fusión (Tabla 7). La Tm, es decir, la temperatura a la que la mitad 

de las hebras se encuentran en la conformación de doble hélice, está determinada 

por la estabilidad térmica del ADN. Debido a los enlaces de hidrógeno, las uniones 
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A-T tienen una temperatura de fusión más baja que las ricas en regiones G-C 
(142,143). 

Con los datos de las temperaturas melting obtenidas posterior a los procesos de 

amplificación, se generaron gráficos representativos de la primera derivada del 

perfil de fluorescencia (1stD(RFU)) frente a la temperatura para discriminar entre 

los amplicones específicos y los productos de amplificación no específicos. En los 

ensayos de amplificación realizados con cada conjunto de cebadores (I, II y III) se 

relacionaron los valores de Tm obtenidos para los controles positivos de los tipos 

VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66 (Figura 15), con los resultados de Tm de las muestras 

para la determinación de infección por VPH, permitiendo el reporte de los gráficos 

donde los picos o puntos más altos de cada curva característica fueron 

determinantes de la Tm. 

Es importante considerar los resultados por cada reacción ya que la temperatura 

de fusión de las muestras no siempre es la misma debido a diferentes factores 

como variaciones en la secuencia, concentración de guanina y citosina, longitud 

de los cebadores, la cantidad de reactivos y preparación de las muestras o a 

errores de manipulación y pipeteo. Es necesario observar detenidamente los 

valores de Tm y las formas de los picos de fusión para establecer un rango de 

temperaturas para cada genotipo, de esta forma las muestras pueden ser 

correctamente identificadas(81,138,144). 
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Figura 15. Curvas de temperatura de melting (Tm) obtenidas para los controles 
positivos de VPH 16,18,31,35,51 y 66, posterior al proceso de real-time PCR SYBR 
Green. Eje y: Primera derivada del perfil de fluorescencia 1stD(RFU); Eje x: 
Temperatura en °C. 

 

Con resultado positivo para VPH 51, se agruparon las muestras 1-4 con una 
temperatura de 78,5 °C, las muestras 5 y 6 con 78°C y las muestras 7-14 con 
77,7°C (Figura 16). Para las muestras 15 y 16 con resultado positivo para VPH 66, 
las temperaturas melting fueron de 79,5 y 79,8 respectivamente (Figura 17). 
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Figura 16. Curvas de temperatura de melting (Tm) obtenidas para las muestras amplificadas de 
ADN positivas para VPH 51, posterior al proceso de real-time PCR SYBR Green. A) Tm= 78.5 para 
las muestras M01-M04; B) Tm= 78 para las muestras M05 y M06; C) Tm= 77.7 para las muestras 
M07-M14. Eje y: Primera derivada del perfil de fluorescencia 1stD(RFU); Eje x: Temperatura en °C.  

 

 

Figura 17. Curvas de temperatura de melting (Tm) obtenidas para las muestras amplificadas de 
ADN positivas para VPH 66, posterior al proceso de real-time PCR SYBR Green. A) Tm= 79.5 para 
la muestra M15; B) Tm= 79.8 para la muestra M16. Eje y: Primera derivada del perfil de 

fluorescencia 1stD(RFU); Eje x: Temperatura en °C.  



72 
 

 

Para la verificación del tamaño de los productos real-time PCR amplificados se 

emplearon los valores reportados para los amplicones de los 6 tipos de VPH 

analizados (Tabla 8) y se compararon con los resultados del corrido electroforético 

de las muestras (86).  

 

Tabla 8. Secuencias de primers específicos correspondientes a los tipos de 
VPH 16, 35, 18, 31, 51 y 66, longitudes en pares de bases (bp) de los 
productos amplificados reportados con base a Tsakogiannis et al. 2015 

(86)
 y 

temperaturas melting (Tm) en °C determinadas mediante real-time PCR 
SYBR Green. 

