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Area de estudio’ Medicina Molecular

Propasito y Método de estudig: Los papilomavirus humanos (HPVs) desemperign un papel central en la
eticlogia del cancer cgrvical, un importante problema de salud pablica en Mexico. Salamente una pequena
fraccion de lesiones intragpiteliales cervicales (NICs) infectadas con HPVs progresan a cancer, indicando
que existen otras factores implicadus en el desarrolo de 2 nevplasia. Dos factores importantes que han
emergido sen la variacion gendémica en la secuencia de los HPVs y fa metilacian del DNA viral, En este
trabajo se analizaron 1282 muestras cervicales, 3 las cusles les fue extraido el DNA genamico. En ellas se
detectd y tipifccd mediante PCR y secuendacion & HPV. A partir de las muestras HPV positivas. se
analizaron |as secvencias genémicas de (3 variantes mexicanas de los tpos de HPV-16, 18, 31 y 35,
mediante PCR y secuenciacién nucleotidica directa. Los patrones de metilacian de 19 CpGs de la regidn
larga de conirol (LCR) y de una parte del gen L1 en el genoma del HPV-1k, se establecieron mediante 1a
canversidn can bisulito de sedio, elonacion y sexuenciacion.

Contribuciones y Conclusiones: Se detectd Ia presencia del HPV en un 25% de las muesiras. Entre 112
de |35 muestras positivas para el HPV-1E, se detecieron 14 variantes europeas y 88 a vanantes asiatico-
americanas. De 15 mueslras positivas para HPV-18, 13 resultaron europeas y 2 africanas., Se
construye:on arboles filogenéticos de las vanantes del HPV-31 y ded 35. Estos se construyeron con 46
aisiados de HPV-31 de México, Eurapa, Afnca y de los Estados Unidos que mostraron 35 cambios
nucleatidicos en una regitn ce 478 pb. Las varantes de este tipo fomaron dos ramas: una al parecer
eu0a¢a y la otra Afnico-amencara. El analisis de las vapantes del HPV-35 sc reslize con aisladas de
Méxica, Europa, Africa y de los EUA. Estos tuvieron 11 cambios nucleotidicos, incluyendo una
insercidr/delecion de 16 pb caracteristica; eslas varantes formaron varos grupcs filogenédticos. La
variante cel HPV-35 lipica de Ios indios americanos no fue detectada. Se analizd el patron de metilacidn
de 115 muestras clinicas HPY-16. Se abservaron heteregeneidades impartantes enlre donas de diferentes
muestras, asi como también entre clonas defivadas de muestras individuales La frecuencia de |a
metilacion de los CpGs fue del 14 5% y de Q21 y 0.23%, para kis sitos CpA y CpT (indicagaores de
metilacidn de novo), respectivamante. Un sitio CpG localizado en I unidn entre los dos nuclecsomas
ubicados entre el patenciador y el pramotor ded HPV-16 mosird una mulilacion minima (3%). La metilacién
en la mayoria de los sitics fue mas alta en cancer y mas baja en las NICs. La informacdn generada en
esle estudio aporta datos impertantes sobre el camportamiento de este virus, los cuales pueden ser
relevantes para | progresion a la carcinogeness.
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Introduccion
“Evaluacion de (a variabilidad genética y epigenética dei HPV en el NE de México”

CAPITULO I

1 INTRODUCCION

1.1 El Cancer Cervical

El cancer se define coma un grupe de enfermedades caractenzadas por
el crecimienta descontrolado de las células, con una invasion de tejido local y
metastasis sistémicas. Uno de lus canceres que ha alcanzado dimensiones de
salud publica a nivel mundial® es el cancer cervical (CC), el cual permanece
siendo el segundo cancer mas comun enfre mujeres de todo el mundo.
Aproximadamente 371,200 nuevos casos se diagnostican cada afo, y casi
200,000 muertes son atribuibles a esta enfermedad. Sin embargo, la
epidemiologia del CC varia sequn el desamollo y la cultura en las diferentes
regiones del mundo.® México tiene uno de los indices mas altos del CC en el
continente americano. La mortalidad actual debida al CC en todo México es de
10.8 por 100,000 personas, lo cual representa 4,585 muertes por afio.*#*%" En
el estado de Nuevo Ledn |a situacion también es alarmante, ya que el CC ocupa
¢l segundo lugar como causa de mucrte por cancer (el primero lo ocupa el
cancer de mama).® Se ha sugerido que los altas indices del CC en América
Latina estén ligados a las caracteristicas, en gran parte desconocidas, de la
variabilidad de su principal agente etiolégico: el virus del papifoma humano o

“WPH"; enfatizando la necesidad de conducir investigaciones sobre las variantes

del virus.
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“Evaluacion de la variabilidad genética y epigenética del HPV en el NE de Méxicn"

El CC liene su pico maxima de incidencia sobre la cuarta y quinta década
de la vida, por lo gue tiene un enorme impacto scbre la estructura familiar y
sobre |a sociedad, ya que estas mujeres mueren en una etapa productiva.”? Bajo
los tratamientos actuales, la scbrevida a 5 afos en pacientes con estadia Il o IV

no es supcerior al 35 %.'°

1.1.1 Historia natural y agente causal del CC.

El CC es en realidad una enfenmedad mullifactorial debida tanto a
factores ambientales como a factores propios del huésped. Los factores
ambicntales que se han relacionado con esta necplasia son: posicion
socioeconomica baja, pnmer coito a edad temprana, prostitucion, enfermedades
de fransmision sexual, deficiencias nutricionales, tabaquismo, uso de
anticonceptivos orales, etc.'' Dentro de los factares propios del huésped, se ha
propuesto una asociacion entre ciertos haplotipos de HLA'" y ciertos
polimorfismos geneticos.'® Sin embargo ninguno de estos factores ha sido

sefialado como agente causal de esta enfermedad.”

Hasta la fecha, el unico factor que se ha involucrado direclamente con el
desarollo de CC es la infeccion cronica por los diferentes tipas de VPHSs,
principalmente los denominados de alto riesgo (tipos 16, 18, 31 y 45)" que

estan presentes en mas del 90% de todos los casos de CC. '

En 1970 se describid por primera vez la posible asociacion entre
verrugas genitales (cordilomas) e infeccian por este virus'® y desde 1977 zur
Hausen y otros investigadares postularonn al VPH comao el agente etiologico del
CC"7. Entre las evidencias causales que indican que algunos VPHs estan

involucrados en CC, se sabe que:
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1) EI DNA viral se encuentra en mas del 90% de dichos tumores (mas
frecuentemente el tipo 16);

2) En los tumcres, el DNA de VPH se integra al genama celular,
rompiéndose e inactivandose el gen E2, lo que favorece la expresién
de los oncogenes virales E6 y E7;

3) Los oncagenes de VPH de alto riesga son capaces de inmorializar
cultivos primarios de gqueratinocitos humanos, pero necesilan la
cooperacion del oncogen ras para transformarios.

4) Al cultivar durante tiempos largos |as células inmortalizadas por ES y
E7, éstas dan origen a clonas malignas, lo que sugiere que un gen
celular se modifica en dichos cultivos, '®

9) Las concaproteinas virales E6 y E7 destruyen la actividad de las

18.20.21 las

proteinas antioncogénicas p53 y pRb, respeclivamente,
cuales estan implicadas en alteraciones importantes del control del
ciclo celular y su inactivacion cenduciria a la transformacion maligna

en CC,

Las |esiones premalignas y malignas del cérvix se originan en |a zona de
transformacion, que consiste de un area de metaplasia inmadura entre el
epiteliv escamoso estratificado maduro del exocervix y el epitelio columnar del
endocérvix.¥ Las infecciones con VPHs son resueltas por el huésped en >30;
pero un pequefio parcentaje (1%) de mujeres con infeccion cronica no resuelta,
evoluciona a CC invasive 222453527 ge piensa que el intervalo de tiempo
requerido entre (a infeccion inicial por VPH y la presencia de cancer mn situ
requiere un tiempo determinado, el cual varia desde un afno hasta décadas,
segun estudios previos. Estos aspectos implican que |a infeccién por VPH no es
suficiente para el desarrollo del proceso maligne y que factores probablemente

intrinsecos a las pacientes estan implicados en CC.%
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1.2 Las virus del papiloma humano.

La estructura y composicion de este virus fue demostrada primeramente
mediante microscopia electronica por Strauss en 1949.% Crawford & Crawford,
en 1963,* describieron la primera caracterizacion del DNA de un VPH en su
forma supcrenmollada, circular y lineal. Pero no fue hasta 1974 y 1976, que los
iInvestigadores comenzaron a pastular y analizar un posible papel del VPH en
CC.'5731 bn 1976, Meisels y fortin publicaron dos informes en donde
describian el aspectc de coilocitos en barridos vervicales indicando la presencia

de una infeccién con papilomavirus *23*

Las primeros tipos de VPH fucron aislados directamente de las biopsias
con CC, siendo los VPH 16 y 18 clonados en 1983 y 1984 337 respectivamente.
Esto inicio ura rapida expansion de este campo. La demostracion de la
heterogeneidad dentro de la familia del papilomavirus 337 y ol aislamiento
subsecuente de tipos especificos de las verrugas genitales y de papilomas
laringeos,>**® asi como el uso de los procedimientos de hibridacién de acidos
nucleicos bajo condiciones de reducida astringencia para buscar tipos
relacionados {(pero no idénticos al VPH 16*"), permitié una mirada nueva al

posible invalucramiento de las infecciones del VPH en céanceres anogenitales.

En el plazo de cuatro afas, los delalles experimentales basicos que
explicarcn el papel de los VPHs en la etiolugia del CC fueron descritos: la
expresion de genes virales especificos (tales como EB y E7) fueron
demostrados en |ineas celulares de CC y en biopsias de tumor;*? una ruptura
gspecifica dentro de la molécula viral en forma de anillo fue demostrada en
copias genomicas integradas;*® la caracteristica de la inmortalizacion del DNA
mediante la transfeccian de DNA viral®** y la codificacion de oncogenes

virales* apoyo las suspechas iniciales.
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Los afns subsecuentes dieron lugar a una mejor comprensién de |as
funciones virales oncogeénicas y a un conocimiento mas detallado de la historia
natural de la infeccion del VPH. Un nimero abrumador de estudios
epidemiologicos sefalaron que lus VPHs de alto riesgo eran un factor de riesgo
primario para el CC. Amplios estudios epidemiologicos de casas y controles, asi
como estudias prospectivos, indicaron gue las infecciones persistentes con VPH

son el factor de nesgo mas significativo para el CC. 464748

1.2.1 Morfologia y caracteristicas.

Los VPHs son un grupo heterogénec de virus que pueden ser detectados,
ademas de en humanos, en una amplia varnedad de animales: siendo
especificos para sus respectivos hospederos. Los VI*Hs constituyen la familia
Papilomavindae. Estos virus son pequenns de 57 a 55 nm de didmetro, de forma
icosahédrica y desnudos (no presentan envoltura de lipidos que cubra la capside

icusahédrica). 4

Los VPHs tienen una capside compuesta de 72 capsomeros (60
hexamericos y 12 pentaméricos)” que incluyen dos proteinas: una mayor
codificada por el gen L1 y una menor codificada por el gen LZ2. Hasta la fecna,
estos virus no han podido ser aislados a paitir de especimenes clinicos
mediante técnicas de cultivo celular, de modo que solo las técnicas de biologia
molecular han permitido grandes progresos en el campo de |z caraclerizacion
del los VPHs. Ademas, |a disponitilidad de sondas especificas ha hecho posible
la deteccion de varias secuencias gendomicas de VPHs en diferentes muestras

clinicas.*®

1.2.2. El genoma de los VPHs.

Este consiste de una molécula de doble cadena de DNA circular de
aproximadamente 7200 a 8000 pb (8 Kb), asociado a histonas celulares que

forman un compuesto parecido a la cromatina® (ver figura 1). A todas las
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secuencias codificantes dentro del genoma de estos virus se les denominan
ORFs (del inglés: Open Reading Frame 6 marcos de lectura abiertos). Estos

ORFs codifican para diferentes proteinas a partir de un solo fragmento de DNA.

E6

E7

E2

E5 E4

Figura 1 Organizacién circular del genoma del VPH 16. El genoma de los VPHs contiene
entre 6800 y 8000 pb y esta dividido en 8 ORFs: E6, E7, E1, E2. E4, E5, L2 y L1. Modificado de
hitp/iwww_bioscience.org/2002/v7/d/munger/figures. htm.

El genoma esta funcionalmente dividido en tres regiones (ver figura 2).

1) La primera region abarca entre 400 a 1000 pb. Esta region no codifica
para proteina alguna y se le ha denominado “Region No Codificante” 6 NCR (del
inglés: Non-Coding Region), 6 "Region Larga de Control” 6 LCR (del inglés: Long
Control Region), 6 también “Region Reguladora de Arriba” ¢ URR (del ingles:
Upstream Regulalory Region). Esta region contiene al promotor central p97, asi
como a secuencias silenciadoras y potenciadoras que regulan la transcripcion y

la replicacion de genes, tanto virales como celulares.

2) La Segunda region corresponde a la region “temprana 6 secuencias E”
(del inglés: Early) consistiendo de los ORFs E1, E2, E4, ES5, E6 y E7, los cuales
estan involucrados en la replicacion y transformacion celular, siendo su
expresion detectable en areas proliferativas de lesiones inducidas por estos

virus. El gen E3 s6lo se encuentra en el virus del papiloma bovino (VPB).
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3) La tercera regidon esta formada por las secuencias “tardias 6
secuencias L" (del inglés Late) para indicar el momento de la expresion durante
el ciclo de vida del virus. Dentro de esla region se encuentran los genes L1y L2,
los cuales codifican para proteinas estructurales y su expresion esta restringida
a una pequena parte del epitelio en diferenciaciéon, donde también ocurre la
replicacion del DNA viral.

+—— RegioNE ———s —— RegionL —s

=¥ e ] (S skl
B < | = S

Pm

[ [ | | | | | -
L T T 1 1 T T TP )
0

1000 2000 3000 4000 5000 G000 000 8000 pb

Figura 2. Organizacion genémica lineal del VPH 16. En la parte superior se ilustran las dos
regiones: temprana “E" y tardia "L". Posteriormente se esquematizan algunos de los ORFs para
los genes que conforman el genoma de este virus. La escala inferior sefiala a que nivel del gen
se encuentran codificadas dichas proteinas. Pm representa el lugar donde se encuenira el
promotor temprano. Modificada de www-ermm.cbcu.cam.ac,uk/smc/fig002smc.htm.

1.2.3 Clasificacion de los VPHs.

Con base en su secuencia genémica, han sido reconocidos mas de 200
tipos de VPHs. Ochenta y cinco genotipos virales han sido bien caracterizados y
120 aislados virales han sido parcialmente caracterizados como potencialmente
nuevos genotipos."’z La clasificacion del tipo viral esta basada en alineamientos
de secuencias nucleotidicas. Por definicion, se considera a un nuevo tipo de
VPH cuando éste tiene menos del 90% de similitud en su secuencia cuando
son analizados sus genes E6, E7 y L1 frente a los de tipos de VPHs ya
conocidos.” Los VPHs han sido clasificados en subtipos cuando tienen de un
90 a un 98% de similitud en sus secuencias y se consideran las variantes
cuando muestran 98% o mas de similitud en sus secuencias.* Para los virus
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caracterizadcs se ha determinado su tropismo en diferentes especies y varios
estudios han sugeridc una estrecha asociacion entre tipos particulares de VPHs

y neoplasias benignas y malignas determinadas.

Los VPHs pucden infectar las células cpiteliales basales de la piel o
capas internas de tejidos y son categonzados como tipos cutaneas 0 MUCOSAs.
Los tipas de VPHs cuténens son epidermitraficos y su blanco es la piel de
manos y pies, mientras que los tipos mucosos infectan el tracto respiratorio y el
epitelioc anogenital. Basandose en su asociacion con el CC y sus lesiones
precursoras, los VPHs han sido agrupados como de alto y bajo riesgo. Las VPHs
de alto riesgo explican cerca del 11% de la incidencia global del cancer en
mujcres. Estas VPHs son los tipes 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
oY, 89, b6, 68, 73 y 82 . El tipo 16 es &l mas frecuente y ha sido encontrado en
cerca del 50% de las canceres cervicales a través del mundo. Muchos otros
tipos de VPH son responsables de verrugas benignas, destacando los VPH 6 y
11, aungue los VPHs se encuentran implicados en muchas otras enfermedades

(ver tabla 1).

Tabla 1. Tipas de VPHs encontrados y su asaciacion con enfermedad.

Enfermedad

Tipo de VPH

Carcinoma cervical
Verrugas clantales
Verrugas comunes

Otras lesiones cutaneas *
Fpidermoplasia verrucifonre

Recurrente papllomatosis
respiratoria

Hioerplasia epitelial focal de Heck
Papilomas/ carcinomas conjutivos
Verrugas genitales **

Neoplasia cervical intraepitelial

16,18,31,45,33,35,39,51,52,56,58,66,70.
*.2,4,63

217426272941 576577341028
6,1,16,30,33 36,37,38.41 48,60,72,73
2310,58812,14,1517,19,20,21 22 23,74
25,36,37,38.47,50.

6,11,

13, 32.
6, 11,16
6, 11,30,42,43 45,51,54 55, 70.

No especificada 30,34.38,40,53,57.59,61.62,64,66.67,68.69.
Boja riesgo 6,11,40,42,43 .44, 54,61,7/0,72 81,cp6 108,
Alto riesgo 16,18,2€,31,33,35,39,45 51,52,53,56,58,59,66,68 73,82,

* Ejemplo: carcinoma laringeal
**Condiloma acuminata
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A 13 fecha se ha podido demostrar gue ia presencia de los VPHs
oncogénicos o de alto nesgo, estd asociado con mas del 98% de todos |08 casaos

] . e i .
de CC,” evento que parece ser una condicion necesaria pero na suficiente para

causar este cancer.

La prevalencia de los tipos de VPHs encentrados en CC, asi coma de sus
lesiones precursaras, ha mostrado varaciones geograficas a través del mundo.*’
En Africa occidental, el VPH 45 es mas frecuente, mientras que en
Centroamérica y Sudamérica a los tipos 35 y 59 son mas prevalentes, y en las
islas del Pacifico, lus tipos 52 y 58 son mas frecuentes.™*” Se sabe que el tipo
16 es el mas predominante, encontréndose en el 50% de todus lus tumores
analizados.*” El entendimiento de la distribucién de los tipes de alto riesgo del
VPH en una area especifica tiene importantes implicaciones para futuros

estudios de diagnostico y para disefins de vacunas, tanto profilacticas como

terapéuticas, para el CC.