Primers Secuencia (5´- 3´) 
Producto PCR 

(bp) 
Tm (°C) 

HPV-16 L1F ACTATTTTGGAGGACTGGAA 291 79 

HPV-16 L1R ATGAGGTGGTGGGTGTAGC   

HPV-35 L1F AGGTCGTGGTCAGCCATT 227 77 

HPV-35 L1R GGTTAGCATTACAAGGTGTGC   

HPV-18 L1F CCCCTGCCTCTACACAGTA 292 79.5 

HPV-18 L1R CCTGCTTATTGCCACCAC   

HPV-31 L1F ACGTGCTCAGGGACAC 291 77.5 

HPV-31 L1R GGAGGTGTGGTCAATCC   

HPV-51L1 F CCAATACCTAAAACCTCAAC 155 77.7 

HPV-51L1 R ACAACCCCACACCAACCTA   

HPV-66L1 F GCCGTAAACGTATTCCCTA 168 80 

HPV-66L1 R AACAGCAAGCAACCTAGA   

 

 

Los resultados revelados por electroforesis en gel de agarosa respaldan la 

amplificación de los controles positivos (anexo 3) para los 6 tipos de VPH (Figura 

15) al comparar la intensidad y posición de la banda con el marcador de paso 

molecular (Figura 18-A).  
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los productos real-time PCR amplificados. A) 
Controles positivos para los genotipos de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66. B) Controles positivos para 
los genotipos de VPH 51, VPH 66 y las muestras M10 y M13 con detección positiva del tipo de 
VPH 51. C) Controles positivos para los genotipos de VPH 51, VPH 66 y la muestra M16 con 

detección positiva del tipo de VPH 66. 

 

Así mismo en los geles expuestos (Figura 18-B,C) confirma la validez de la 

especificidad genómica de los amplicones, confirmando con base al peso 

molecular, las amplificaciones positivas para los tipos de VPH 51 y 66 en este 

caso particular para las muestras 10,13 y 16. El rango de tamaño obtenido de los 

productos para las muestras de estudio VPH positivas para 51 y 66 se presentó 

entre 150-170 pb. 

 

Si bien el número de pacientes involucrados en este estudio es bajo, la infección 

por VPH detectada en casi todas las muestras (16 de 19 casos) es un reflejo de 

las altas tasas de infección que se presentan y son reportadas en diferentes 

investigaciones(1,21,26,32,36,145), esto, considerando la infección por VPH una de las 

enfermedades de transmisión sexual más común, estimando que hasta 79 

millones de mujeres sexualmente activas a nivel mundial se infectarán con  VPH 

durante su vida (146). 

Lo anterior permite mencionar que la infección por virus del papiloma humano de 

alto riesgo es el agente etiológico más importante relacionado con la formación de 

los carcinomas de cuello uterino, el cual, a su vez parece mostrar una variación en 

la incidencia de los tipos de VPH en la población.  En todo el mundo, los genotipos 

de VPH más comunes son los VPH 16/18 detectados hasta en un 70% de los 
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cánceres de cuello uterino (146).  Bedoya et al. en el 2019 (147) realizaron un estudio 

en mujeres de la región litoral de Ecuador, mayores de 30 años, con lesiones 

cervicales, donde el análisis por PCR mostró resultados VPH positivos para el 

93,8 % del total de 320 muestras analizadas. El estudio representa un panorama 

heterogéneo sobre la prevalencia de los tipos VPH, donde los genotipos 58, 70, 

53, 35, 35, 16, 33 y 31 presentaron porcentajes de frecuencia entre 25 hasta el 

81% y para los genotipos de VPH 18, 51 y 66 los porcentajes obtenidos fueron de 

19, 7 y 3% respectivamente. Los resultados de Trujillo et al., en el 2016 (72), 

mediante su estudio para la determinar la distribución de 37 genotipos de VPH en 

543 muestras provenientes de mujeres de Bogotá rango entre 19 y 75 años, con 

citología cervicouterina anormal, revelaron que las infecciones con tipos de VPH 

de alto riesgo fueron las más frecuentes donde los tipos virales prevalentes fueron: 

VPH16 con 30,2%, 58-12,3%, 56-8,8%, 18-7,9%, 31-6,3%, 66-5,9%, y 51 con 

5,5%.  

Esta prevalencia enfatiza la necesidad de profesionales de la salud calificados, la 

realización de exámenes colposcópicos, moleculares y búsqueda de estrategias 

que permitan detectar y controlar la enfermedad (146).  

 

 

 

 

 

5.2.2 Preparación y adquisición de espectros de FTIR para los diferentes 

controles positivos, negativos y muestras amplificadas por real-time 

PCR. 

 

Se empleó el software OPUS™ para realizar el promediado y procesamiento por 

normalización del vector de los espectros obtenidos para los controles positivos 

amplificados de VPH 13,18, 31, 35, 51 y 66, así, como de la solución PowerUp™ 

SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) utilizada en este estudio para 

la preparación del mix PCR durante los procesos de amplificación. 
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Figura 19. Espectros ATR-FTIR de la solución de PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific) y los controles positivos amplificados de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66, promediados y 

desarrollados por normalización del vector en el rango 3800 a 400 cm
-1

. Eje y:  Absorbancia; Eje x: 
Número de onda (cm

-1
). 

Como se observa en la Figura 19, el comportamiento de las curvas de la solución 

Master Mix y los controles positivos amplificados en todo el rango espectral es 

similar. Lo anterior, sugiere que los espectros FTIR incluyen principalmente las 

vibraciones que surgen de los componentes de la solución PowerUp™ SYBR™ 

Green Master Mix, identificada con fórmula molecular C32H37N4S, generando la 

aparición de bandas anchas posiblemente por la superposición y combinación de 

modos vibracionales de los enlaces químicos C-H, O-H, C-N, C=C, C=N(117,148), 

grupos que pueden presentar picos de absorción en la región espectral de 3000 a 

1700 cm-1, lo que no permite evidenciar las diferentes señales individuales entre 

las muestras de ADN control(89,117).  

Empleando la técnica de sustracción espectral presente en el software OPUS™ 

fue posible observar mayormente las diferencias espectrales entre cada uno de los 

controles amplificados (Figura 20). 
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Figura 20. Espectros ATR-FTIR de los controles positivos amplificados de VPH 16, 18, 31, 
35, 51 Y 66 posterior al proceso de sustracción espectral compensada de la solución de 
PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Regiones del espectro 
infrarrojo comprendidas entre diferentes rangos: A) 3663 a 2399 cm

-1
; B) 1800 a 1160 cm

-1
; 

C) 1160 a 810 cm
-1

; D) 810 a 400 cm
-1

. Eje y:  Absorbancia; Eje x: Número de onda (cm
-1

). 

 

Antes del proceso de sustracción de la señal espectral de la master mix, se 

procedió a realizar cortes de la región del espectro infrarrojo en diferentes rangos: 

3663 a 2399 cm-1, 1800 a 1160 cm-1, 1160 a 810 cm-1 y 810 a 400 cm-1. 

En esta parte se esperaba ver cambios entre los espectros debido a que las 

curvas que se evidencian en los gráficos son el resultado de las señales de las 

moléculas de ADN amplificadas en los controles detectados sin el solapamiento de 

las bandas de absorción provocadas por la presencia en las muestras del espectro 

de la solución Master Mix(148). Sin embargo se pueden seguir presentando rastros 

a lo largo del espectro de esta solución que aún logran estar incorporados a la 

muestra(148).   

Es posible observar diferencias entre picos, desplazamiento entre bandas o 

cambios en intensidad(92) al comparar las señales obtenidas para los controles 

positivos amplificados de los tipos de VPH estudiados en las regiones entre 3500 
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a 2800 cm-1, 1700 a 1200 cm-1, 1100 a 700 cm-1 y la última región de 800 a 400 

cm-1.  

Lo anterior, relacionado a las que absorciones IR en los ácidos nucleicos provocan 

vibraciones que surgen de diferentes zonas de la biomolécula de ADN. Las 

principales vibraciones pueden observarse en la región del espectro entre 1800 y 

700 cm-1. El estiramiento de los dobles enlaces abarca el rango entre 1800 y 1500 

cm-1, uniones base-azúcar entre 1500 y 1250 cm-1, las bandas entre 1250 y 1000 

cm-1 son producto de fuertes absorciones de grupos fosfato y del azúcar, y por 

debajo de 1000 cm-1 vibraciones de la cadena fosfodiéster acopladas a las 

vibraciones del azúcar. Por consiguiente, es importante la observación del rango 

espectral completo para estudios y análisis de cambios que puedan ocurrir en el 

ADN (119,131,149).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Generación y validación de modelos estadísticos para discriminación 

mediante los espectros para los diferentes genotipos de VPH. 