1.2.4 Procesos oncogénicos del VPH en CC y el papel de las oncoproteinas
E6yET.

El estudio de lz infeccién de VPHs ha mostradu que ésta se inicia en las
células basales de epitelios estratificados, donde ocurre una combinacicn
particular de factores celulares que interactilan con la region LCR que inicia la

transcripcion de los oncogenes virales EG y E7.

Los VPHs contribuyen a la progresion neoplasica predominantemente a
través de la accion de las oncoproteinas, pE6 y pE7 '8 Estas proteinas son
consistentemente expresadas en lineas celulares cancerasas y contribuyen a la
inmortalizacion de los queratinocitas in vitro.® Tanto pE6 como pE7 forman
complejos con importantes reguladores del ciclo celular, en particular con las

proteinas p53 y p105-Rb, respectivamente, llevando a la alteracién de los
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procesas de reparacion del DNA, asi como a los del contral del ciclo celular y

apoptosis®™® (ver figura 3).

Las oncoproteinas pEG y pE7 perturban [a regulacion del ciclo celular
promaoviendo la replicacion del DNA en ceélulas diferenciadas al dirigifas de la
fase G1 a la fase S. Esla accidn es causada principalmente por pE7 y le permite
al virus replicarsc. pE7 interactda con p105-Rb e impide que este supresor de
tumor se asocie can el facter de transcripcional celular E2 528 Nprmalmente
en una celula diferenciada, la unian entre E2F y pRb funciona como un represar
activo de genes involucrados en la progresion del ciclo celular, ocasionando una
pobre expresion de los reguladores dependientes de E2F, tales como ciclina A,
cicling E y CdK2.* Sin embargo, al expresarse [a oncoproteina E7, compite
directamente con E2F para unirse a pRb, resultando en un incremento de E£2F
libre, can la consecuente aclivacion de gencs de progresion celular.®* E7 puede
ademas alterar la regulacion de diversos genes mediante su union a la proteina
de unidon a la cgja TATA {(TBP, en inglés), implicada en el posicionamiento de la

magquinaria transcripcional sobre los promotores génicos.*

Por otro lado, la interaceion entre pF6 con p53, bloquea su funcién y la
marca para su degradacion, impidiendo la apoptosis normal y favoreciendo la
acumulacion de dafio.®®" De esta forma, la célula es inducida a permanecer en
un estadu de division celular constante, con lo cual hay disponibilidad de toda la
maquinaria de replicacion de! DNA a fin de que &l virus pueda utilizara. Se sabe
también que p53 puede bloquear al promotor temprano de estos virus, ya gue
interactua con la TBP, asi que la eliminacion de pS3 garantiza el funcionamiento
del promotor temprann_c’a Adicionalmente, se ha reportado que £E6 es capaz de
incrementar |a actividad de las telomerasas, previniendo el acortamiento de los

teldmeros durante |a replicacion celular.®

10
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Figura 3. Funciones de las oncoproteinas virales y su interaccion con proteinas
celulares. Los genes E6 y E7 del VPH codifican para proteinas multifuncionales que se‘unen
principalmente a2 pS3 y pRB, respeclivamente, alterando sus funciones, y llevando a la
transformacion celular mediante la alteracion de las vias reguladoras del ciclo celular.
Modificado de http://cmr.asm.org/cgilcontent/full/16/1/1/F2,

1.2.4.1 Regulacion de los genes E6 y E7.

Los patrones de transcripcion viral cambian considerablemente en las
diferentes capas del epitelio infectado (ver figura 4) y en los diferentes grados
de lesiones epiteliales, ya sean benignas, premalignas o cancerosas. En una
infeccion productiva, la expresion se lleva a cabo en la capa espinosa o
superior. En lesiones de bajo grado, como los condilomas, tanto la proteina
pE6, como la proteina pE7 (en mayor grado), son expresadas intensa y
unicamente en las dos o tres capas mas profundas (menos diferenciadas) del

epitelio.”” En lesiones de alto grado (NIC Ill), la transcripcion de los genes E6 y

1
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E7 se encuentra aumentada y sus proteinas son detectadas a través de todo el
epitelio indiferenciado. Este patron de transcripcion es similar también en CC.

Figure 4. El ciclo de vida del VPH. La infeccién requiere la disponibilidad de una capa celular
basal. Esto usualmente ocurre en regiones con microtraumatismos de la piel o de la mucosa. La
célula infectada se divide y la poblacién se esparce lateralmente. Algunas de estas migran hacia
las capas celulares suprabasales diferenciadas, donde los genes virales son activados, el DNA
viral es replicado y se forman las proleinas de la capside. La formacién de particulas virales es
aumentada para finalmente ser liberadas a la superficie donde podran infectar otros tejidos
Tomado de www.nature com/cgi-taf/DynaPage.taf?file=/nrcljournal/v2/nS/fulll nrc798_fs.htmil.

Elementos de respuesta ubicados contiguos a los genes que regulan la
transcripcion de los oncogenes E6 y E7, estan dispersos por toda la LCR”" un
segmento que varia entre los 800 y 1000, pb (dependiendo del tipo de VPH) y
que estd ubicado entre los genes L1 y E6. No obstante lo anterior, la LCR
conserva elementos de regulacion comunes a todos ellos. Funcionalmente se
encuentra dividida en dos dominios principales (ver figura 5): el RE2 (dominio
de respuesta a E2), regulado por la presencia de la proteina viral E2 y donde se
localizan tanto el origen de replicacion del DNA viral, como el promotor
temprano; y el dominio CE (celular enhancer), un fuerte potenciador de la
transcripcion cuya activacion depende de factores transcripcionales celulares,

exclusivamente.”

12



Intraduccion
“Evaluacion de la variabitidad genética y epigenética dei HPV en el NE de México"

En el dominio REZ2 se encuentra el prometor temprano (p37), a partir del
cual se transcriben los oncogenes E6 y E7.*™ Este posee una caja TATA
funciona! (a la cual se unen los faclores necesarios e indispensables para
iniciar la transcripcién mediada por la ARN polimerasa Il) y dos sitios de
interaccidon de la proteina viral E2, ademas de un sitio de unicn para el factor
transcripcional celular Sp1 (proteina estimulante de la transcripcion).™7 Ep
este dominio se ha descrito el aonigen de replicacién del NDNA viral, dependiente

de la presencia de las proteinas virales E1y E2_ ™

La especificidad tisular de los papilomavirus reside en el CE. donde Ia
participacion conjunta de factores celulares promucve la actividad del promotor
temprano exclusivamente en celulas de origen epitelial |a actividad del
promotor p97 es débil, sin embarga es estimulada por un potenciador con sitios
de unidon para muchos factores incluyendo AP1, NF1, el receplor a la
progesterona y un elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG), el cual
promueve la transcripcion de los VPHs por un estimulo hormonal.”” 787880 Dog
nuclcosomas especificamente posicionados pueden formarse sobre la LCR a
nivel del potenciador y el promotor® y reprimir la transcripcion cuardo son
modificados por histonas-desacetilasas (HDACs). Las HDACs estan asociadas
con CDP y YY1, dos factores transcripcionales que se unen a un silenciador
posicionada entre el potenciador y el promotor.®? CDP también se une a dos
regiones en la matriz nuclear flanqueantes (MARS) con localizacidén en el
extrema 5 (o rio arriba) de LCR y en el gen E6. Cuando los genomas de VPH
se integran al DNA celular durante |la progresidn a malignidad, estos MARSs,
localizadons al extremo 3’ 0 rio abajo del promotor p97, se convierten en fuertes

estimuladores transcripcionales capaces de influir sobre muchos otros

mecanismas.®’
LLa transcripcian de los oncogenes E6 y E7 también es regulada por [a

proteina vira! E2, la cual puede actuar como un represor de la transcripcion viral

génica temprana, al mismo tiempo que se encuentra involucrada en el control

13
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de la replicacion del DNA viral. La alteracion de la funcién de E2, ya sea por su
eliminacion durante la insercion en el genoma del huésped (mecanismo propio

del virus) o por posibles mutaciones puntuales, resulta en el incremento de la
expresion de los genes E6 y E7 53848586

CE RE2
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Figura 5. Mapa de |la region larga de control de los VPHs. RE2: dominio de respuesta a E2,
CE: potenciador epitelio-especifico; Ori: Origen de replicacion; NF-1: sitio de union para el factor
nuclear 1; AP 1: sifio de unién para la proteina activadora 1; OCT: sitio de union para el factor
asociado al octamero 1; E2: sitio de union para la proteina viral E2; Sp 1: sitio de union para la
proteina estimulante 1; Pg. promotor temprano; TATA: caja TATA; GRE: sitio de union para el
receptor a glucocorticoides; TEF: sitio de union para el factor de transeripcion del potenciador.

1.3 Variabilidad genémica de los VPHs como co-factor en la progresion a
CC.

La historia natural de la infeccion por VPH alin no esta claramente
entendida. La persistencia de la infeccion por VPHs de alto riesgo es
considerada como el principal factor de riesgo para la transformacion maligna.
La transformacion, sin embargo es un proceso de muchos pasos que requiere
de otros factores ademas de la infeccion. La mayoria de las infecciones se
resuelven espontaneamente en un cierto plazo.*’ Solamente una pequefa
proporcion de NICs 1 y 2 evolucionara a CC, pero el riesgo de progresion de
NICs 3 a céncer invasor es de al menos el 12%, como ha sido demostrado por

estudios de meta-andlisis con seguimiento en un rango de 0.5 a 20 afios.***

14
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Varios estudios epidemiolégicos han identificado factores de nesgo

adicionalcs involucrados en la progresian de NIC 1 a NIC 3 y CC . 3091%

)

Factores virales tales como la persistencia de la infeccion con
VPH,

la integracicn del DNA viral en el cromasoma celular del huésped,

la continua expresion de los genes virales E8 y E7 en células

replicandose,

la inactivacion del gen E2 [debido a la integracion viral o por

mutacion)

factores del huésped tales como el genatipe del HLA y
polimorfismos de genes celulares podrian también ser importantes

parg el desarrollo y mantenimiento del fenatipo transformado.
59 93,83,85.54,05 96

Recientemente se ha sugerido que la variabilidad intratipica de los VPHs

esté también implicada en la transformacion maligna.®” % Algunas vartantes

tienen propiedades biolégicas y bioquimicas diferentes.®® Consecuentemente,

se ha asumido que £stas podrian también diferir en patogenicidad. La

ohservacion de que ciertas variantes san mas prevalentes en cierdas regiones

geogréaficas no es sorprendente y podria ser explicada por el efecto "fundador”,

la co-evolucion de los VPHs con las razas humanas, o por los patrones de

migracion humana. Esto también podria reflejar un origen potencial para ciertos

tinos de VPHs en ciertas regiones geograficas.

El andlisis de [a varabilidad genormica de los diferentes tipos de VPHs

tiene muchos objetivas. Es importante tener una base de datos para:

1) El desarrollo de herramientas de diagndstica y vacunas eficientes.

2) Aplicacion en las estudios epidemiclogicaos, en [os cuales la variacion

en la secuencia puede ser usada como marcador para manitarear los

VPHs en poblaciones definidas.

15
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3) Estudics de relacion entre genolipo y fenactipo {por ejemplo ciertas
variantes pueden estar pasitiva o negativamente asociadas con |a
enfermedad cervical, dependiendo de sus diferentes propiedades

biologicas y funcianzles).

4) Estudios taxonomicos y cvolutivos.

1.3.1 Variantes moleculares de los VPHs en la LCR.

La LCR despliega un alto grado de diversidad, similar a aquellas regioncs
que flanquean los genes en otros organismos. La diversidad en las secuencias
de las muestras analizadas ha alcanzado hasta un 5% en esta region, mientras
que para la mayoria de los genes, las regiones homoiogas exhiben menos de un
2% Analizando la _.CR de una amplia coleccién de muestras cervicales positivas
para VPH 16, Ho y cols.'® encontraron que la variacidn en la secuencia del VPH

16 formaba cuatrec diferentes ramas filogenéticas:

1) Las variantes asidfico-americanas (AA), las cuales son

encontradas pnncipalmente en Centro y Sudameénca, 8si como

en Espana.
i) Las variantes africanas (Af-1 y Af-2), encontradas en Africa.
lii) Las variantes Asiaticas (As) encontradas en el sureste de Asia.
iv) - Las variantes Europeas (E), encontradas en todas las regiones,

excepto Africa.
Subsecuentes estudios completaron |a clasificacion de estas variantes a

traveés del analisis dc la secuencia de 10s genes E6, L1, L2 y la LCR del VPH 16,
agregando a la vanante Norteamericana-1_101.102
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Figura 6. Distribuciéon geografica de las variantes del VPH 16 en el mundo. Se muestran los
diferentes 1ipos de vanantes encontradas alrededor del mundo. Modificado de
www.pubmedcentral.nih.gov/picrender.fcgi?artid=191357 &action=stream&blobtype=pdf.

Diversos estudios han indicado que la persistencia viral y el desarrollo de
lesiones de alto grado y del CC, estan no solo directamente asociadas con la

presencia del VPH 16, sino también con las variantes especificas de éste.

La LCR contiene sitios de union para la proteina viral reguladora de la

transcripcion £2,1%

asi como para factores de trascripcion celular, los cuales
modulan su funcidn positivamente (Ap1, Sp1, Nfl, Oct-1, Tef-1) o
negativamente (YY1). Los cambios nucleotidicos dentro de esta region
reguladora pueden influir en la replicacion y en la transcripcion, a través de un
efecto en la union de complejos de proteinas reguladoras con el DNA. Los
cambios dentro de los sitios de union a YY1, juegan un papel especial, ya que

tienen el potencial de aumentar la expresion de las oncoproteinas virales.
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1.4 Metilacion del DNA como otro posible factor de oncogenicidad.

La metilacion es la Unica modificacion del DNA en mamiferos que ocurre
comunmente y es generada por la actividad de una familia de enzimas de CNA
llamada metifiranferasas (DNMT), las cuales catalizan |la adicién de un grupo
metilo a los residuas de citosinas en los dinucledtidos CpG.'™ Alteraciones en
la metilacion del DNA son consideradas como cambios epigeneticos, y no
genéticos, ya que afectan la estructura del [DNA, mas no la capacidad
codificadora de los genes. El genoma humann exhibe una clara disminucion de
los dinucledtidos CpG, presumiblemente debido al alto porcentaje de
desaminacion de la 5-metilcitasing, lo que genera timina y por ende resulta en
una transicion. Sin embargo, el genoma también contiene pequefios fragmentos
de hasta unas pocas de kilobases de longitud, gue son relativamente ricas en
dinucledtidos CpG, y estos fragmentos son conocidos como islas CpG. A
ditferencia del resto del DNA, donde los dinucledtidos CpG son altamente
metilados, los dinucledtidos CpG en estas islas se encuentran usualmente libres
de metilacion en tejido adulto, y este patron de metilacion del DNA es heredado
establemente de una generacion celular a la siguiente. En el genoma existen
~30,000 islas de CpG, con el 50 al 60% de las cuales estando asocladas con
gencs, usualmente dentro de la region promotora.'®® La importancia de las islas
CpG tue revelada per estudios que demostraron que la metilacion de las islas

CpG dentro de los promotores de los genes estan ascciadas con la represion

transcripcional.

Los requisitos para la melilacion del DNA en tejido adulto podrian ser
mucho menores'® y su papel primaric podria ser mantener la mayorig de la
porcidn no-codificante del genoma en un estado inactive transcripcioralmente,
incrementando asi la especificidad de los factores de transcripcian por sus sitios
blanco dentro de lus genes.'®” La metilacion del DNA en las islas CpG como un
mecanismo para el control de la expresion génica especifica en tejidos adultos,

parece estar principalmente restringida a dos pequefias clases de genes.
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Primero, la inactivacion del cromosoma X en mujeres esta asociada con la
metilacion generalizada de las islas CpG en el cromosoma X inactivada. '
Segundo, en la “impronta genética”, donde sélo uno de los alelos heredados es
expresado (ya sea el del padre o el de la madre), la inactivacion del alelo no

expresado se ha asociado con metilacion en su promotor,'™
1.4.1 Represion transcripcional a través de la metilacion del DNA.

El papel para la metilacion del DNA en la regulacion diferencial de la

1Mt E| mecanismo

expresion génica fue hipotetizada muchos anos atras.
potencial fue sugerido por un nimero de observaciones tempranas en las
cuales la metilacion en las citosinas silio especificas gue estaban dentro o
adyacentes a genes, correlacionaban con represion
transcripcional.''2113 11411518 g hsecuentemente, esta relacion inversa entre
citosinas metiladas y transcripcion ha sico cbscrvada en un gran numero de

genes, aunque ésto no es una regla universal.

Tres posibles mecanismos han sido propuestos para explicar la

supresién de Ia transcripcion por la metilacion del DNA (ver figura 7).

1) El primer mecanisma invalucra la interferencia directa con la unién
de los factores de transcripcion & sus silios de reconocimicnto en sus
respectivos promotores. Qe hechc, un numero importante de factcres de
transcripcion ha mostrado ser sensible a la metilacion para su unidn dentro de
sus sitios de reconocimiento.!"” Sin embargo, algunos factores de transcripcion
scn insensibles a [a metilacion (por ejemplo Sp1) y otros nc tienen sitios CpG

dentra de sus secuencias dg reconocimienta.
Z) En afos recientes, un segundo mecanismo mas aplicable por el cual

la metilacion del DNA podria mantener la represion transcripcional, ha

empezado @ ser elucidado. Este mecanismo involucra a una familia de
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proteinas recientemente descubierta conocidas como proteinas con dominio
de unién a grupo metilo (MBD).""® Los miembros de esta familia de proteinas
muestran un MBD comun, el cual les permite unirse especificamente a DNA
que contiene sitios CpG metilados. Al menos 3 de los 5 miembros de esta
familia (MeCP2, MBD2 y MBD3) han mostrado estar asociados con un gran
complejo de proteinas''*'?® que tienen actividad de histona-desacelilasas
(HDAC1 y HDAC2) y de remodelacion de la cromatina (Sin 3a y mi-2). Se cree
que la accién de las actividades de las histona-desacetilasas y de remodelacion

de la cromatina resulta en la producciéon de una cromatina compacta que es
refractaria a la transcripcion. '

3) Finalmente, un tercer mecanismo sugiere que la metilacion puede

mediar la represion transcripcional alterando la estructura de la cromatina.