 
Dentro de los parámetros sugeridos por el software para la optimización de los 

modelos para la detección en las muestras de los genotipos de VPH 16, 18, 31, 

35, 51 y 66 así como de muestras negativas, los resultados mostraron el uso del 

algoritmo MSC para los VPH 16 y 31, Straight Line Subtraction para VPH 18 y 51 y 

VN para los tipos de VPH 35 y 66. Además, el uso de diferentes regiones a lo 

largo del espectro identificadas según los diferentes parámetros como los rangos 

con mayor contribución en las variables para la discriminación entre estas, sugiere 

que es necesario abarcar todo el rango para un análisis y diferenciación más 

acertado entre las muestras(91,136,150). 

 

Las matrices de confusión con base al algoritmo PLS-DA se realizaron 

considerando variables categóricas de 1, que supera el umbral de 0,5 indicando la 
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pertenencia a determinada clase (genotipo de VPH u otro tipo de muestra), y, 0, 

para los valores negativos, es decir, inferiores a 0,5.  

 

Conforme a los resultados obtenidos, la sensibilidad reportó valores entre 0,87 y 1, 

revelando la proporción de muestras que pertenecen al genotipo de VPH indicado 

en cada tabla y que son correctamente identificadas por el modelo matemático. 

En conjunto con el anterior parámetro, los valores de precisión, exactitud y F1-

score con resultados oscilantes entre 0,88 y 1 representan el excelente 

rendimiento del modelo creado para la clasificación y discriminación de las 

muestras de controles positivos amplificados para los genotipos de VPH, muestras 

amplificadas de ADN proveniente de los raspados cervicouterino positivas para 

VPH 51 y controles negativos que consistían en los espectros de las mezclas de 

todos los reactivos para PCR exceptuando ADN, así como los generados por la 

solución de la Master Mix. 

 

 
 
Figura 21. Tablas de confusión de los modelos de predicción evaluados para el conjunto de datos 

en la detección de los tipos de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66. Se presentan los valores de precisión, 

sensibilidad, F1-Score y exactitud resultantes de los cálculos en cross validation y test para cada 

modelo.  
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Los valores obtenidos en este estudio son mayores a los reportados por Pereira et 

al.,(151) quienes realizaron un análisis de espectroscopia FT-IR en muestras de 

líquido cervical de 50 pacientes mujeres con citología cervical normal; en esta 

investigación obtuvieron una tasa de verdaderos positivos o sensibilidad de 76,9% 

y para la tasa de verdaderos negativos o especificidad un valor de 76,7% para la 

detección de células normales e infectadas por VPH. Neves et al.,(152) destacaron 

la potencialidad de la espectroscopia ATR-FTIR combinada con análisis 

multivariante como herramienta de detección en plasma sanguíneo de cáncer 

cervical precanceroso, en su investigación obtuvieron valores de sensibilidad 

alrededor del 90% y una especificidad del 83%. A su vez, Paraskevaidi et al.,(150) 

enfatizaron en el uso de las técnicas espectroscópicas en la detección y el 

diagnóstico de carcinomas ginecológicos, considerando que en su estudio 

emplearon ATR-FTIR para analizar muestras de orina de mujeres con cáncer de 

endometrio, de ovario y de individuos sanos. Posterior al proceso de aplicación de 

métodos multivariados y algoritmos de clasificación alcanzaron porcentajes de 

95% de sensibilidad, 100% de especificidad y 95% de precisión para el cáncer de 

endometrio; para el cáncer de ovario 100% de sensibilidad, 96,3% de 

especificidad y 100 % de precisión. Ambos autores resaltan el uso de ATR-FTIR 

como una técnica que brinda gran respaldo en el proceso de cribado para la 

reducción de la incidencia de enfermedades como el cáncer cervical(78).   

 

La Figura 22 señala las predicciones realizadas por cada modelo según la 

clasificación para los espectros de entrada de las muestras con relación a los 

resultados obtenidos por la técnica estándar de real-time PCR.  
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Figura 22. Resultados de la ejecución de los modelos de detección para los 6 genotipos de VPH 
analizados y modelo de predicción de muestras negativas. (+) Resultado positivo predicho por el 
modelo correspondiente; (–) resultado predicho como negativo. En rojo se presentan los 

resultados de predicción atípicos. 