1) Interferencia con la union de los factores de transcripcion a sus sitios

1 o®[

Y
Transcripcion activa

2) Atraccién de factores de represion

BT ros

Figura 7. Mecanismos propuestos para explicar la supresion de la transcripcién por la
metilacion del DNA. La metilacion o impide la unién de faclores transcripcionales, o atrae a
proteinas que desplazan a esto, o simplemente compacta mas a la cromatina
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1.4.2 Metilacién del DNA y cancer.

Se ha observado que duranie la carcinogénesis se manifiestan fenomenos

de hipometilacion global e hipermeiilacion regional. Asi también, se han

reportado en ceélulas transformadas que algunas veces éstas incrementan la

actividad de sus metiltransferasas. La cantribucion potencial de la metilacion del

DNA a la oncogenesis parece ser mediada por uno 0 mas de |0s siguientes

mecanismos:

a)

b)

Mutaciones puntuales C—T en células cancerosas: el alto percentaje
de mutaciones en las citosinas pertenecientes a los nucledtidos CpG, sitio
blanco de las metiltransferasas, puede incrementar el porcentaje de
transicion de citosinas a timinas, como consecuencia de la desaminacion

hidralitica'” (ver figura 8).

Hipometilacion del DNA en cancer: Los niveles disminuidos de la
metilacion genomica en dcneral son gomunmente detectados en [a
tumorogenesis. Este decremento global en la metilacion parece comenzar
tempranamente y antes del desartollo de la formacidn del tumor. Aparte
de esla hipometilacion general, se ha abservado que cierlos oncogenes

se encuentran también hipometilades en tumores humanos.

Hipermetilacion de genes supresores de tumores: Ademas de
mutacicnes puntuales o deleciones génicas, la represion transcrigcional
por hipometilacion de secuencias promotoras sugiere un medio alternativo
para la inactivacion de genes supresores de tumares en cancer Esto
podria ser consecuencia de los niveles aumentados de |as

meliltransferasas, los cuales han sido demostrados en varios canceres. 13
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A) Mutaciones puntuales C2>T

@o)Ewm) (@w (m)Em) (@ om)
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c T C

B) Hipometilacion de oncogenes

@@R@@@‘ | | @ | |

Ejemplos: Bel.2 en lencemia, K.aas en
cancer de colon y pulmen

C) Hipermetilacion en genes supresores de tumores

.. Ge)(em)  (om) I(Cm) o

Ejemplos: Rb en retinoblastoma, p15
en leucemia y mieloma

Figura 8. Modelos de los diferentes mecanismos a través de los cuales la metilacion del
DNA lleva a la oncogénesis. Las figuras esquematizan los posibles mecanismos mediante los
cuales la metilacion podria llevar a la encogénesis.

1.4.3 Metilacion en los VPHs.

La metilacion de genomas de VPH in situ ha sido pobremente estudiada,
pero existe evidencia de su participacion potencial en la regulacion de la
transcripcion del genoma viral. Primero, las islas CpGs son escasas en los
VPHs, de manera similar a su hospedero humano. Segundo, cuando DNA de
VPH 16 metilado in vitro fue introducido por transfeccion a células en cultivo,
éste fallé en expresarse,'? tal y como ocurre con el DNA de VPH 16 resistente a
Eco RI (por estar metilado) estudiado en una linea celular especifica.'?® Tercero,

recientes estudios por Badal y cols'® revelaron que:

i) ElI DNA del VPH 16 es un blanco eficiente para la metilacion.
i) Las regiones metiladas preferenciaimente estan asimétricamente

distribuidas por el genoma.

22



introduccion

“Evaluacion de la variabjlidad genética y epigenética defl HPV en el NE de México”
fii) La metilacion ocurre en las islas CpGs que se traslapan con el
promotor y el potenciador.

iv) La frecuencia de la metilacién de las CpGs decae durante las

ctapas progresivas del cancer.

Los antenores hallazgos sugieren que la metilacion de los dinuclentidos
CpG esta involucrada con |a etivlogia del cancer y podria ser utilizada como

marcador de diagnostico.
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

Aunque existen avances significalivos en el entendimiento de la relacién
entre los VPHs y el CC, éste sigue cobrando |a vida de muchas mujeres, sobre
todo en paises en vias de desamollo, como lc es México. Las nucvas
herramientas aportadas por |a biologia molecular y las ciencias gendémicas.
prometen mejorar nuestro entendimiento de los procesos de carcinogénesis que
dispara este virus en el tejido cervical, por o que esperamos que el estudio de
la variabilidad genética y de fenémenas epigenéticos poco estudiados como |a
metilacion, ayuden a entender mejor los mecanismos tumorigénicos de los
VPHs.

2.2 OBJETIVOS

2.2 1 Objetivo General:

Mejorar el entendimiento etioldgice y epidemiolégico del VPH en la
poblacion del area metropolitana de Monterrey, su variacion
genomica y sus cambio$ epigengticos, como variables
potencialmente sinémgicas y co-deterrminantes de su potencial

tumarigénico.
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2.2.2 Objetivos especificos:

. Preparar un banco de DNA a partir de muestras cervicales de mujeres
del area metropolitana de Monterrey.

2. Determinar en eéste la prevalencia y los tipos de VPHs con base en sus

variaciones nurleotidicas en los genes L1, LE y E7_

. Analizar las variantes moleculares de la LCR de los tipos mas
prevalentes de VPH, mediante PCR y secuenciacian nucleotidica, con la

finalidad de conocer sus diferencias genomicas.

Determinar el estado de metilacién en muestras VPH 16 positivas de
mujeres asintomaticas (normales) y con cancer cervical, mediante

modificacion con bisulfito de sodio, FCR y secuenciacion nuclectidica.

. Detectar los transcritos E6/E7 en las muestras VPH positivas metiladas y

ne metiladas.

. Interpretar los hallazqos de prevalencia, variabilidad gendmica y
metilacian del DNA.
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CAPITULO Il

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir les objetivos planteados, se siguio |a estrategia detallada e

ilustrada a continuacion (Figura 9).

1.

Se recolectaraon un total de 1282 muestras de celulas cervicales a partir
de mujeres del area mctropolitana de Monterrey, siendo cada muestra
dividida en dos fraccianes: una fue utllizada para extraer DNA gendmico
con la técnica proteinasa K/fenol-cloroformo y constituir un banco de

DNA. Con la segunda fraccion se obtuvo RNA {otal.

La integrdad y calidad del DNA fue monitoreada mediante la

amplificacidon del gen del hospedero Ractina.

El DNA genomico fue usado para amplificar el DNA del VPH mediante el
empleo de los oligonucledtidos consenso MY 11/MYQ9, LCR- E7/pU1M-
pU2R, asi como cligonucledtidos tipo especifico para VPHs de alto

riesgo, mediante PCR y secuenciacion.
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Con la finalidad de conocer su variacidn iniratipica, se llevo a cabo el
analisis de las vanantes moleculares de los tipos de VPH de alto nesgo,
mediante la amplificacicn de su LCR por PCR y secuenciaciaon

nucleotidica.

Los cambios nucleotidicos en la LCR de los VPHs de alto riesgo fueron
comparados con las secuencias de referencia y las variantes fueron

eslablecidas.

Se determino el estado de metilacion de la | CR de los VPHs de alto
riesgo mediante moditicacion con bisulfito de sodio, seguida por

amplificacion por PCR.
Los producios amplificados provenientes de la mcdificacidon fueron
clonadus y secuenciados. Las secuencias fueron analizadas y el grado

de metilacion fue determinado.

Se analizaron los niveles de los transcritos de VPH de muestras

metiladas y na metiladas mediante la técnica NASBA.

Se analizaron todos los resultados y se realizd una correlacidon entre los

hallazgos genéticos y epigeneticos.
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Deteccidn y tipificacién de los VPHs mediante PCR
y secuenciacion

Determinacion de las
variantes maleculares
mediante la ampilificacién
de su LCR y secuenciacion

| Determinacion del estado de
metilacion mediante

modificacion con hisulfito,
PCR y secuenciacidn.

Amplificacion de los
transcritnos de VPH de
muestras metiladas y no
metiladas mediante NASBA

Interpretacion de los hallazgos de prevalencia, variabilidad
genomica y metilacian.

Figura 9. Estrategia experimental general. Se ilustran los pasos que comprenden |2
estrategia experimental realizadz en este trabajo.
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CAP{TULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de trabajo, reactivos y equipo.

4.1.1. Area de trabajo: El trabajo experimental se realizé en el laboratcrio
de Genética Molecular de la Unidad de Labaratonos de Ingenieria y Expresion
geneticas (ULIEG) del Departamento de Bioquimica, de la Facuitad de Mcdicina
de la U.AN.L. Este se apoyd con estancias en los labaratorics de los Drs. Luis

Villarreal y Hans Ulrich Bernard de Ia Universidad de California Irving, CA, EUA.

4.1.2 Material Biologico: Las muestras cervicales se obtuvieron a partir
de mujeres que asistieron a la cansulla de los diferentes centras de salud
pertenecientes a la Secretana de Salud en el area metropeliiana de Monterrey
durante cl verano del 2002 (julio y agosto). Estas muestras forman parte de un
proyecio de colaboracién entre el Departamento de Bioquimica y la Secretaria
de Salud del estado de Nuevo Ledn. De cada una de las mujeres a analizar se
obtuvieron celulas cervicales tomadas con un cepillo vaginal, se depositaron en
un medio de transporte (PreservCyt) Y fueron conservadas a 4°C hasia su

utilizacion.
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4.1.3 Materiales de plastico: Los tubos de microcentrifuga (de 0.2, 0.5,
1.5y 2.0 ml), asi como las micropipetas de precisién de volumen vanable de 2,
10, 20 200 y 1000 yl fueron obtenidos de Eppendorff Corporation (Westbury,
NY, EUA) Platos de 96 pozos para PCR y sus respectivas tapas fueron
adquindos de USA Scientific (Ocala, FL, FUA). Las puntilas con filtro
resistentes al aerasol (de 0.01, 0.2, 1.0 ml) fueron adquiridas de Molecular
BioProducts (San Diego, CA, EUA). Las puntillas para las micropipetas de
arecision (de 0.01, 0.2, 1.0 ml) fueron adquindas a través de la compafiia Fisher
Scientific. Los tubos conicos de polipropileno (de 15 y 50 ml} fueron comprados
4 la compafia Corning Corporation (Chicago, IL, EUA), mientras que los

guantes de latex fueron compradas a Microflex {(Rena, NV, EUA).

4.1.4 Reactivas: I’ara la conservacion de las muestras se ulilizo el
reactivo PreservCyt adquirido dc Cytyc Corporation (Boxborough, MA, EUA).
Para el aislamiento de DNA se utilizé EDTA, SDS, NaCl, trizma base, y fenol,
adquiridos de Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO, EUA); asi como
acida clorhidrico, cloroformo, alcohal isoamilico, isupropanol y etanol, de Merk
de Meéxico. La enzima Profeinasa K fue adquirida de Roche Diagnostics

Corparatior (Indianapalis, IN, FUA)
Los oligonucledtidos utilizados fueron adquiridos de la compania Gibco-

BRL (Gaithersburg, MD, EUA). El buffer de reaccion, cloruro de magnesic y las

enzimas Taqg DNA Polimerasa, Go Taq DNA polimerasa, asl como Taq Gold
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ONA polimerasa fueron de Promega (Madison, WI, EUA), mientras que los

dNTPs de Invitrogen Corpaoration (Carlsbad, CA, EUA).

Para la electroforesis en gel de agarosa se utilizo agarosa, trizma base,
EDTA, acido bérico, azul de bromofenol, xilencianol y bromuro de etidio de
Sigma Chemical Company. Coma patrones de referencia de tamafo en las
electroforesis, se utilizaron las escaleras de marcadores de DNA de 100 y 1000

pb adquiridos a |3 compafiia Invitrogen.

Para llevar a cabo la clonacion de los productos amplificadaos se utilizo el
estuche comercial de Invitrogen TOPO TA cloning, asi como las celulas calcio-

competenies TOP 10 de la misma compariia.

Para la purificacion de los productes amplificados o clonados se utilizaron
las enzimas SAF y Exo | penenecientes a la compania USB (Cleveland, OH,
EUA) asi como también el estuche comercial QlAquick PCR purification de
Qiagen Comperation (Valencia, CA, EUA). Para los productos purificados a partir
de agarosa se utiliz6 el estuche comercial de Qiagen QlAquick Gel extraction,

de la misma compania.

La reaccion de secuenciacion s¢ realizo utilizando ¢l estuche comercial
ABl PRISM® BigDye™ Terminator Version 3.1 de la compania Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA). Para la precipitacion de los praducios

sccuenciados se utilizé acetalo de sodio y etanal de la companiia Sigma.
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Para la reaccitn de modificacion del DNA se utilizaron hidréxido de sodio
de la compania [isher Scientific (Pittsburgh, PA, EUA). asi camo también

bisulfito de sodio e hidroquinona de la compania Sigma.

El RNA fue exiraido con un estuche comercial de [a compadia Organon
Teknika (Holanda). La reaccion de amplificacion de los acidos nucleicos fue
realizada con un estuche comercial Pre Tec HPV-profeer de la cempafia

Norchip (Noruega).

4.1.5 Equipo:

En cl aislamiento de DNA se utilizc una microcentrifuga Eppendorf
modele 54150 (Hamburg, Alemania), un vortex modela 37600 de Thermolyne
(Cubuque, 1A, EUA)}, y una balanza granataria Sartorius modelo CP22025

(Cambh, Géttingen, Alemania).

| os termocicladores ulilizados fueron: Termociclador Mastercycler
gradient y Mastercycler de 96 pozos de Eppendorf, asi como tambien el PTC-

200 de 96 pozos JM-Research.

Para analizar los productos amplificados por la PCR, se utilizaron
camaras de electroforesis horizontales de diferentes tamarios de CBS Scientific
Company (Del Mar, CA, EUA), y una fuente poder de Gibco-BRL modelo 250

(Gaithersburg, MD, EUA).
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Para analizar los geles de agarosa se utilizd el egquipo de
fotadocumentacién electrotorética y el sistema de analisis (EDAS) 290 de la

compania Kodak (New Haven, CT, EUA).

El anadlisis de los transcrites de VPH fue realizado en una termociclador

tiempo real Easy-Q de la compania Organon Teknika (Holanda).

4.1.6 Apoyo computacional:

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora DELL
modeio Dimension 4500 y un sistema de analisis dimensional de geles
compatible con PC, constituido de una cémara digital, una fuente de luz UV y

una computadora (EDAS, Kodak)

El procesador de textc utilizado fue Microsoft Word 2000 (Microsoft
Corporatian), el de graficos fue Microsoft Power Point 2000 (Microsoft

Corporation) y Adobe Pholoshop Limnited Edition 2.51 (Adcbe Sysiem

Incorparated).

Los programas computacionales de Biclogia Molecular empleados
fueron: Edit Seq, Prirner Sekect, perienecientes al procesador Laseryene de

DNAStar (Madison, W1, EUA), asi como 1D Imagen Analisis (Kodak).

Los programas utilizados por via INTERNET fueron: Enfrez (National

Center for Biotechnology Information (NCBI), BLAST Network Service (Blaster),
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GenBank (NIH, Estados Unidos Americanos), Align (Institut de Génétique
Humaine, Montpellier France), Chromas version 1.45 (Queensland, Australia) y

Meth primer (San Francisco, CA, EUA).
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4.2 Métodos

4.2.1 Coleccion de las muestras.

Durante los meses de Julio y Agosto del 2002, mujeres que acudiercn a
la consuita en los diferentes centros de salud pertenecientes a la Secretaria de
Salud del Estado de Nuevo Ledn, del arca metropolitana de Monterrey, fueron
invitadas a paricipar en este estudio. A todas ellas se les explicé en que
consistia el mismo y a las que aceptaron padicipar, se les pidid que contestaran
un cuestionano clinico, asi como que firmaran una carta de consentimiento

informado.

La muestra consistié de células cervicales tamadas con un cepillo vaginal
disueltas en un medic de canservacion, mantenidas a 4°C hasta su utilizacion.
En adicién, Ia Secretaria de Salud tomd una muestra adicional con la finalidad

de practicar el andlisis a nivel cilologica.

4.2.2 Procesamiento de la muestra.
Se recolectaron y analizaron 1282 muestras cervicales. Las muestras
conservadas en preservCyl fueron centrifugadas a 14000 rpm durante S min y

colocadas en una placa de calentamiento a 3/°C por unos minutas, con Ia
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finalidad de eliminar el metanol, el cual es el principal componente del

preservCyt. Una vez obtenida |la pastilla celular, se continud con la extraccion

del DNA,

4.2.3 Extraccion de DNA genomico a partir de células cervicales. Se
extrajo cl DNA gendémico mediante la técnica con proteinasa K y fenol-
cloroformo, que consiste en |a lisis simultdnea de las células cervicales
utilizando a la enzima proteinasa K y el detergente SDS. El DNA se purificg
postericormente par extracciones con fenolcloroformo y finalmente se recuperd
por precipitacion con isopropanol y acetato de amonio. El procedimiento que se

siguid fue el siguiente:

Las células se lisaron con 500 ul de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 0.5
% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl), se adiciond la enzima Proteinasa K (10
mg/ml} mezclando por varios segundos y dejando a 56°C de 1 a2 hrs o a 37°C
toda la noche. Posteriormente se agregaron volimenes iguales de fenol
saturado (500 ul) y de SEVAG (Cloroformo, 24: Alcohol isoamilica, 1). El
contenido del tubo se homogenizo par completo utilizando un vortex. Enseguida
se centrifugo a 14,000 rpm por espacio de 15 min. Se recuperd la fase acucsa y
se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 ml. Se agregaron 0.6 volumenes de
isopropanal y 1/10 de acetato de amonio y se dejé reposar por espacio de una
hara a -20°C. Una vez transcurrido este tiempo se centrifugd a 14000 rpm en

una microcentrifuga por 30 min y la pastilla cbtenida se lavo con etanal al 70%.
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Se centrifugd nuevamente, se decanté el etanol, se secd el DNA y finalmente se

resuspendio en TE 1X (Tris-HCI 10 mM a pH7.5 y EDTA 1 mM).

4.2.3.1 Verificacion de la calidad y la concentracion del DNA. Se
realizaron diluciones 1:10 de algunos DNAs para venficar su cantidad e
integridad en geles de agarosa al 0.8%, utilizando estandares de DNA de
concentracion conocida. Algunos de ellos fuercn también leidos al
espectrofotometro. Debido a la gran cantidad de muestras, para corroborar la
calidad y cantidad del DNA exiraido, se optd por probar su amplificacion por

PCR con un gen de expresion invariable (*house-keeping®), el de |a B-actina.

4.2.3.2 Amplificacion y deteccian del gen B-actina mediante PCR.
Para la amplificacion de la region del gen B-actina se utilizaron los

iniciadores descritos por Ehrlich y Bugawan,'? estos fugron los siguientes:

Oligo GH 26: 5- GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG -3

Oligo GH 27: 5'- CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG -3'

Las muestras se amplificaron en las condiciones optimas encontradas
experimentalmente y descritas a continuacion: 2 pl de cads muestra fugcron
adicionadas a 25 pl de la mezcla de reaccion de Ia PCR conteniendo 20 mM
Tris—=HC1 {pH 7.5), 2 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.4 pMol de cada cligo
y 1 U de Taq DNA polimerasa (Promega, W1, EUA). La PCR fue llevada a cabo

usando el termociclador PTC-200 (MJ-Research, Inc. MA, EUA) bajo las
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siguientes condiciones: después dé 5 min del paso de desnaturalizacion a
34°C, se siguieran 40 ciclos a 94°C por 30 s, 45°C por 30 s y 72°C por 1 min,

para finaimente realizar una extension final a 72°C par 7 min.

4.2.3.2.1 Verificacion de la amplificacion en un gel de agarosa. Las
muesiras amplificadas se corricron en un gel de agarosa al 2%. Cinco pul del
producto amplificada mas 1 ul de jugo azul al 6X se sometieron a electroforesis
junto con un marcador de peso molecular adecuado (escalera gendémica de 100
pb) para verificar el tamano de la handa obtenida. La electroforesis se realizo en
una camara MGU-202T (C.B.S. Scientific, Co. CA, EUA) a 120 Volts (V) por un
tiempo aproximado de 45 min. El buffer utilizado tanto para preparar el gel,
como para llenar la camara dc electroforesis fue TAE 1X. Veinticinco ul de
bromuro de etidio (1 mg/ml) fueron adicionados al gel de agarosa, asi como al
buffer de corrida. El gcl se observd cn cl aparato EDAS 290 a través del

programa computacional Kodak 1D.

4.2.4 Deteccion del virus del papiloma humano mediante PCR.

Das sistemas consensos y anidados fueron usados para la deteccian del
VPH. El sistema universal MY(03S-MY11/Gpa+-GptE+ y el sistema LCR-E7/pU1M-
pUZR. El primer sistema amplifica una banda de aproximadamente 120 pb
correspondiente a un fragmento del gen L1, mieniras que ¢l segunda sistema
amplifica una banda de ~240 pb correspondiente al segmento penleneciente a

lus genes E6 y E7.

1n
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4.2.4.1 Deteccion del namero de copias con ambos sistemas. Las
lineas celulares CaSki (500 copias) y SiHa (1-2 copias), las cuales son VPH 16
pasitivas, fueron crecidas a confluencia y tripsinizadas para su postericr
utilizacion. El DNA de estas celulas fue extraido mediante |a técnica profeinasa
K—fenol/cloroformo anteriormente mencionada. El DNA fue verificado en un gel
de agarosa al 0.8% y posteriormente cuaniificado al espectirofotdmetro. DNA
plasmidico conteniendo el genoma completa del VPH 16 (pBR-VPH 16) también
fue cuantificado y utilizado. Se realizaron diluciones seriadas a partir de 40ng/pl
hasta 0.004 fg/ul y se sometieron a amplificacién con los oligonucledtidos
MY03-MY11/GpS+-Gp6+ asi como | CR-F7/pUTM-plIZR. El minimo numero de

copias amplificadas fue determinado con ambas sistemas.

4.2.4.2 Deteccion del VPH en muestras cervicales con el sistema
MY09-MY11/Gp5+-Gpb6+. Pzra la deteccian del VPH en las mygstras cervicales
se ulilizo una PCR anidada (nPCR), basada en dos juegos de cligonucledtidos
consensos: €l sistema MY0S/MY11 (Manos y cols., 1989)'® y el sistema

(GpS+/Gpb+ (Sniiders y cols., 1990) 2 descritos a continuacion,

Bajo condiciones de esterilidad, 25 ml de la mezcla de reaccion de Ia
PCR usando los oligonucledtidos MY08 (5-CGTCCMARRGGWACTGATC-3') vy
MY11 (5-GCMCAGGGWAATAAYAATGG-3'), conteniendo 50 mM de KCI, 10
mM Tns-Cl, pH 8.4, 0.001% de gelatina, 2 mM de MgCl,, 200 mM de cada

dNTP, 0.04 pMal de cada aligo, y 1 U de Tag DNA polimerasa (Promega, WI,

2q
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EUA), fueron mezclados junto can 2 pl de |las muestras positivas para B-actina.
Cuarenta ciclus de amplificacion fueron llevadus a cabo con un paso de
desnaturalizacion a 84°C por 30 s, un alineamiento a 55°C por 30 s y una
extension a 72°C por 1 min. Iniciaimente se realzé un pasc de
desnaturalizacion a 94°C por 4 min y al final se incluyd una extensidn a 72°C

por / min. Controles negativas para [a PCR fueron utilizados cada 5 muestras.

Después de la primera ronda de amplificacion, 1/10 de esta mezcla fue
transferida a nuevos tubos de PCR para llevar a cabo |a segunda PCR con los
oligonucledtidas Gps+ (&-T1 TGTTACTGTGGIAGATACYAC-3', donde Y=T 0
C) y Gpb+ (5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3'), conteniendo buffer de
reaccion, 0.001% de gelatina, 200 mM de dNTPs, 4 mM de MgClz, 1 pMol de
cada oligo y 1 U de Tag DNA polimerass. Controles npegativos para VPH
conteniendo DNA de higado de rala, asi como conlrules negativos para la PCR
fueron colocados también cada 5 muestras. La reaccion fue sujeta a un paso de
desnaturalizacian inicial a 88°C par 4 min y a 40 ciclos, cada uno consistiendo
de 94°C por 1 min, 40°C par 1 min, 72°C por 2 min y un paso final de extension

a 72°C por 5 min. Lo antenor en un termociclador Eppendorf.

4.2.4.3 Deteccion del VPH en muestras cervicales con el sistema
LCR-E7/pU1R-pU2R. Para detectar VPHs fueron utilizados un juego de
oligonucledtidos consensos, los cuales amplifican un fragmento entre |a region
larga de contral y el gen F7. Estos iniciadores LCR-s: §-

AAGGGAGTAACCGAAAACGGT-3 y E/-As: 6 -TCATCCTCCTCCTUCTGAG-3,
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descritos por Noda y cols,™ fueron utilizados como oligonucledtidos externos

en esta primera ronda de gmplificacian, bajo las siguientes condicianes:

Cinco microlitros de muestras positivas para B-actina fueron adicicnadas
a 20 pl de la mezcla de reaccion de la PCR conteniendo 20 mM Tns—-HC1 (pH
7.5), 4 mM MgCl,, 200 pM de cada dNTP, 0.01 pMol de cada oligo y 1 U de Taq
DNA pofimerasa (Promega, WI, EUA). La PCR fue llevada a cabo usando el
termociclador PTC-200 {(MJ-Research, Inc) bajo las siguienies condiciones:
despues de 2 min del paso de desnaturalizacion a 95°C, se repitieron 35 ciclos
a 95°C por 45 s, 55°C por 20 s y 74°C por 45 s. Hubo un paso final a 74°C por 5

min. Esto para la primera ronda de amplificacion.

La sequnda PCR fue llevada a cabo con los oligonucleatidos cansensos
pU-1M, E-TGTCAAAAACCGTTGTGTCC-3 y pU-2R, &'
CAGCTGTCGCTTAATTGCTC-3' (Fujinaga y cals, 1991)%' 13 amplificacién
fue llevada a cabo tomando 1/10 del primer producto amplificado. Bajo
condiciones de esterilidad, se realizo la mezcla de reaccion para esta PCR
con:eniendo 20 mM Tris—-HC1 (pHl 7.5), 1.5 mM MgCl, 200 uM de cada dNTP,
1 pMal de cada aligonucledtido, y 1 U de laq ONA palimerasa (Promega, W,
EUA). Cinco ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 45°C
per 1 min, y extension a 72°C por 2 min, seguidos de 5 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamienio a 48°C por 1 min y una
extensidon a 72°C por 1 min; 20 ciclos de desnaturalizacion a 84°C por 1 min, el

alirezamiento a 55°C por 1 min y una extension a 72°C por 1 min, finalmente
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una extension a 72 °C por 5 min. El praducte amplificado par esta reaccion es

de 240-270 pb.

4.2.44 Vcrificacion de la amplificacion en un gel de agarosa.
Después de la amplificacion (ya fuese con cualquiera de los 2 sistemas
antenormente descritos), 1/10 de cada reaccion fue corrida en un gel de
agarcsa al 2% en TAE por espacio de 1h, tefiido con bromuro de etidio y

observado en un equipo de fotodocumentacion EDAS 290 (compariia Kodak).

4.2.4.5 Purificacién de los productos amplificados. Con Ia finalidad de
climinar los dNTPs y los oligonucleotidos, los productos amplificados positivos
para VPH fueron purificados mediante el siguiente sistema. Se adicionaron 1 pl
de fosfatasa alcalina de camardn (SAP) y 0.5 ul de Exonucleasa ! (Exo i) (PCR
Product Pre-sequencing Kit, USB, Cleveland, OH) en buffer de reaccion a 9 ul
del producto amplificado en un tubo de PCR para obtener un volumen final de
12.5 ul. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf a 37°C

durante 1 h, posteriormente las enzimas fueron inactivadas durantc 30 min. a

72°C.

4.2.4.6 Secuenciacion directa de los productos amplificados. Los
productos purificados fueron sometidos a una reaccion de secuenciacidn
utilizando el estuche comercial ABI PRISM Big Nye terminator cycle secuencing

(PE Applied Biosystem, CT, USA) versién 3.1. Los oligonucledtidos utilizados
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para |la secuenciacion fuercn los mismos que se utilizaron en |la segunda ronda
de amplificacion. La reaccion cansistio de 2 pl del buffer de reaccion (6X). 2 pl
del respectivo aoligo (0.8 pM), 1.5 pl del terminador, 1.5 ul del producto
amplificado y el resto de agua hasta obtener un volumen final de 10 pl. La
reaccion se sometid a un paso de desnaturalizacion inicial a 84°C por 3 min,
sequido de 24 ciclos a 968°C por 30 s, 50°C por 15 s y 60"C @ 4 min. Una vez
terminado este proceso, la reaccion fue precipitada con una mezcla
conteniendo 3 pl acetato de sodio 3 M pH 4.6, 62 5 pl de etanol desnaturalizado
al 95% y 145 yl de agua por muestra. Una vez adicionada esta mezcla, 1a
muestra fue agitada al voriex y se dejo reposar a temperatura ambicnte por 15
min. Acto sequido se centrifugd por 20 min 2 max. velocidad, y se elimmo el
sobrenadante. La pastilla fue lavada con 250 pl de etancl al 70%, por 5 min a
max. velocidad. Finalmente, se elimino el sobrenadante y la pastilla se dejo
secar al aire. La reaccién de secuenciacion fue analizada en un secuenciadar

autamatizado AB| Prism 377 (PE Applied Biosystem, CT, EUA).

4.2.4.7 Clonacion de los productos amplificados. Las muesiras cuyas
secuencias resultaron estar traslapadas (debido a la presencia de 2 0 mas
DNAs presentes en la misma muestra) fucron repetidas y clonadas. La
clonaciaon se llevo a cabo con la ayuda del estuche comercial TOPO TA cloning
(Invitrogen, CA, EUA). Los productos amplificados frescos fueran ligadas al
vector pCR®4-TOPO a temperatura ambiente por 25 min y fueron
transformados en células competentes TOP 10 (15 pl) y se plaquearon en

placas con medio LB y canamicina (50 pg/ml) como antibidtico resistente. Las
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cclonias se dejaron crecer a8 37°C por 18 hrs. La seleccion de las colonias
posilivas fue mediante una PCR utilizando los oligos universales M13F (5-
GTAAMACGACGGCCAG-3) y M13R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3Y). La
amplificacion fue llevada a cabio en 12.5 pl de una solucion conteniendo 1X del
buffer de reaccion, 200 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl;, 0.4 pMol de cada
oligo y 1 U de Tag DNA polimerasa. .a amplificacion se llevo a caba en 27
ciclos (cada uno constando de un paso de desnaturalizacion a 94°C par 30 s,
seguidas de un alineamiento a $5°C por 30 s y una extension a 72°C por 45 s),
can un paso de desnaturalizacion inicial a 94°C por 7 min y otro de extension
final a 72°C por 7 min. Los productos de la PCR fueron corridos en un gel al

2%, tefnidos con bromuro de etidio y visualizados a la luz UV.

4.2 4.8 Secuenciacion de los productos clonados. Los productos
amplificadns fueron purificacos con las enzimas Fxo { y SAP. La reaccion de
secuenciacion se llevo a cabo con el oligonucleotida M13F, bajo las cendiciones

ya descritas previamente.

4.2.4.9 Analisis de las secuencias y tipificacion de las muestras VPH
positivas. Los cromatogramas de las secuencias fueron analizados mediante el
programa Chromas version 1.45 (Queensland, Australia). Una vez analizado el
cromatograma, la secuencia fue copiada y enviada al programa BLAST en
linea, con el que se realizd la comparacién de la secuencia. | os tipos de VPH

fueron identficados con base en la similitud a la secuencia de VPH depositada
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en el GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/iGenbank/GenbankQverview.html), a

cual deberia de ser de mas del 80%.

4 2.5 Deteccion de las variantes moleculares de los VPHs 16, 18, 31 y 35.

4.2.51 Obtencion de las muestras analizadas. Un total de 161
muestras mexicanas positivas para los VPH 16, 31, 18 y 35 fueron utilizadas
para analizar su variabilidad gendmica. En adicion a las muestras mexicanas,
se incluyeron tambien 13 muestras colectadas en Oslo, Norueya, 16 muestras
sudafricanas (Ciudad del Cabo. Sudafrica) provenientes de dos grupos étnicos
(negros puros y mezclas entre ellos), asi como también muestras del sur de
Califernia (Los Angeles, CUA), derivadas de lesiones neoplasicas anales de
pacientes pesitivos para la infeccion cen el virus de [a inmunaodeficiencia
humanz (HIV). Para los tres primeros estudios (Meéxico, Noruega y Sudafrica),
el diagnéstico citologico fue realizade subsecuentemente a |3 obttencion de

estas y el resultadu clinico ne influyd en la inclusion parz este estudio.

4.2.5.2 Discno de oligos y amplificacion de la LCR de los diferentes
VPHs. lJn scgmento importante de la region LCR fue amplificado con
iniciadores especificos para cada tipo de VPH. Los oligonucledlidos fueron
disefados mediante la ayuda del programa Primer Select (Madisan, WI, EUA),
a excepcion de los oligonudleatidos que amplifican el VPH-16 y VPH-18, ya que
para estns se usaron los oligonucledtidos reportados por Ho y cols.'® y Ong y

cols.,'® respectivamente (ver tabla 2), y probados can controles positivos
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(plasmidos VPH-16, VPH-31 y VPH-35, asi como la linea celular Hel a, la cual
es VPH-18 positiva). El minimo numero de copias fue determinado como se

menciond anteriormente.

La mezcla de reaccién para la amplificacion consistio de 20 mM Tris (pH
8.0), 100 mM KCI, 200 uM de cada desoxiribonucleoside trifosfatado, 2 mM
MgCi,, 10 uM de cada de lus cligos y 1 U de Tag DNA polimerasa (Promega,
WI, EUA); mientras que para |la amplificacion del VPH 16 se utilizé la enzima Go
Taq DNA Polimerasa (Promega, Madison, WI). La amplificacion consté de
cuarenta cicios en un termociclador Eppendorff Master Cycler (Eppendorft,
Hamburg, Germany). can un paso de desnaturalizacion a 34°C por 30 s, uno de
alineamiento a 60°C durante 30 s y uno de extension @ 72°C durante 1 min.,
incluyendo un paso inicial de desnaturalizacion de 4 min y unc de extensian
final de 5 min.

Tabla 2. Datos de los oligonucledtidos utilizados para la deteccian
de las variantes molcculares.

Tipo Oligo Localizacion Secuencia (5'-3°)
_de VPH 4
| VPH-16 7478 | 7478-7477 | GGGGTACCTCGGT IGCATGCI 117 1GGC |
7841 7851 7841 GGTCIAGACGGT 1 TGCACACACGCATGT
| VPH 31 VPH31-8aF 7527 (550 " AGIAGI TCTGCGGTTTITGGTTTC
VPH31-8aR | 114-13/ CCGAGGTCTTICIGCAGGATTTIT
| VPH 18 7285 7465-7444  “GGGTTGCC 11GGCTTATG
7805 7806 7825  CGGTTGCAIABACTATGTAT _
| VPH-35 | VPH35LCR-F 7146 7172 TATATTATGTGTTGTGGTGCCTGTTTG
B VPH35LCR-R 163-°87 AATTTGATGGATGCTTTCTTCTACC
VPH35LCRa-f 7418-7433  CGATTTCGGTTGCTGTIGGTAAG
l VPH34! CRa-R 1133 CGTTTTGGGTCACTCCCTGTTIT

3

4.2.5.3 Verificacion de |a amplificacion en un gel de agarosa.

Después de la amplificacion, 1/10 de cada reaccion fue corrida en un gel de
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agarosa al 2% en TAE por espacio de 1h, tenido con bromuro de etidio y

observado en un equipo de fotodocumentacion EDAS 290 (compaiia Kodak).