 

 

 

 

El modelo para detección de VPH 51 predijo como positivo todas las muestras 

clínicas, coincidiendo con los resultados real-time PCR, así mismo, los modelos 

negativos indicaron de forma acertada aquellos considerados como negativos. 

Para los controles positivos de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66 los modelos predijeron 

correctamente la mayor parte de ellos, exceptuando algunos controles positivos 

amplificados en otras reacciones (C+18_1, C+31_1, c+31_2, C+66_1 y C+66_2), 

que también se tomaron para la prueba de los modelos (Figura 22). Con base a lo 

anterior es posible considerar que a pesar del éxito general en la clasificación por 

parte de los modelos, se requiere el análisis de las variables empleadas, 

espectros, muestras, procedimientos previos y uso de componentes, entre otros 

factores que puedan intervenir o generar variaciones en el resultado final de la 

evaluación del modelo (91,118,135,153). 

 

En la figura 23 se muestran también los gráficos de dispersión basados en el 

algoritmo PLS-DA para todos los modelos (Figura 23).  
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Con base a los espectros tomados por muestra (en total, 874 espectros), se 

observan agrupaciones de acuerdo a los resultados de la predicción de cada 

modelo para la detección de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66. La línea punteada indica 

el valor del umbral (0,5), necesario para la discriminación entre muestras positivas 

(>0,5) y negativas (<0,5). 

 

Figura 23. Gráficos de dispersión PLS-DA de los espectros FTIR empleados para la evaluación de 

los modelos para predicción de los tipos de VPH 16(A),18(B), 31(C), 35(D) ,51(E) y 66(F) y 

negativos(G), en los espectros de muestras clínicas amplificadas, controles positivos amplificados, 

solución de Master mix y controles negativos. Línea punteada (---) indica el valor del umbral 

equivalente a 0.5.  

 

En cada gráfico (A-G) de la Figura 23 se presentaron 4 grupos. Los que 

superaban el umbral de 0.5 fueron clasificados según el modelo como resultados 
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positivos para un genotipo determinado de VPH (especificados en colores naranja 

y amarillo), y los asignados como algún otro genotipo o muestra posible con 

valores menores a 0.5 (con colores azul y gris); ambos analizados en función de 

las estimaciones resultante mediante el conjunto de test y cross validation. 

Estos gráficos de dispersión permitieron observar las variaciones entre los datos 

dispuestos, la detección e interpretación de las agrupaciones, similitudes y 

diferencias entre un conjunto de muestras. Según lo observado es posible 

considerar la necesidad de ajustes en los modelos ya que se presentan datos 

atípicos representados como puntos de espectros tomados de muestras 

detectadas previamente por análisis PCR como positivas, pero que arrojan valores 

por debajo del umbral; esto indica que no se logró una discriminación completa 

entre los tipos de VPH, lo que puede causar que estos clasifiquen erróneamente 

algunos datos de entrada. 

De forma general, los resultados en su mayoría sugieren el poder predictivo de 

todos los modelos, con la posibilidad de mejorar la capacidad de clasificación 

mediante ajustes metodológicos como la toma y adición de mayor cantidad de 

datos de tal forma que contribuyan en la identificación de la variedad de datos 

espectrales que pueden ser requeridos en los análisis(154–156). 
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6. Conclusiones y Recomendaciones 

6.1 Conclusión 

Las técnicas de espectroscopía vibracional como ATR-FTIR son ampliamente 

utilizadas por las ventajas que ofrece al ser una tecnica no destructiva, su alto 

rendimiento, la poca cantidad y preparación de la muestra y la obtención de 

información fundamental química y estructural de diferentes muestras biológicas.  