4.2.5.4 Purificacion de los productos amplificados. Con la finalidad de
eliminar los dNTPs y lus oligonucledtidos, los productos amplificados que tenian
una sola banda fueron purificados mediante el sistema SAP-Exo | Los
productos fueron tratados con 1 pl de fosfatasa alcalina de camardn (SAP) y 0.5
il de Exonucleasa | (Exo I) (PCR Product Pre-sequencing Kit, USB, Cleveland,
OH), 1 ul del buffer de reaccion junto con 9 ul del producto amplificado en un
tubo de PPCR. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Eppendorf a
37°C durante 1 h. Posteriormente, las enzimas fueron inactivadas durante 30
min a 72°C. Las muestras cuyas amplificaciones tenian mas de una sola banda
fueron purificadas mediante el estuche comercial QlAguick (Qiagen, Alemania),
siguiendo las instrucciones dadas por el mismo. Estas instruyen en cortar la
banda correspondiente, eliminar la agarosa y pasar el producto amplificado por
una coulumna de silica, para posteriormente eluirllo en 40 pl de TE. Dos ul de los
productos purificados, asi como del marcador de peso molecular fueron corndos
en un yel de agarosa al 2% can la finalidad de observar su calidad y de realizar

una semicuantificacion de ellos.
42.5.5 Secuenciacion directa de las LGR amplificadas de los
diferentes VPHs. Una vez purificados los praoductes de PCR, éstos fueran

secucnciados utilizando el estuche comercial BigDye™ Terminator Cycle
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Sequencing (Perkin Elmer Applied Biosystems, CA, EUA). Por cada muestra,
dos productos independientes de PCR fueron secuenciados en ambas
orientaciones y con oligos intemas con la finalidad de excluir artificios de la
PCR. Cambios en la secuencia que fueron encontrados al menos dos veces en

la misma muestra fueron contadas camao variantes.

4.2.5.6 Analisis de la variabilidad genomica en los VPHs. Los analisis
de las secuencias se realizaron con el programa ALIGN via Internet (servidor
GENESTREAM) publicado por Pearson vy cols.,' para comparar las variantes
del VPH con las secuencias de referencia. En este estudio, Ias posiciones
nucleotidicas del VPH-18, VPH-31 y VPH-35 fueron numeradas acorde a las
secuencias de referencia NC 001357, NC 001527 y X74477, respectivamente.
La secuencia del VYPH-16, asi come las posicicnes nuceotidicas, fueron
numeradas de acuerdo a [a ultima actualizacion de la secuencia genémica del
VPH-16 de referencia, conocida como VPH-16 R (Los Alamos National
Laboratory,  http:/fhpv-web.lanl gquv/stdgentvirusthpy/).  La  secuencia de
referencia para el VPH-35 usada en este estudio fue la del VPH-35H, debido &
los multiples errores en la secuencia original Las secuencias nucleotidicas
denvadas de este estudio fueron enviadas al GenBank, bajo Ins numeros de

acceso del AY453865 al AY454064.

4.2.5.7 Analisis filogenético de las variantes moleculares. Las
variantes del VPH-16 y VPH-18 fueron comparadas con aquellas que forman

las ramas filogeneticas ya publicadas anteriormente (Ho y cols,, 1991,1993.
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Ong y cols , 1993; Stewart y cols., 1996).'32133.133.1% F| anaiisis filogenético de
las vanantes del VPH-31 y del VPH-3b fue realizado usando el programa MLGA
version 2.1 publicado por Kumar y Gadagkar (2001)." Los arboles
filogenéticos fueron determinadcs usando el método “unweighted pair-group”

con promedio aritmético (UPGMA) y el método “Neighbor joining™ (NJ).

4.2 .6 Determinacion del estadao de metilacion en los VPHs.

4.2.6.1 Muestras testigos y controles. Las lineas cclulares VPH-16
positivas, SiHa y CaSki fueron utilizadas como contrcles positivos para este
experimenio. Las muestras clinicas ulilizadas fueron provistas por tres
diferentes fuentes: las muestras Noruegas, las cuales consistieron de 29
muestras asintomaticas, 17 con NICs grados | a Ill, y 32 con cancer cervical;
las muestras mexicanas, obtenidas de diferentes centros de salud del area
metropolitana de Monterrey: 34 muestras asintomaticas y 13 con cancer
cervical; finalmente, las muestras obtenidas en el Centro para el Cancer en la

Universidad de California, Irvine: dos muestras con cancer cervical.

4.2.6.2 Modificacion del DNA con bisulfito de sodio. Para llevar a
cabo el tratamiento con bisulfito de sodio, de 50 a 1000 ng de DNA de |a
muestra, fueron suplementadas con un microgramo de DNA de esperma de
salmon en un volumen total de 18 ul, y fueron desnaturalizadas con 2 ul de
hidroxido de sodio (NaOH) 3M e incubadas a 37°C. Después de Ia

desnaturalizaciaon, 278 pl de bisulfito de sodio 4.8M y 2 pl hidroquinena 100 mM
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fueron adicionados e incubados en un termaciclador tppendorff durante 20
ciclos, consistienda cada uno de 15 min a 55°C y 30 s a 95°C. £l DNA
modificado fue purificado con la ayuda del estuche comercial QlAquick PCR
purification kit (Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones recomendadas.
El DNA medificado fue desulfonatado por la adicion de 5.5 1 de NaOH 3M, 5 ug
de glucégeno y una incubacion a 37°C por 15 min. El CNA fue precipilado con
5.6 pl de acetato de sodio 3M y 150 pl de etanol al 100%. La pastilla fue

postericrmente lavada con etanol al 70% y disuelta en 30 a 50 pl TE.

4.26.3 Diseno de oligonucleotidos y amplificacion del DNA
modificado. Las secuencias de los oligos fueron disefiados de acuerdo a ta
secuencia de referencia del VPH-16 (Los Alamos National Laboratary,
http://hpv-web.lanl.gov/stdgenfvirusthpy/), medianie la conversion de todas los
residuos de citocinas en uracilos. EI DNA medificado fue amplificado en 3
diferentes amplicones: Parte del gen L1 y el extremo 5 de la LCR fue
amplficade can los oligonucleatidcs 16msp3F (posicion 7049-7078) 5'-
AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA-3" vy 16msp3r (posicion 7590-
7560) 5-AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA-3; el potenciador del
VPH-16 con los oligus  16mspdF  (posicion  7465-7493) 5'-
TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTTTTT-3' vy 16msp?R (pusicion 7732-7703)
5-TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT-3'; y el promotor del VPH-16 con
los nligonucledtidos 16msp5SF (posicion f148-7777) 5'-
TAAGGTTTAAATTT TTAAGG I TAATTAAAT-3' y 16msp8R (posicion 115-86) &5'-

ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA-3". Todos estos oligos fueren

AN
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probados con un DNA contral (ONA de células CasKiy SiHa) con la finalidad de
verificar |a amplificaciiin del DNA madificada. | 2 PCR fue llevada a caba en un
volumen total de 25 pl conteniendo 0.2 mM de cada uno de los 4 dNTPs, 10
pMa! de los cligos, 2 mM de MgCl; y 1 U de la enzima Ampli Taq Gold (Perkin-
Elmer). La PCR fue iniciada a 94°C por 1 min, sequida de 40 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion a 84 °C por 10 s, un alineamiento a 58 °C por
30 s y una extensicn g 88 °C por 1 min) con una extension final a 68 °C por 7
min. La presencia de los productos {fue verficada en un gel de agarcsa

ocbservados bajo luz ultravioleta.

4.2.6.4 Clonacion y secuenciacion de los productos amplificados.
Una vez confirnados les amglicones, estos fueron clonados mediante la ayuda
del estuche comercial TOPQ TA cloning (Invitrogen, CA, EUA). Los productos
amplificados frescos fueron ligados al vector pCR®4-TOPO a tempeiatura
ambiente por 25 min y fuercn transformados en células competentes TOP 10
(15 pl) y se plaquearon en placas con medio LB y kanamicina (50 plg/ml). | as
colonias se dejaron crecer a 37°C por 18 hrs. Las colonmias positivas fueron
seleccionadas mediante PCR utilizanda los oligonucleotidos universales M13F y
M13R bajec las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion a 94°C por
7 min, sequida de 27 ciclos de amglificaciéon (desnaturalizacion a 84 °C por 30
s, un alineamiento a 55 °C por 30 s y una extensidn a 72 °C pur 45 s) con una
extension final a 68 °C por 7 min. La presencia de los productos fue verificada
en un gel de agarosa observadas bajo luz ultravioleta. Las productos

amplificados de las colonias positivas fuercn purficados mediante el sistema
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SAP-Exo (. La secuenciacion se realizo utilizando el estuche comercial
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer Applied Biosystems, CA)

bajo condiciones descritas anteriommente.

4.2.6.5 Analisis de las secuencias y determinacion del patron de
metilacién. las secuencias y sus respeclivos cromategramas fueron
analizados bajo los programas computacicnales Cromas version 1.45 y ALING
via internet. La secuencia de referencia ufilizada fue la del VPH 16R (Los
Alamos National Laboratory, htip//hpv-web.lanl.govistdgenivirus/npv/), en
donde todas las citocinas a excepcion de las CpGs, fueron convertidas a

timinas y por comparacion de secuencia, las CpGs metiladas pudieron ser

detectadas.

4.2.6.6 Analisis estadistico. Para explorar los datos, fucron usadas
esfadisticas tabulares y descriptivas. Representaciones graficas de la
frecuencia de la metilacidn de las CpGs fueron estimadas a partir de los datos.
Para algunos sitios, en los que el DNA no pudo ser amplificado, los datos fueron
descartados para estos analisis. La frecuencia de la melilacion para cada sitio
CpG, CpAy CpT fue comparada entre tres gnipns de pacientes: cancer, NICs y
especimenes de mujeres infectadas asintomaticamente (lesiones no
identificables, NIL). La prueba exacta de Fisher fue usada para probar Ia
hipotesis de gue las frecuencias de |la metilacidn de canceres y NICs eran cada
una mucho mas grandes que las frecuencias de la metilacion de especimenes

de mujeres con NIL. Un total de 95 comparaciones estadisticas fueron llevadas
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a cabo y se ajusto6 cl nivel de significancia para las prucbas estadisticas usando

el ajuste de Bonferroni para mlltiples comparacianes.

4.2.7 Deteccion de los transcritos E6/E7 mediante la técnica NASBA.

4.2.71 Extraccion de RNA a partir de muestras cervicales,
amplificaciéon y deteccion de las mismas. Se recurrid a una nueva tecnalogia
muy sensible para detectar transcritos provenicntes del VPH, que sc basa en
tres pasos fundamentales:

1) la obtencion del acido ribonucleico (RNA),

2) la amplificacion de dicho acido vy,

3) la deteccion del mismo.

El RNA fue obtenido mediante la ayuda del estuche comercial Nucleic
Acid Isolation (Organcn Teknika, Holanda) mediante la técnica conocida como
"BOOM", " 1a cual esta basada en la adicion de una agente caotrpico como lo
es el tiocianato de guanidina, el cual tiene propiedades que inactivan a |as
nucleasas y lisan las células. A su vez se emplea silica, la cual unen a los
acidos nucleicos en la presencia de este agente. Se siguieron las instrucciones
recamendadas por el fabricante del estuche comercial y el RNA tue resuleto en
un gel de agarnsa al 1% con formaldehido y formamida, con un buffer de
corrda de MOPs. Para su visualizacion se tino con bromuro de etidio y se

irradi¢ con luz ultravioleta.

53



Materiales y Mélodos _
“Evaluacian de la variabilidad genética y epigenética del HPV en el NE de Meéxico™

Para la amplificacion del RNA se utilizd un estuche disefadc Yy
oosequiado por Norchip® (Klokkarstua, Noruega), que se basa en la técnica
conocida comu NASBA-tiempe real, que es un método de amplificacion
isolermica que amplifica RNA en una manera analoga a la replicacion de los
retrovirus. La reaccion contiene aligonucleotidos y tres enzimas: AMV-RT,
RNasa H, T/ RNA polimerasa, para amplificar un blanco especifico. La reaccion
de Nasba cmpieza con el alincamiento del gnmer oligo al RNA blanco (ver
figura 10). Este oligo ccntiene en su extremo 5 terminal la secuencia del
promofor de la T7 de la RNA polimerasa, en adicion a un conjunto de
nucleotidos que son complementarios a la secuencia del RNA blanco. Sequido
este paso, la AMV-RT elanga al primer, creando un DNAc (el cual es una copia
del RNA blanco) y formando asi un hibrido RNA/ONA. La RNasa H reconace a
este hibrido coma sustrato e hidroliza a la porcian del RNA del hibndo, dejando
un DNA de cadena sencilla, al cual ¢l segundo oligonucledtide se alinea. La
AMV RT elonga al segundo oligo, produciendo asi la porcion del prometor de
T7 de DNA de doble cadena y haciéndolo transcripcionalmente activo. La T7
RNA polirnerasa reconociendo al nuevo pramotor funcional, pioduce multiples
copias de transcritas de RNA que son anti-sentido a la secuencia blanco del
RNA ariginal. En la reaccion también hay una sonda molecular la cual se une
directamente con cada uno de los transcritos producides siempre y cuando

sean complementarics a &sta.
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Figura 10. Representacion esquematica de la reaccion de Nasba. La figura muestra
los diferentes pasos y elementos empleados en esta reaccion.

La deteccion se llevo a cabo mediante una maquina conocida como PCR
de tiempo real, 1a cual es un termociclador pero en su parte superior tiene l;ﬂ
sistema oOptico que permite detectar las sondas moleculares. Esta es muy
sensible y confiable, cuantificando la generacion de los amplicones conforme se
van generando (por ello se le refiere como de tiempo real). Todos los reactivos
para la amplificacion con Nasba fueron obtenidos del estuche comercial Pre Tec
HPV-profeer (Norchip). Las instrucciones del estuche fueron seguidas al pie de
la letra. Inicialmente el estuche fue probado con controles positivos y negativos
(RNA de lineas celulares VPH positivas como Hela, CaSki, SiHa y 9E como
controles positivos, asi como las lineas celulares COS y 3T3, como controles
negativos). Solo 5 pl del RNA de cada muestra fueron utilizados. La deteccion y

cuantificacion de los transcritos fue analizada con el programa Pre Tect Data

Analyser de Norchip.
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CAPITULO V

RESULTADQS

5.1 Coleccion de las muestras.

Los centros de salud pertenecientes de la Secretaria de Salud Estatal
que participaron en este estudio fueron divididos en cuatro juridicciones, fres de
las cuales fueron fuentes de muesiras para este estudio. Un total de 1282
cepillos cervicales en medic de preservacion fueron colectados en el periodo
dc julio y agesto del 2002, junto con sus respectivos cuestionarios, laminillas

citologicas y hojas de consentimiento informado.

La juridiccion | abarcd desde Santa Calarina hasta San Nicolas
incluyendo parte del centro y de 1a Colonia Cumbres, contribuyendo con 23.48%
de las muestras. La juridiccion Il participé con un 14.12% de las muestras y
abarca desde la calle Guerrero hacia el onente, contemplado todo el municipio
dec Escobedo. La jurnidiccion 1], 1a cual comprendio desde Villas de Garcia, hasta
Santa Catarina parte sur y San Pedro, participd can un 62.40 % de las
muestras. La figura 11 muestra geograficamente las colonias que abarcaron

cada region y por lo tanto €l area representativa de las muestras.
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Figura 11. Mapa de la ciudad de Montemy' mostrando el area geografica dentro
de la cual las muestras fueron tomadas. Los ndmeros en negro indican el nimero de
la juridiccion, mientras que las lineas gruesas el limite entre cada juridiccion.

La edad de las pacientes asi como algunos antecedentes gineco-
obstétricos de cada una de ellas, se analizaron y se muestran en la tabla 3. La
prevalencia de los hallazgos citolégicos anormales fue de 8/800 (1%), todas

ellas mostraron NIC |.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Parametro | Rango Media
Edad (anos) | 15-67 33.94

EPE (anos) | 12-39 19.62

Gestas 0-12 416
Paridad 0-12 3.12
EPM (afios) | 8-19 12.65

NCS 0-4 1.22

EPE=Edad del primer embarazo, EPM=edad de la primera menstruacion, NCS=nimero de
comparneros sexuales.
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5.2 Extraccion y cuantificacion del DNA.

Se extrajo DNA genomico a partir de las muestras cervicales mediante la
técnica de proteinasa K-fenol-cloroformo. Dichos DNAs se integraron en un
banco. Algunos de estos DNAs fueron cuantificados al espectrofotometro y/o
visualizados y semicuantificados en el aparato de fotodocumentacion Kodak 1D,
con la ayuda de un DNA de concentracion conocida como estandar,

obteniéndose cantidades muy pequenas (ver figura 12).

Figura 12. DNA genomico resuelto en gel de agarosa al 0.8%. Los carriles 1 al 7
muestran DNAs que corresponden a diferentes pacientes.

5.3 Verificacion de la calidad del DNA.

5.3.1 Amplificacion y deteccion del gen B-actina. Se procedit a verificar
la calidad de la extraccion del DNA mediante la amplificacion del gen casero -
actina, para lo cual las 1282 muestras fueron amplificadas y resueltas en geles
de agarosa. Una banda de aproximadamente 240 pb reveld lo presencia del
amplicon de este gen. De las 1282 muestras, un total de 1200 muestras
amplificaron, mientras que las 82 restantes no mostraron amplificacion alguna

(ver figura 13).
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Figura 13. Gel de agarosa al 2% mostrando la amplificacion del gen B-actina. Los
carriles del 1 al 19 corresponden a muestras de diferentes pacientes. Las muestras 18
y 18 mostraron una amplificacion muy débil, mientras que la 17 no amplifico.

5.4 Deteccion del virus del papiloma humano.

5.4.1 Deteccion del namero de copias. El DNA de las lineas celulares
CaSki y SiHa (controles VPH 16 positivos con 500 y 1 copia, respectivamente)
fueron utilizados para verificar la sensibilidad de esta reaccion. Se utilizaron
diluciones seriadas a partir de 40ng/pl hasta 0.004 fg/ul para amplificar el VPH
con ambos sistemas. Con el sistema MY0S-MY11 la sensibilidad fue de 333
copias en SiHa, mientras que con el sistema LCR-E7 se pudieron detectar 535

copias (ver figura 14).
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Figura 14. Deteccion del numero de copias con el sistema MY09/MY11. Gel de
agarosa al 2% mostrando los amplicones de las diferentes diluciones utilizadas.

5.4.2 Deteccion y tipificacion de los VPHs. La figura 15 muestra el
proceso de deteccion y tipificacion de VPH. La tabla 4 presenta la prevalencia
de la deteccion del VPH. Se detecto la presencia del VPH en 305/1200 (25%)
de las muestras. Doscientos cincuenta y ocho mujeres fueron infectadas con un
tipo simple de VPH y cuarenta y cinco con multiples tipos. Treinta y ocho
diferentes tipos de VPHs fueron detectados. siendo el tipo mas comun el VPH
16, seguido del VPH 31 (ver tabla 4). Se detectaron 258 infecciones sencillas,
35 con infecciones dobles, 10 triples y 2 cuadruples. La mayoria de las
infecciones sencillas (84%) y las infecciones multiples (15%) involucraron uno o
mas de un tipo de alto riesgo. Fueron identificados 16 tipos de alto riesgo, 6 de

bajo riesgo y 16 tipos no clasificados.
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Figura 15. Proceso de deteccion y tipificacion de los VPHs. Se muestra: A) La
deteccion de los VPHs con el sistema anidado MY09/MY11-Gp5+/Gp6+ (las flechas
indican las muestras positivas). B) Gel de agarosa al 2%, mostrando las colonias
positivas después de clonar el producto de PCR (las flechas indican las colonias sin el
inserto). C) Cromatograma mostrando |la secuencia de una de las muestras VPH
positivas. D) Determinacién del tipo de VPH mediante la ayuda del programa BLAST.
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Tabla 4. Prevalencia de los tipos detectados en la poblacion del area
metropolitana de Monterrey, N.L.

_Tipo de VPH _ N=1200 % de positividad % de todos
"~ VPHnegatvos 895 74.58
VPH positivos 305 100 25.41
3] 4 1.31 033
13 1 0.32 0.08
16* 113 37 8.40
18 22 f 2 1.82
31 39 12.8 325
32 1 0.32 008
33 4 1.31 0.33
35 9 295 07H
39 1 0.32 0.08
44 2 0.65 0.16
45 1 0.32 0.08
1 2 0.65 0.16
52 6 1.96 0.50
53 5 1.63 041
o 2 0.65 0.16
56 6 1.96 0.50
58 5 1.63 0.41
59 S 1.63 0.41
62 3 0.98 0.25
66 5 1.63 0.41
67 3 0.98 0.25
68 1 0.32 0.08
69 1 0.32 0.00
70 8 2.62 0.66
B1 pd 0.65 0.16
83 1 0.32 0.U8
84 1 0.32 0.08
LVX100 1 0.32 0.08

______ sDLws 4 A3 033

Total sencillas 258 B4.6 21.5
16,67 1 0.32 0.08
59,68 1 0.32 0.08
59,81 1 0.32 g.08
16,87 1 0.32 0.08
18, 31 s (.98 0.25
16, 68 1 0.32 0.08
16, cpE108 1 0.32 0.08
16, 58 1 0.32 c.08
58. 67 1 0.32 0.08
16, DL416 1 0.32 0.08
18, 51 2 0.65 0.16
6,16 1 0.32 0.08
16, PN*" 1 032 0.08
16,18 1 0.32 0.08
§3.30 1 032 0.08
16, 35 1 032 0.08
16, 56 1 0.32 0.08
67. 68 1 032 008
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58, 56 1 0.32 0.08

51, 58 1 0.32 o8
3,54 1 0.32 0.08

51, 82 1 0.32 0.08

31, 18 1 0.37 008
39,68 1 0.32 0.08

18, 84 1 0.32 0C8
34,18 1 0.32 Q.08

56, 18 y; 0.65 0.16

18, 52 1 032 0.08

18, 67 1 032 0.8

18, 33 1 0.32 0.08

16, 63 1 0.32 0.08
67.18,16 1 0.32 0.08
18, 58, 16 1 0.32 0.08
16, 31, 53 1 0.32 U.08
56, 70, LVX1€0 1 032 0.08
16, 35, 51 1 0.32 0.08
31, 53, 52 1 0.32 0.08
44,53, 74 1 0.32 0.c8
31. 70, LVX1€Q 1 0.32 008
58, 11, 51 2 0.65 0.16
52, 53, 45, 67 1 0.32 0.08
6,18, 81, 68 1 0.32 0.08
Total multiples 47 15.40 3.9%
total 1700 100

“lipos de al'o Pesgo ¢n negntas.
**PN=Pasible nurvo VPH

5.5 Deteccion de las variantes moleculares de los VPHs 16, 18, 31 y 35.

5.5.1 Diseno de cligonucleétidos y estandarizacion. Se disefiaron dos
pares de aligonucledtides mediante |la ayuda del pregrama Primer Select, los
cuales caorresponden a un segmento importante de la LCR del VPH-31 y VPH-
35 [n el caso del VPH-31, un segmento de 523 pb comarendido enire las
posiciones genomicas 7527-137 fue el amplificado, mientras que para el VPH-

35 el segmentao en cuestion fue de 893 pb, entre las posiciones 7146-187.
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Se procedié a estandarizar las diferentes reacciones de amplificacion para
cada LCR con cada juego de oligonucledtidos, variando las concentraciones de
Tag DNA polimerasa, oligonucledtidos, MgCl, y dNTPs. Finalmente, se

estandarizaron reacciones que en general contenian: 2 ul de DNA, 1 pM de

oligonucledtidos y 1 U de Tag polimerasa en un volumen final de 25 ul. Las
muestras VPH 16 fueron analizadas utilizando los oligos reportados por Ho y
cols.,™ los cuales fueron estandarizados usando la enzima Go Tag polimerasa
(ver figura 16). El minimo nimero de copias detectado para cada juego de
oligonucledtidos fue determinado, evidenciandose que todos los juegos de

iniciadores pudieron detectar un minimo nimero de copias en una rango de 13

a.
VPH 16 VPH 18

M1 2 34567891

M12345.6738 910

403 | Sy r , g

pb

893
468 |

Figura 16. Geles de agarosa mostrando la amplificacion de las variantes
moleculares del VPH 16, 18, 31, 35. Se muestra: A) La amplificacion del VPH16, B)

La amplificacion del VPH 18, C) La amplificacion de las variantes del VPH 35, y D) La
amplificacion del VPH 31.

5.5.2 Deteccion de las variantes moleculares del VPH-16. Todas las

muestras VPH-16 investigadas resultaron pertenecer a cualquiera de las seis
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ramas filogenéticas de las variantes del VPH-16, dos de ellas conocidas comao
las ramas africanas (Af1 y Af2), una rama europea (E) cercanamente
relacicnada a la rama asiatica (As), y un rama con las vanantes comunes en
indios amencangs, que también s¢ encuentran en ciertas partes dc Asia (AA),
las cuales estan cercanamente relacionadas a las variantes especificas de los
indios norteamericanes (NA). Las variantes E son caractenzadas por la clona de
referencia original del VPH-16, ublenida de una paciente alemana, y una
variante difirienda en el fragmento genamico de diagnostico (posicion gendmica
7450-7850) en una saola pasicion, 7521. Las variantes AA son caracterizadas
por mutaciones en las posicicnes 7485, 7489, /507, 7669, /688, 7729, 7743,
7764 y 7786. Estas posiciones genomicas refieren a la secuencia revisada de
VPH-16. Es decir, la posicion 7521 en la secuencia revisada del VPH 16 (VPH
16R) es idéntica a la posicion 7519 en |a clasificacion filogenética original;'*® I
mismo sucede con las otras mutaciones (7483, 7487, 7505, 7667, 7687, 7727,
7741, 7762, y 7784). En este estudio se detectaron en estas muestras de 112
mujeres mexicanas positivas para VPH-16. que 98 pertenecen a las vanantes

AA 'y 14 a las variantes E (fig. 17).

5.5.3 Deteccion de las variantes VPH-18. La clona de referencia del
VPH-18 pertenece a un aislada brasilefio y probablemente es la representante
de Ias variantes indigenas americanos del VPH-18. La LCR de las variantes
europeas difiere de esta clona por mutaciones en las posiciones 7529, 7567,
7592, y 7670, y las variantes africanag difieren por 10 cambios nucleotidicos

adicionales en un segmento de 320 ph'3 (ver tabla 5)
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Tabla 5. Variantes moleculares del VPH 18

T rlrlr ezl zlzlzlzlz]lz]zlz]7
4 4|a|5|5|5/5|5/5|5|6|6/5/5|6|6|6
6 8|9 |1|2|3|3|6|/6|9|la]|5|5|7]|0]|2]3
9 e|6|2]9f0o|1]3|7|2|3[1]/8|0]|4(6]0
Referencia T [C|C[G|C|T|T|[G|A|T[T|T|A[A]|T|C]|C]| Variante
MX854 |G |A [ AlclclGg]clc]T]C]T]A Af
Mx978 | T | | A G ClC T £
MX690 G A A T £
MX1035 = G|A C AlclclGg]|clclT|C]T Af1
MX87 A clcC T £
Mxg87 | T | | [A clC T £
| MX1249 A G c|C T E
[ MX1234 T 1A clc T t

Aqui. entre 15 aislados mexicanos positivos para VPH 18, se encontraron

que 13 pertenecian a la rama europea y 2 a las variantes africanas (fig. 17).

A Variantes del HPV-16 Variantes del HPV-18 B

13%

87% 87%
N=112 N=15
OE OAA OE BAf1

Figura 17. Prevalencia de las variantes del VPH 16 y 18 en las muestras
mexicanas. De entre las muestras positivas para VPH 16 (A), se detectaron variantes
E (13%) y AA (87%), mientras que de entre las muestras positivas para VPH 18 (B), se
observaron variantes E (87%) y Af1 (13%).

5.5.4 Deteccion de las variantes del VPH-31. Veintinueve muestras
fueron VPH-31 positivas, el segundo tipo de VPH mas comun en la cohorte de
Monterrey. La diversidad genémica de los aislados del VPH-31 nunca habia
sido estudiada. Por lo tanto, se amplificd y secuenci6 de estas muestras un
segmento de 523 pb entre las posiciones gendmicas 7527 -137, el cual incluye

la parte homologa del potenciador viral del segmento de diagnostico de 400 pb
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del VPH-16. Con la finalidad de dar una hip6tesis sobre un origen étnico
potencial de las muestras mexicanas, se incluyo en este analisis ocho muestras
de los pacientes europeos (Noruega) y seis muestras de pacientes africanas o
de pacientes con etnicidad africana mezclada de Sudafrica. En todos los
aislados se detectaron treinta y cinco mutaciones (veintiocho cambios
nucleotidicos y siete deleciones nucleotidicas sencillas (fig. 18) en conjunto,

veinticinco diferentes variantes.
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Figura 18. Variacion genémica de- los asilados del VPH 31 de México, Noruega,
Sudafrica y los EUA en un segmento genomico de 523 pb, la mitad del extremo 3’
la LCR viral. Las variantes son idenlificadas con el acronimo MX, NW, SA y US, de

acuerdo a su respectivo pais de origen, y al nimero de identificacion de las muestras
pertenecientes a sus colecciones locales.

Los arboles filogenéticos, calculados ya sea por UPGMA o por el
algoritmo de NJ, colocaron a todas las variantes del VPH-31 en dos ramas, una

con todas las variantes noruegas y la clona de referencia original alemana. La
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otro rama no tenia ninguna muestra europea, pero si cuatro de los seis aislados
sudafricanos. Esta distribucion asimétrica sugiere que las variantes Europeas
se criginaron de la primera rama original, mientras que la segunda de una
variante africana. La primera y segunda rama confenian 13 y 16 muestras

mexicanas y 1y 2 muestras de los Estados Unidos, respectivamente {fig. 19).
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Figura 19. Arbol filogenético de las variantes del VPH 31 de México, Noruega,
Sudafrica y los EUA. La namenclatura es como se describe en la leyenda de la figura
18.
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5.5.5 Deteccion de las variantes del VPH-35. El tipo VPH-35 fue, con
siete muestras, el cuarto tipo mas comin en esta cohorte. | a clona original del
VPH-35 fue aislada en los Estados Unidos, y |a etnicidad del paciente es
descanocida. La secuencia correcta de este aislado VPH-35 ha sido publicada
bajo abreviatura de VPH-35h (véase http://hpv-web.lanl.gov/stdgen/virus/ hpv/-
compendium/ htdocs/ HTML_FILES/ HPVcompintro4.htmi# comp94),’** para
disfinguirla de una secuencia publicada anteriormente, la cual contieng una gran
cantidad de errores nucleotidicos. Puestc que solamente una sola secuencia
adicional de este genoma ha sido divulgada,'® comparamas los aislados
mexicanos VPH-35 con cinco muestras europeas, diez africanas y cinco de los
LUA. Para esta comparacion, se amplifico un segmento genémica de 843 pb
enlre las posicicnes 7146 y 18/, y se detecto, ademas del prototipe, ocho
variantes con un total de 10 cambios nucleotidicos y de una insercién de 16 pb
{ver figura 20). Las distancias maximas entre cualquier de estas dos variantes
fueron cinco mutaciones (0.6%). Estas variantes del VPH-35 formaron varios
grupos o ramas de variantes mas que 2 o 3 ramas filogeneticos como las del
VPH-16, 18, y 31 (ver figura 21). Todas las muestras mexicanas y noruegas y
tres de las cinco muestras de los EUA tenian una insercion de 16 ph
caracteristica y diferian en y entrc las dos cohortes geograficas por una sola
mutacion puntual. La ausencia de la insercion 16 pb fue especifica para la clona
de referencia y algunos de los aislados sudafricanos. Encontramas otro aislado

igual al de la clona de referencia una segunda vez en los EUA, asi como otra

variante sin la insercion.
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Figura 20. Variacion genomica de los aislados VPH-35. La figura muestra las
diferentes mutaciones detectadas en un segmento genomico de 893 pb, region que
corresponde a la mitad del extremo 3' de la LCR viral. En la parte superior se observa
la posicion genamica en donde 1as mutaciones fueran detectadas.
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Figura 21. Arbol filogenélica de las variantes del VPH-35 de México, Naruega,
Sudafrica y los EUA. La nomenclatura es comao se describe en |a leyenda de |a figura
18




- Resultados
“Evaluacion de la variabilidad genética y epigencética del HPV en el NE dc México™

5.6 Determinacion del patron de metilacion en muestras normales (NIL),

NICs y con cancer.

5.6.1 Disena del estudio. Este estudio se llevd a cabo con la intencion
de expandir investigacianes previas sobre la metilacion de los CpGs del DNA
del VPH-16_ del grupo de nuestro colaborador, el Dr. Hans Udich Bernard. Tales
Investigaciones se basaron en la modificacién del DNA con bisulfito a partir de
lineas celulares y de muestras clinicas, las cuales fueron después amplificadas
con oligonucledtigos especificos para el DNA, en los cuales los residuos de
citosina habian sido caonvertidos a grupus uracilos, seguidas por una
secuenciacion directa del producto amplificado'”®. Al principio de este nuevo
estudio, se ozserve (datos no maostrados) que las reacciones de secuenciacion
con frecuencia mostrahan sefales C y T {raslapadas, |as cuales no podian ser
eliminadas cambiando la temperatura o |a duracion del tiempo de la reaccién
con bisulfito. Se concluyd que las poblaciones celulares de [a migma fuente
contenian mezclas de genomas de VPH-16 can CpGs o meCpGs en la misma
posicién. Por lo tanto, se modificd este protocolo, recumendo a clonar los
amplicones en plasmidos en E. cofi y a seleccionar aleatoriamente para
secienciar a cinco cclonias independientes de cada muestra (ver figura 22).
Esto se llevo a cabo con el tin de identificar genomas del VPH-16 metilados
heterogenecamente, asumiendo que pudiera haber cantidades similares de
moleculas meiladas y no metiladas. Se reconoce que es imposible analizar
mezclas de moléculas meliladas y no metiladas en muestras donde un tipo de

DNA excede en nimern sumamente al otro.
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Figura 22. Cromatogramas mostrando CpGs metilados y no metilados. A)
Secuencia no metilada. Las flechas muestras a las citosinas convertidas en timinas
debido a que no estaban metiladas; B) Secuencia metilada. Las flechas indicas a las
citosinas metiladas.

Se decidié estandardizar el analisis amplificando y secuenciando un
segmento gendémico entre las posiciones 7079 y 85, que incluyen 19 CpGs.
Tres de estos 19 CpGs fueron derivados del extremo 3’ del gen L1 (7091, 7136,
y 7145), cinco del segmento 5 de la LCR (7270 a 7461, la cual hace
contribuciones aun sin entender al proceso transcripcional), seis del potenciador
transcripcional (7535 a 7862) y cinco del promotor de E6 (31-58). Se selecciond

este segmento con el fin de detectar posibles correlaciones de los blancos de la

metilacion con las unidades funcionales conocidas del genoma del VPH-16.

Es bien sabido que la modificacion con bisulfito no solamente altera los
residuos de citosina, sino que introduce rupturas en el DNA. Por consiguiente,
es imposible amplificar mediante PCR con eficiencia alta regiones de DNA de

tamanos que excedan algunos cientos de pares de bases. Debido a esta
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limitante, se tuvo que dividir [a regidon de 913 pb que se deseaba analizar en
tres diferentes amplicones, abarcando entre |as posiciones 7091-7461, 7535-
7695, y 7862-58. Es decir, mientras que el objetivo era recopilar |a informacion
de |a metilacion a partir de cinco moleculas del DNA del VPH-16 de cada
muestra, los datos para cada uno de estos tres segmentos representaban el

estado de metilacion de diferentes moleculas no contiguas.

Durante el analisis de las muestras clinicas, se incluyeron regularmente
comao controles negativos y positivus DNA de las células de SiHa y CaSki. El
unico genoma del VPH-16 en SiHa no tiene ningin meCpGs a través de la
region  patenciadota-promotora. Descubnmientos previamente publicados
basados en la secuenciacion direcia del producto amplificado mostraron que |1a
maycria de los 500 genomas endogenos del VPH-16 en las células CaSki

parecian estar completamente metilados en toda esta region'?®,

Con el fin de estandardizar el analisis de las muestras clinicas en sste
estudio, se analizaron cinco clonas de cada una de los segmentos del VPH-16
modificadcs con bisulfito, y amplificados mediante PCR: 51 infecciones
asintomaticas (NIL); 17 neaplasias intracpiteliales cervicales (NIC) de alto y bajo
grado; y 47 de los canceres cervicales para cada una de las 19 CpGs cn ¢
segrmento L1-LCR descrito arriba. Esta estrategia apuntd hacia dar informacion
sobre un total de 10,825 CpGs. Desafortunadamente, algunas de las muestras
no tenian suficiente DNA para completar este estudio, y en estos casos (51 de

115 muestras) se tuva que eliminar el analisis del segmentc L1 y del extremo &'
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de la LCR. Camo resultado, este estudio reporta el estado de metilacion de
solamente B,B85 residuos de CpG. 6,080 representan informacion acerca de los
19 residuos de CpG en 320 clonas, y 2,805 el estado de metilacion de 11 CpGs

en 255 clonas def potenciador y del promatar.