El conjunto de datos generados puede ser evaluado mediante métodos 

quimiométricos con tecnicas de análisis multivariados de tal forma que el 

tratamiento, relación e interpretación entre las variables estudiadas permitan su 

implementación en el campo biomédico. La adquisición de espectros en esta 

investigación fue realizada en el intervalo espectral entre 4000 a 400 cm-1 

utilizando un espectrómetro ALPHA FTIR spectrometer ATR, equipado con un 

cristal de diamante (Bruker Optics), a una resolución espectral de 4 cm-1. Toda la 

región espectral se consideró informativa para la determinación de variaciones 

entre muestras, donde, el rango de 1800-600 cm-1 puede ser mayormente 

empleado debido a la aparición de bandas relacionadas a los constituyentes del 

ADN de interés. Los parámetros estimados mediante el uso del algoritmo PLS en 

la generación y evaluación de modelos para la cuantificación del porcentaje de 

nucleótidos en secuencias de ADN de cadena sencilla, revelaron resultados de 

predicción exitosos considerando el R2 mayor a 99.5 y valores RMSEE entre 0.9-

1.2%. El análisis de las Tm obtenidas mediante la técnica real-time PCR mostró la 

alta prevalencia de infección por VPH (16 de 19 casos) en este estudio, 14 

muestras amplificaron positivamente para el genotipo VPH 51, considerado según 

la agencia internacional contra el cáncer (IARC) como un tipo viral de alto riesgo 

oncogénico. La discriminación mediante análisis PLS-DA de muestras positivas o 

negativas para los tipos de VPH 16, 18, 31, 35, 51 y 66 mostraron las 

contribuciones espectrales en la clasificación de muestras reales y controles 

positivos y negativos con una precisión cercana a 1. Los genotipos virales 

detectados por la técnica de real-time PCR en fue predicho con el mismo resultado 

por los modelos en todas las muestras.  
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6.2 Recomendaciones 

Emplear un número mayor de muestras que permitan el robustecimiento de la data 

espectral para la discriminación exitosa entre los diferentes tipos de VPH y la 

precisión en la predicción de muestras con resultados positivos o negativos.  

 

Generar modelos de doble cadena de ADN para predicción del % de nucleotidos 

para llevar a cabo la predicción de los %N en los genotipos de VPH.  

 

Considerando las alteraciones estructurales o moleculares que pueden presentar 

las biomoléculas en condiciones patológicas, es posible realizar un análisis 

espectral entre muestras de personas sanas y muestras con detección VPH 

positivas para evidenciar estos cambios. 

 

La complementariedad entre técnicas vibracionales permite sugerir el uso de 

espectroscopía Raman como una técnica de dispersión que posibilite la 

visualización de los picos espectrales que no hayan sido detectados por FTIR. 
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A. Anexos 

ANEXO 1.  

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

DETECCIÓN, DISCRIMINACIÓN Y CUANTIFICACION DE PEQUEÑAS SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS 

POR FTIR EN LA IDENTIFICACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO. 

 

Yo                                                                                        , mayor de edad, he sido informado que LA UNIDAD DE 

INVESIGACION CIENTIFICA DESARROLLO E INNOVACION EN GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR de la 

Universidad Simón Bolívar realizará el estudio “DETECCIÓN, DISCRIMINACIÓN Y CUANTIFICACION DE 

PEQUEÑAS SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS POR FTIR EN LA IDENTIFICACION MOLECULAR DEL 

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO”. Se me ha solicitado participar voluntariamente como sujeto de estudio. 

 

OBJETIVO Y PROPÓSITO DEL ESTUDIO 

El objetivo del proyecto es la identificación molecular de diferentes genotipos del virus de papiloma humano 

(VPH: 16, 18, 31, 35, 51 y 66), mediante modelos estadísticos. Los modelos estadísticos serán generados a 

partir de espectros de FTIR de amplificaciones de ADN de controles positivos de la reacción en cadena de la 

polimerasa o en inglés Polymerase Chain Reaction (PCR) y sus controles negativos.  El modelo se evaluará a 

través de muestras de diferentes VPHs y su comparación con técnicas convencionales de biología molecular 

como PCR en tiempo real.  

YO HE SIDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPÓSITO, JUSTIFICACIÓN, METODOLOGÍA, 

RIESGOS, Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO. En este estudio serán seleccionados 20 pacientes. Sobre la 

competencia, formación integral y calidad de los investigadores es responsable la Universidad Simón Bolívar. Los 

resultados del estudio son confidenciales y serán informados y explicados de forma grupal y confidencial al grupo 

objeto de estudio por parte del Dr. ANTONIO ACOSTA HOYOS investigador principal. 

Los datos no serán utilizados con otra finalidad distinta a la de esta investigación. 