5.6.2 Determinacion de los patrones heterogeneos de metilacion del
DNA en los genomas del VPH-16 de la linea celular CaSki. En un estudio
previo'®® del DNA del VPH-16 en células CaSki, los amplicones fueron
secuenciados directamente después de la modificacion con bisuifito y de la
amplificacion por PCR, y los datos obtenidos con esta estrategia sugirieron que
todos los CpGs que se fraslapaban con el potenciador y el promotor (pasiciones
7535 a 58) estaban completamente metilados en {a mayoria de las copias
virales"®. Aqui se reporta un reanalisis basado en secuencias de clonas
individuales de DNA modificado y amplificado por PCR, en el cual también se
amplid el segmento analizado en la direccion §'. En cantraste con los datos
publicados, la figura 73 muestra que ninguna de las 15 clonas estaba
completamente metilada, sino que cada copia cantenia entre una y cinco (de las
19) CpGs no metiladas. Ninguna de las cinco clonas estaba metilada en la
posicion 7270 (la cual no habia sido analizada previamente), y la metilacién se
detecto infrecuente en las posiciones 7535, 7554 y 7862. En base a estos
resultados, se concluyd cue los 500 genomas del VPH-16 en las células CaSki
no estan homogeneamente metilados, pero que hay diferencias, ya sea entre
copias intracromosomales repetidas en tgndem, o entre copias insertadas en

diversas localizaciones cromosomales'® Por lo que se re-examind esta
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propuesta mediante la secuenciacion directa de los productos modificados con
bisulfito y amplificados por PCR a partir de varios analisis independientes del
DNA de CaSki, segin lo hecho por Badal y cols.'® En estos experimentos se
observd que en todas las lecturas de la secuencia picos de C y de T se
traslapaban en las posiciones 7270, 7535, 7554, y 7862, con el pico de C
excediendo levemente al pico de T. Esto confirma la metilacion heterogénea de
las moléculas del VPH-16 en CaSki y la seleccién fortuita de un exceso de

moléculas no metiladas en la figura 23.

REGION L1 | LCRS POTEHNCIADOR PROMOTOR
1081|7136 7 18] 7270 [ 7428 7asa] rass [7a1) | 7s35]7ssa] 7err] 788 |vcss| 7ms2] 31 | 37 | a3 | 52| s8
coc| ope| opG | cpe | opG| ope] cpa | oG] | Cac | cpG| Cos| coc | G| | cpG| opG| Cps| CpG| OpG | Cpi

Figura 23. Heterogeneidad de la metilacion de los CpGs en los genomas del VPH-
16 derivados de células CaSki. Cada uno de los rectangulos verticales representa
uno de 19 dinuclettidos especificos para cada CpG, el numero que se encuentra el la
parte superior representa la posicion de este CpG en el genoma del VPH-16. Los
rectangulos horizontales superiores representan al segmento de 913 pb del genoma
del VPH-16, cubriendo el extremo 3’ del gen L1 y la zona completa de la LCR. Las
CpGs no metiladas son indicadas por los rectangulos blancos y la metilada por los
negros. Los dos separadores blancos verlicales indican los limites entre los
amplicones, y las discontinuidades entre las moléculas del VPH-16 supuestamente
diferentes.
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5.6.3 Diferentes CpGs son alterados con diversas frecuencias. La
figura 24 representa la metilacion o la falta de metilacidn para cada uno dc los
8,885 sitios CpG evaluados cn este ¢studio. En conjunto, se encontraron 1,252
CpGs metilados, es decir 14.5% de todos los CpGs estaban metilados.
Aproximadamente, 1a mitad (51 de 115) de los especimenes no pudiercn ser
amplificados entre la region 7081 y 7461. Por lo tanlo, para esta region, el
tamano reducido de la muestra pudo haber limitado el poder de detectar
relaciones estadisticamente significativas a traves de los sitios y a través de los
grupos dependiendo del diagnostico. No obstante, estos datos apuntan a
diferencias sisteméticas dc probabilidades de que cada sitio pueda metilarse.
Por cjemplo, 29 del 41% dcl CpGs en las posicicnes 7091, 7136 y 7145
estaban metilados (los lnicos CpGs dentro de un gen, el gen L1), mientras que
la metilacion fue solamente alrededor del 10% para |la mayoria de los otros
sitios. Hay tres regiones donde las frecuencias de la metilacion alcanzaron los
minimos, las posiciones 7270, 7554, y de manera mas pronunciada, ccn una
frecuencia de solamente un 3%, la posicion /862 Notablemente, estas tres
regiones coinciden con las mismas tres posicianes no metiladas detectadas en

la LCR de los genomas del VPH-16 en las c€lulas CaSki.
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Figura 24. Heterogeneidad de la metilacion de los CpG en los genomas del VPH-
16 derivados de especimenes clinicos. La figura muestra la metilacion de los 19
dinucledtidos CpGs en los genomas del VPH-16 de cinco clonas independientes
derivados de cada una de las 115 muesltras clinicas, una base de datos del estado de
metilacion de 8,885 dinucleotidos CpGs. A: pacientes asintomaticas, B: NICs; C:
cancer cervical. Los rectangulos horizontales blancos representan las CpGs no
metiladas, mientras que los rectangulos negros las CpG metiladas. Las lineas
horizontales de cada quintuple representan las clonas derivadas de cada paciente. La
linea harizontal no indica un amplicéon continuo de 913 pb, pero es derivado de 3
diferentes genomas de VPH-16, como lo indican las barras verticales blancas. Los
espacios grandes blancos en esta figura indican clonas que fueron parcialmente
analizadas debido a la pequefia cantidad de DNA. Debido a la compresion de la figura,
las muestras mexicanas, noruegas y de los EUA, no pueden ser visualizadas.
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Figura 24. Heterogeneidad de la metilacion de los CpG en los genomas del VPH-
16 derivados de especimenes clinicos. La cohorte mexicana tenia un 70% de las
vaniantes genomicas AA y solo el 30% de las variantes E, mientras que todas la
muestras noruegas y de los EUA eran variantes E. No se pudo detectar ninguna
distincion obvia entre los patrones de la metilacion de estas cohortes y las variantes.
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5.6.4 Correlacion entre los patrones de metilacion del DNA de los
CpGs con la patologia de la poblacion celular infectada. Mientras que el
diagrama de barras mostrado en la figura 25 refleja los resultados del
diagnostico de la metilacion en los sitios CpG, el de la figura 26 separa estos
resultados segun el estado patoldégico de la infeccion del VPH-16. es decir

infecciones asintomaticas (NIL, barras rosas), lesiones NICs (verdes) y

carcinomas (morados).
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Figura 25. Las frecuencias de metilacion de los 19 nucledtidos CpG en los
genomas del VPH-16. Las barras muestran los resultados obtenidos a partir de las 5
clonas independientes derivadas de cada una de las 115 muestras clinicas. Las flechas
indican los tres sitios en donde se detectdo menor metilacion.
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Para los cspecimenes con cancefl, la proporcién que mostré metilacidon
de CpGs fue del 4% en la posicion 7862 y estuvo en un rango entre el 12% v el
53% para el resto de lgs sitios CpGs (barras moradas). La proporcion de todas
las CpGs gue estaban metiladas fue significativamente mayor de cero (es decir,
para los sitios CpGs localizados entre 7091-7695 y 31-68; usando la prueba de t
Student, p<0.0001). llna excepcion fue la posicion 7862, donde la metilacion
ocurrio cntre 2 y el 4% de los especimenes examinados, y no se encontro
ninguna diferencia entre NICs y NILs, ni entre los canceres y NILs (por ejemplo.
usando prueba exacta de Fischer, p=1.0 y p=06, respectivamente). Las
lesiones con NICs (barras verdes) mostraron 1a frecuencia de metlacion mas
baja en los especimenes examinados, y de las frecuencias de metilacion fueron
mas a menudo intermedizas en los pacientes asintomaticos (barras color rosa).
Por ejemplo, para los especimenes con NICs, se detectd la frecuencia de la
metilacion en la posicion /145 (es decir el 33%, usando la prueba de t Student,
p<0.0001). En el resto de |os sitios. |a frecuencia estuvo en un range de 0 hasts
un 17%. pero ninguna mostrd ser estadisticamente significativa. Sin embargo,
para los especimenes adquiridos de mujeres infectadas asintomaticarnente,
frecuencias de metilacion mayuores de cero fueron detectadas en la mayoria de
los CpGs (es decir, en las posiciones 7091, 7136, 7428, 7434, 7535 a 7695 y
31-43 y la posicion 88, en un rango del 8% en 37 a un 33% en 7091, usando las

prueba de t Student, p<0.0001).
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Figura 26, Las frecuencias de metilacion de los 19 dinucledtidos CpGs en los
genomas del VPH-16 de cinco clonas independientes derivadas de las 115
muestras clinicas separadas por patologia. Las barras color rosa muestras a los
pacientes asintomaticos (NIL); las barras verdes a NICs de alto y bajo grado; y las
barras moradas a canceres cervicales.

Para los cancéres. el 42% de especimenes mostraron metilacion en los
sitios CpG 7136 y 7145. En comparacion, sélo el 13% y el 9% de sitios en 7136
y 7145 estuvieron metilados en especimenes de mujeres infectadas
asintomaticamente (es decir, para cada comparacion, se uso la prueba exacta
de Fisher, p<0.00002). Ademas, en el sitio 7145, el 33% de especimenes con
NICs mostraron metilacion en comparacion con el 9% de los especimenes de
las mujeres con NIL (de manera similar, p=0.0005). Finalmente, cuando se
compararon los especimenes de mujeres con NIL, la metilacion en muestras
con cancer fue significantemente elevada en las posiciones 31, 37, 52 y 58
(usando la prueba exacta de Fisher, para 31: el 17% contra el 6%, p<0.0004;

para 37: el 17% contra el 6%, para 52: el 18% contra el 4%; y para 58: el 18%
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contra el 7%, y para cada comparacion, p<0.0001; para 43: el 17% ccntra el

7%, p<0.002).

Los minimos en |as posiciones 7270 y 7535/7554 fueron pronunciados
en los tres grupas, mientras que el minimo en la posicion 7862 es solamente
claro para los pacientes con cancer y los pacientes asintomaticos. No se
encontrd ninguna diferencia estadistica significativa en las frecuencias de la
metilacion para estos sitios entre los canceres, NICs y NIL, usando la prueba
exacta de Fisher. La metilacion en 7862 es también baja en lesiones con NICs,
aunque no igual que para los canceres o Nll s, ya que hay casi una ausencia
completa de la metilacion abservace en todas las posiciones del extrema 3' del
promotor y no se detectd una frecuencia estadisticamente mayor de metilacion
en este sitio cuando se realizd la comparacion con los otros grupos. Por lo
tanto, en casi todas las posiciones, la metilacidn es mayor en lesiones ccn

cancer (barras moradas) y menor entre |as lesiones con NICs (barras verdes).

5.6.5 Las dinucledtidos meCpA y meCpT identifican metilacion de
novo en el DNA del VPH-16 en epitelio cervical. En el estado metilado de las
sccuencias palindromicas, los residuos de citosina CpG de Iz hebra supcrior e
inferior estan, por lo general, metilados. Los dos productos de replicacion del
DNA que contiene meCpG estan hermmedlilados, y la metilacidn de citusinas no
metiladas es restaurada por el mantenimiento de la DNA metilasa DNMT1. Las
ONMT3a y DNMT3b son consideradas metilasas de novo y su blanco son los

residuos de citosina no metilados, mientras que las contribuciones al
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mantenimiente de |la metilacién han sido demostrado recientemente. '#%'4%.143

Mientras que esto ocurre preferencialmente en los CpGs, cambios en los
dinucledtidos CpA, CpT, y CpC pueden ocurrir también, aungue con menaos

eficacia que en los CpGs 42144

Sin embargo, el estado de metiacion de los
meCpAs, meCpTs, y los meCpCs no son mantenidos durante la replicacion, ya
que uno de los productas de la replicacion na lleva el registro de la metilacion, y
l2 otra hebra se diluye tras mualtiples rondas de replicacion. Como
cansecuencid, la deteccion de los residuos de meCpA, de meCpT y de meCpC
prueba que la molécula de DNA secuenciada o uno de sus precursores
inmediatos ha sidn metilado, y no constituye un registro de un mantenimiento a
largo plazo de metilacion. Un registro de estos tres dinucleatidos metiladas en
los genomas del VPH-16 por lo tanto significa una documentacion de una

metilacion de novo activa en las poblaciones celulares que llevan estos

genomas del VPH-16.

Con la finalidad de medir la metilacion de CpA, CpT y de CpC, se
investigd la misma secuencia nuclectidica de todas las 115 muestras en las
cinco clonas analizedas previamente que habian conducido a los dates en
figura 24  Se dctectaron 58 residuos meCpAs y 49 residuos meCpTs, entre un
total de 26,785 y 20,845, respectivamente, y ningun dinucledtido meCpC (ver
figura 27 y 2B). También se encontraron 6 meCpGs adicionales en posiciunes
CpG divergentes de la secuencia de referencia del VPH-16, aparentemente

variantes genémicas del VPH-16."*
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Figura 27. Cromatogramas mostrando la metilacion en los dinucleétidos CpAs y
CpTs. La figura muestra: A) La citosina metilada seguida de una adenina, lo que indica
metilacién en el dinucledtido CpA y, B) metilacion en CpT.

Analizando estos patrones (ver figura 28) se sugirié que la metilacion de
novo era detectable con frecuencia en las posiciones 7268 y 7317, y con menos
frecuencia en las posiciones 7840, 7857, 7876, 7882, 7886, 7903, 2, 13, 73, y
77 (probando la hipétesis que el promedio de la frecuencia de la metilacion de
las citosina fue mayor que la hipotesis nula, usando la prueba de t Student,
p=0.0015, p=0.0045, p=0.0015, p=0.0046, p=0.0015, p=0.0009, p<0.0001,
p=0.0009, p=0.0046, p=0.0003, p=0.0026 y p=0.0046, respectivamente).
También, se detectd estadisticamente menos metilacion de la citosina en las
posiciones nucleotidicas 7301, 7327, 7554, 7602, 7689, 7829, 7829, 7841 a

7845, 7874, y en la posicion 5 (p=0.01 para cada una).
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Aunque son escasos, cuando los datos fueron estratificados de acuerdo
a los resultados patologicos, estos analisis sugirieron que la metilacion en
posiciones particulares fueron detectables con significancia estadistica. Para las
mujeres con NICs, los CpAs estaban metilados en la posicion 7268 (p=0.0038).
Para las mujeres que evidenciaban NIL, estos analisis sugirieron que CpT
estaba metilado en la posicién 7840 y los CpAs estaban metilados en las
posiciones 7857, 7876, 7882 y 7886 (p=0.014, p=0.014, p=0.0079, p=0.014,
p=0.0014, respectivamente). Para las mujeres con cancer, fue imposible

detectar las regiones nucleotidicas donde los citosinas estaban metiladas en

CpAyCpT.
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Figura 28. Metilacion de las CpAs y CpTs en las 115 muestras analizadas. El

diagrama muestra las posiciones y el porcentaje de metilacion de los CpAs y CpTs
detectados en este estudio.
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5.7 Amplificacion y deteccion de los transcritos E6/E7 en muestras
metiladas y no metiladas.

El RNA total de las lineas celulares SiHa y CaSki fue extraido. Estos
RNAs fueron utilizados como controles positivos para estandarizar esta nueva
técnica y bajo estas condiciones, la cantidad minima de RNA total detectable
fue 100 pg (a partir del RNA total de SiHa, que contiene una sola copia de
VPH186) (ver figura 29). Concluido este paso, se continud con la extraccion del
RNA a partir de las muestras cervicales.
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Figura 29. Amplificacion de VPH 16 usando NASBA en la linea celular SiHa. Las
graficas muestran las diferentes diluciones de SiHa (1 pg hasta 1 pg), asi como a los
controles positivo y negativo. Los cuadros en verde muestran las muestras positivas
para la deteccion. El eje de las X muestra el tiempo de la reaccion y el eje de las Y las
unidades relativas de fluorescencia.

Solo 16 muestras (8 muestras asintomaticas y 8 muestras con cancer)
fueron utilizadas para investigar la presencia de los transcritos E6/E7. La

extraccion del RNA fue llevada a cabo mediante la técnica conocida como
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“Boom” y estos RNAs fueron utilizados para la amplificacion y deteccion de

dichos transcritos mediante la PCR tiempo Real.

Los transcritos EG/E7 del VPH 16 fueron detectados en 13 de 16
muestras (81%). En todas las muestras con cancer (8/8) dichos transcritos
pudieron ser detectados. Sin embargo al analizar las ocho muestras

asintomaticas, tres de ellas dieron resultado negativo (ver figura 30).
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Figura 30. Proporcion de los transcritos E6/E7 en muestras asintomaticas y con
cancer. Se muestra: A) el 37.5% de los transcritos de E6/E7 no fueron detectados en

las muestras asintomaticas, B) Sin embargo, los transcritos de todas las muestras con
cancer fueron detectados.

Utilizando la prueba de Fisher no fue posible encontrar ninguna
correlacion entre el estado de metilacion y la deteccion de los transcritos en los
pacientes con cancer; sin embargo los pacientes asintomaticos mostraron una
correlacion entre los transcrilos detectados y metilacion (p=0.0112 y p>0.011)

(ver tabla 6).
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Tabla 6. Resultado del andlisis con NASBA en las muestras estudiadas.