 

REQUERIMIENTOS. Yo, en pleno uso de mis facultades mentales, libre y consciente, estoy de acuerdo en 

participar en este estudio y entiendo que éste requiere de mi lo siguiente: Autorizar la extracción del material 

genético de mi biopsia y mi historia clínica. 

 

RIESGOS DE PARTICIPACIÓN. Para garantizar la confiabilidad de la información suministrada, los resultados de las 

pruebas serán codificados y se darán a conocer en forma grupal más no individual en un seminario, con el propósito 

de hacer una autorreflexión, luego de haber recibido una serie de conferencias. 

Tengo claro que no se me proveerá con ninguna compensación económica. 

 

 

BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE: El participante no tendrá ningún beneficio por participar en este proyecto. 

 

YO ENTIENDO QUE 

Mi participación es completamente voluntaria y que puedo rehusarme a responder cualquier pregunta si así lo deseo o 

puedo tomar libremente la decisión de finalizar mi participación en este monitoreo en cualquier momento, sin que ello 

represente perjuicios de índole legal con mi trabajo. 

La información recolectada será tratada de manera confidencial y mis respuestas serán reunidas con las de otros 

participantes para obtener resultados grupales. 

 

Puedo preguntar cualquier interrogante o duda que tenga antes, durante o después del estudio, al investigador 

principal ANTONIO ACOSTA HOYOS de la Universidad Simón Bolívar responsable del estudio, en LA UNIDAD DE 

INVESIGACION CIENTIFICA DESARROLLO E INNOVACION EN GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR ubicado en la 

carrera 59 Numero 59- 36 de la ciudad de Barranquilla, en los teléfonos 3444333 Ext. 249 – 248. 
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La firma del documento del consentimiento informado es requerida para todas las personas participantes en 

un estudio como éste. Los procedimientos alternativos principales incluyendo procedimientos experimentales 

en este estudio, me han sido explicados en un lenguaje claro que yo he podido entender. Los riesgos y 

molestias que pueden presentarse me han sido explicados claramente. Entiendo que como mi nombre no será 

vinculado con los resultados del estudio, el investigador principal y sus coinvestigadores no estarán en la 

posibilidad de informar a ninguna otra persona sobre los resultados míos de las pruebas. Los resultados de 

este estudio podrán ser divulgados y/o publicados en revistas científicas en forma grupal sin que se dé a 

conocer mi nombre. He leído este consentimiento, he entendido en qué consiste este estudio y también me 

fueron aclaradas las dudas al respecto, en consecuencia, voluntariamente acepto participar como sujeto de 

estudio en el monitoreo biológico “DETECCIÓN, DISCRIMINACIÓN Y CUANTIFICACION DE PEQUEÑAS 

SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS POR FTIR EN LA IDENTIFICACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL 

PAPILOMA HUMANO.” 

 

 

 

______________________________   ______________________________ 

Nombre del Participante                    Firma del Participante 

 

 

 

_____________________________   ______________________________ 

Nombre del Testigo                      Firma del Testigo 

 

 

 

______________________ 

ANTONIO ACOSTA HOYOS 

DIRECTOR UNIDAD DE INVESIGACION CIENTÍFICA DESARROLLO E 

INNOVACION EN GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR UNIVERSIDAD SIMÓN 

BOLÍVAR. 

INVESTIGADOR PRINCIPAL DEL PROYECTO 

 

 

 

 

Anexo 2. Curvas de amplificación del control positivo para VPH 51 y resultados de las muestras: 
A) M01-M04; B) M05 y M06; C) M07-M14, y control negativo en el sistema real-time PCR 

representado en unidades de fluorescencia relativas (RFU) frente al número de ciclos. 
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Anexo 3. Curvas de amplificación del control positivo para VPH 66 y resultados de 
las muestras: A) M15; B) M16, y control negativo en el sistema real-time PCR 
representado en unidades de fluorescencia relativas (RFU) frente al número de 
ciclos. 

 

Anexo 4. Curvas de amplificación de los controles positivos para los tipos de 
VPH 16, 18, 31, 35 y 66 y resultados de controles negativos en el sistema real-
time PCR representado en unidades de fluorescencia relativas (RFU) frente al 
número de ciclos. 

 

 