Muestra | Diagnostico Regiéon metilada Deteccion
de EG/ET
L1 | 5 LCR | Potenciador | Promotor

1272 asintomatica | mix Mix No no Si
1276 asintomatica | mix mix No no si
1019 asintomatica | NA* NA mix mix no
1062 | asintomadlica | mix Imix mix mix si
1815 asintomatica | NA NA mix no no
2019 asintomatica | mix no mix no na
2060 asintomatica | mix no mix no si
2043 asinfornatica | nao no No no | si
3391 Cancer mix mix mix mix Si
3388 Cancer mix mix mix mix si
3381 Cancer mix mix mix mix si
3402 Cancer mix_ mix mix mix Si
3530 Cancer mix mix mix mix Si
3535 Cancer mix mix mix mix si
3537  Cancer mix no No no Si
3677 Cancer | mix mix Na mix si

*NA= no analizado por falta de DNA.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los recientes estudios genéticos y epigenéticos sobre el virus del
papiloma humano han demostrado la imporiancia de la variacion molecular, asi
como el papel de la metilacion del virus en el desarrcllo a CC. En este trabajo
se incluyeron pacientes asintomaticas, atendidas en cenfros de salud
pertenecientes & la Secretaria de Salud en el area metropolitana de Monterrey,
N.L., asi comao también fueron incluidos pacientes con NICs en diferentes

grados, con cancer anal y con cancer cervical de diferentes nacionalidades.

El empleo de multiples juegos de oligonuclectidos permitieron detectar
VPH en una alta proporcidn en muestras asintomaticas (27%), comparado con
resultades derivados de esfudios que utilizan un solo juego de oligonucledtidos.
Mediante cstos sistemas sc detectaron 37 diferentes tipos de VPH c¢n [a
poblacion de Monterrey. En diversos estudios de mujeres con citologia normal o
con diferentes grados de NICs, VPH 16 se ha encontrade ser el tipo mas

prevalente seguido del VPH 31.148.147.148 £y agte estudio, los tipos 16 y 31
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también fueron dominantes, indicando que la distnbucion de la infeccion def

VPH es semejante en poblaciones europeas.

Esta investigacion mostro que de cada uno de los cuatro tipos de VPH
mas prevalentes en estd cohorte mexicana existen en forma de numerusas
varianies con diferencias genémicas significativas, lo cual ongina la posibilidad
de que estas variantes exhiban diferencias biologicas y patogénicas intra-tipo.
Una vez que los programas de diagnostico del DNA ¢ de vacunacion sean
considerados para esta poblacion, deberan ser examinadas ya sea, si las
herramientas de diagnostico o los epitapes, son afectados por mutaciones en

alguna parte de los genomas de eslas variantes del VPH-16, 18, 31, y 35.

Todas las variantes del VPI-16 pudieron ser identificadas
inequivocamente, ya sea a la rama europes o a la rama asiatico-americana del
arpol filogenética del VPH-16. E| YPH-16 es ¢l lnico tipo el cual ha sido bien
confimnado por numerosos - estudios = epidemiolagicog™2.190.151.152,153.154

bioldgicos moleculares, 95156

gue exhibe correlacicn de su variacién genémica
can sus caracteristicas biologicas y epidemiologicas alteradas, que dan lugar al
parecer al incremento carcinogénico de las variantes africanas y AA. Excepto
en los indigenas americanos y en algunas poblaciones asiaticas, las variantes
AA son frecuentes en |la gente con un componente indigena-americano, ' 1%
Pero por otra parte, dichas variantes fueron encontradas solamente en

Espafa,'” posiblemente debido a la migracion reversa de América Latina.
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La prevalencia del 88% de la variante AA del VPH-16 en esta cohorte
mexicana es la méas alta detectada en cualquier parte del mundo. Esta
ohservacion y los datos de los reportes citados arriba, hacen posible que la
expoesicion a las variantes del AA de VPH-16 contribuya al incremento en el
rnesgo de mujeres mexicanas para desanollar el cancer cervical. El alto
porcentaje de las variantes del AA en el estado de Nuevo Ledn es asombroso,
ya gue una gran parte de la poblaciaon de este estado mexicano es considerada
einicamente de arigen espanol, y ain entre los individuas categorizados
gxplicitamente como mestizos, la contribucion de genes indigenas ha sido
medida como maxima de un 40%, 55% de guropeos y un maximo del §% para
los marcadores geneticus africanus.”™ Asi, como el VPH-16 infecta a la extensa
mayoria de todds las poblaciones humanas, uno podria esperar que la
distribucion del virus siguiera caracteristicas similares, tales como la distnbucion
de los genes en el haspedero. Podria ser Interesante dingir la interrogante de st
los componecntes del compartamientc explicardn esta disparidad. o s las

vanantes AA del VPH-16 se distribuyen mas eficientemente que |as variantes E.

Altemativamente, pudiera ser que la migracian haya afectade
significativamente la distnbucian del virus en esfa regidn; si los grupos que
alguna vez fueron mantenidos separados por distancias extensas. se estén
mezclando ahora sexualmente. Movimientos poblacionzles entre poblaciones
de América Central, Méxicc y de pablaciones hispanas en los Estados Unidos
estan bien documentados, y estas migraciones aumentan probablemente la

gecasion del contacto sexual entre un migrante y hombres o mujeres de la

91



- - - Discusion
“Evaluacion de la variabilidad genética y epigenética del HPY en ol NE de México'

cultura del hospedero. En ultima instancia, estas influencias sociales pueden
aumentar ¢l riesgo de una mujer de Monterrey para adaquirir las variantes virales

que eran histaricamente ausentes o raras en esta paoblacion.

El nimero de las muestras VPH-18 fue demasiado pequefo para llegar a
cualquier conclusion. Un predominic de variantes europeas, segln lo
observado, seria lo esperado, y la presencia de |as vanantes africanas podria
ser una posiblidad distinta debido a un elemcnto étnico africano en esta
poblacion. La ausencia del prototipo del VPH-18 en estas muestras es
significativa, ya que esta secuencia brasilefa (profotipe) es encontrada con

frecuencia en las muestras sudamericanas. '3

Se determinaron arboles filogenéticas de las variantes del VPH-31 y del
35 basados en segmentos de la LCR de estos virus que se traslapan y se
extienden hacia segmcntos homologos del VPH-16 y del VPH-18, los cuales
han sido utilizados para 1as evaluaciones filogeneticas. Las variantes del VPH-
31 son separadas en dos profundas ramas filogenéticas. Podria decirse que la
primera rama con todas las variantes europeas y 13 de los 29 aislados
MexIcANoS, representan los genomas europeos tipicos del VI’H-31. La segunda
rama con 4 de los 6 aislados africanos y 16 de los 28 aislados mexicanos fue
dificil de determinar. Parece razonable sugerir que e¢sto podria representar |os
genomas ariginales del VPH-31 de los amencanocs, porque seria dificil explicar
un alto predominio de azislados africanos en un pais con solamente una

pequena fraccion de migrantes africanos. La semejanza filogenética de las
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variantes americana y africana seria algo evocadora a la situacion con el VPH-
16, donde las variantes asialico-amencana (AA) y las afficanas estan

relacionadas mas de cerca una cun cotra que con las variantes suropeas.

Las variantes del VP-35 fueron clasificadas en dos categorias,
dentificadas por la presencia o0 la ausencia de un segmento de 16 pb ausente
en la clona de referencia del VPH-35 y de cuatro de lcs nueve aislados
africanos. Mientras que esta distincidn tiene que ser contada como una sola
mutacion, esta diferencia genomica, asi como el nimero generalmente bajo de
diferencias nucleotidicas, no permitieron establecer un arbol estable para las
vanantes del VPH-35. Puesto que todos los aislados mexicanos son idénticos a
algunos europeos o0 a algunos aislados africancs, esia cohorte sugiere que et
tipo VI’H-35 estaba, o ausente de la América en epocas pre-Colombinas o que

Ias variantcs amencanas del VPH-35 fueran indistinguibles de aquellas en

Europa y Africa.

Los cerca del 30% de todos los tumores malignos en mujeres en Mexico
son carcinomas cérvico-uterinos, 39160151162 Laciendo de este cancer una
preccupacian oncoldgica principal de salud publica. Mientras que esta alta
prevalencia podra probablemente deberse al comportamiento y también a la
carencia apropiada de la asistencia medica.'™'® estos datos originan ia
posibilidad que la carga viral especifica, es decir, una epidemia unica con
variantes de los tipus de VPHs que difieran de aguellcs en Europa y los Estados

Unidos, contribuyan a este problema.
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La segunda parte de este trabajo se concretd al estudio detallado de Ia
metilacion del ONA en un segmento de 913 pb del genoma del VPH-16,
abarcando parte del gen L1y la LCR completa de los genomas virales en la
linea celular CaSki y en 115 muestras de pacientes. En conjunto, esta
investigacion reporta el analisis de las frecuencias de metilacion y posicion de
CpGs entre un total de 9,090 sitios potenciales blanco (la suma analizando las
muesltras clinicas y las clonas de CaSki). Lstos datos confirman que los
genomas del VPH-16 son eficicntes blancas de la maquinaria de metilacion de
CpGs epitelial, ariginando preguntas en cuanto al mecanismo de esta reaccion

y de lzs consecuencias biologicas para la celula epitelial y/o el ciclo de vida del

VPHA6.

No se detectd un solo segmento genomice de! VPHV-16 que estuviera
completamente metilado o al menas en un grado de hipermetilacion. En un
estudio previo,'®® encontraron gue de 15 muestras clinicas 5 parecian estar
completamente metiladas en el seymento potenciador-prumotor. Creemos que
estos datos actuales son mas representativas del destino tipico de los genomas
del VPH-16, ya que los descubrimientas anteriores fueron basados en un
segmento gendémico mucho mas cortc y con la técnica de secuenciacién
directa, la cual pudo haber registrado como compietamente metilados mezclas

de DNAs del VPH-18 que estaban metilados ¢ no metilados en la misma

posicion.
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De manera general, se tiene que cancluir que hay mucho “rudo® en ia
metilacion del DNA del VPH-16, es decir no hay sitios que estan siempre o
nunca metilados, ni hay estrechos conservados contiguos de metilacion de CpG
cn |a mayoria de moléculas. A pesar de ésto, se reporta la observacion notabie
de I3 eficiencia disminuida de la metilacién en tres regiones, notablemenie los
sitios 7270 y 7862, y en un menor grado los sitios gue flanquean a 7535 y 7554.
Cabe notar la interpretacion de estas posiciones en el contexto de elementos
activantes en cis conocidos y de la estruclura de la cromatina que se
encuentran en la LCR del VI’H-16. Del segmento 3' a la posicion 7862, la cual
esta a menudo fuentemenic metilada, contiene todos los clementos del
promotor, es decir el activador del promotor Sp1, cuya union no esta influida por
la metilacion del DNA.'™ el factor viral E2, el cual es desplazado por la
meti'acion, y la caja TATA. Este segmento entero esta crganizado en forma de
un nucleosoma posicinnado especificamente, cuyo estado de metilacion y
acetilacion puede afectar al promotor.'® La posicion 7862 esta localizada en el
extremo &' de este nuclecsoma y coincide sobre una region estrecha de cerca
de 80 pb con el origen de la replicacion viral, asi como con un silenciador
transcripcional regulado por YY1 y CDP, y el extremo 3' del potendadar viral,
actvado por AP-1. Esta region ha sido caracterizada antes como un super
reguladar, ya que YY1 y CDF con sus actividades de HDAC asociadas, y AP-1
con una actividad de histona acetilasa, reprimen y activan la transcripcion del
VPH cn las diversas capas epiteliales, influyendo sobre el hucleosoma en el
promotor y @ un segundc nucleosoma sobre el potenciador viral 57168189 o

metilacion y no metilacion del CpG en la posicion 7862 pudiera agregar ctra
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funcion a esta region cis-actuante. Ademas, la posicion 7862 forma parte de un
sitio de union a E2 relevante en la activacion de la replicacion activa del VPH, y
este sitlo tiene gque permanecer desmetilado para pernitir que el VPH-16 entre
a otra ronda de replicacion. Finalmente, el hecho de que la posicion 7862 esté
cerca de un sitia Sp1 altamente conservada entre los VPHs,”® es reminiscente
de la capacidad de Sp1 de suprimir la metilacion de alguncs elementos
adyacentes a CpG."° Las propiedades de este segmento de DNA podria
establecer las bases moleculares para el estado pobremente definido de
“atenaa” en las infecciones por VPH, ya que en la presencia del DNA de VPH
con la ausencia de lesion, con la represicn del potenciador y promotor y el
acceso al origen de replicacion podrian llevar al mantenimiento de la replicacian

del virus sin la cxpresion de las funciones transformantes.

En estos estudios de la cromatina del VPH-16, tambien se ha mapeado
el extremo 5' del siguiente nucleasoma 5' a la posicion 7862, el cual cubre la
mayoria de los sitios de union del potenciador del VPH-16, y también se
encontrd cerca de la posicion 7590 una union nucleosomal ®' la cual parece
exceder la longitud de las uniones tipicas y puede incluir a las posiciones 7535
y 7554, Estudios de sensibilidad a la DNAsa | sugirieron posicionamientos
especificos adicionales del nuclecsoma 5' en esta region, los cuales estaban
separados por otra unién alrededor de la pasicion 7270. Estos argumentos
conducirian a una propuesta en la que el DNA del VPH-16 tiende a estar
hipermetilado en segmentos organizados nucleosomalmente, y desmetilados en

las unkcnes nucleosomales. Esta propuesta suena, a pnmera vista sin sentido,

Q6
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pero pudiera tener un significada funcional, cuando se considera el
descubrimiento de que el DNA incocrporado nucleosomalmente no esta

protegido del mantenimiento de la metilacion CpG, sino todo lo contraria™".

Aunque una gran cantidad de muestras biologicas fueron estudiadas, un
namero muy diverso de sitios fueron caracterizados. Por consiguiente, estas
pruebas estadisticas fueron ajustadas segin el tipo de comparacion; sin
embargo, algunas relaciones que fueron detectadas con menos precision fueron
reportadas. Es probable que un ndmero mas grande de muesiras bioldgicas
hubiera demastrado patrones mas exactos de metilacion de |a citosina en CpA 'y
CpT, especialmente cuando los especimenes de mujeres con NIL, NICs y
cancer fueron comparados. Esta chservacion de los residuos del meCpA y del
meCpT confima que los genomas del VPH son blancos eficientes en céiulas
indiferenciadas en cultive celular. Mientras que se observo solamente un
parcentaje total del 0.4% de metilacion en estos dos dinucledtidos, |a frecucncia
real de la metilacion de novo es probablemente muchoe mas alta, como los
CpGs, lus cudles se pudierun caraciericar solv en el "conjunto de datos del
mantenimiente de la metilacidn”, pero no en el "caonjunio de datos de metilacion
de novo’, las cuales son blancos mas eficientes de las enzimas UNM 13 que lcs
otros tres dinucleotidos. Par lo tanto, es posible estimar que el porcentaje de
incidencia total de la metilacion de novo se aproxima a varios puntcs del
porcentaje por cada residuo de citosina. La incidencia de la metilacion de novo
en un tejido somatico ha sido pobremente estudiada, pero no es de extrafiarse,

ya que las actividades de DNMT3a y de b han sido detectadas en una variedad

97



Riscusion
“Evaluacion de ia variabilidad genética y epigenética dafl HPV en el NE de México"

de cclulas somaticas normales, como son los ambientes cclulares Ssin
considerar a los embriones o a las células de progresian a cancer,'’%'" donde
nan sido estudiadas mas frecuentemente. Extrafiamente, los meCpAs, y lus
meCpTs parecen ocurrir frecuentemente en regiones donde no hay metilacion
de los CpGs, y se podria especular sobre un modeln donde el mantenimienta
de la metilacion es particularmente eliciente dentro de nucleosocmas, mientras
que la metilacion de novo es eficiente en las uniones nucleosomales. Mientras
que estas ultimas observaciones no son estadisticamente significativas para la
mayoria de los sitios basados en este conjunto de datos, es interesante que 14
de los 22 residuos de meCpA y de meCpT observados por Kim y cols.'™ en
cultivos  celulares conteniendo  VI’H-16, acurrieran  en  las  uniones

nucleosomales que flanqueaban las posiciones /935/7/554 y 7862.

Se pudo invesiigar el DNA del VPH-16 en lres diferentes contextos
clinicos: (i) en las infecciones asintornaticas (NIL), (ii) en NICs de grado bajo y
allo, y (iii) en cancer. Se encontré metilacion en el genoma viral en estas tres

poblaciones celulares, aunque con diferentes prevalencias.

Estos hallazgos presumiblemente episomales de metilacion en el DNA
del VPH en pacientes asintomaticos son interesantes. No se sabe de un
panorama moleculdar que pudiera ser comparable al manienimiento persistente
del VPH en infecciones preneoplasicas con 'a posible excepcién de la
metilacion de una isla de CpG en los promotores del EBNA del virus Epstein-

Barr. Mientras que esta alteracion ocurrio en células B asintomaticas, asi como
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durante la pragresién a cancer, ésto se interpretd coma un soporie del procesa
tumorigénico mediante la eliminacion de antigenos EBNA.'° Por lo tanto. este
estudic noc puede dar todavia una respuesia de que lo que se observd aqui es
un mecanismo de defensa epitelial contra DNA heterélogo, o una adaptacion
viral para ser mantenido y amplificado en un epitelio sin causar una neoplasia.
Segun lo discutido arriba, se propone gue el acceso al ongen de replicacion
viral con la supresion correspondiente de la transcnpcion pudiera ser
interpretado como una adaptacion evolutiva al estado latente, un estado
molecular y términa cientifico, el cual todavia no ha sido formalmente
reconocido para los VPHs como ha sido para los virus del herpes. Kim vy

cols.,'™

reportaron un exceso de metilacion en los genomas del VPH-1G en
células no diferenciadas en cultive. Por lo que una relacion estable entre los
genomas metilados del VPH y el mantenimiento del estado no diterenciado,

podria ser una representacion del estado latente.

Los niveles bajos de metilacion de los genomas del VPH en lesiones
NICs pudieran representar una poblacion celular expandida en estas lesiones
fue son franscripcionalmente activas, como se esperaria a la iniciacion de un
proceso neoplasico inducido por un virus junto con un aumento en el numero de
los genomas virales, como se sabe que acurre en estas lesiones'’® Esta
observacion puede probablemente ser mejor comparada con el ciclo de vida
productivo del pulioma y de los adenovirus que son altamente activos

transcnpcicnalmente.

qn
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La defeccion de una "hipermetilacion” en genomas del VPH-16
presuntamente recomginados cromosovmalmente en cancer puede ser
interpretada como una confirmacion de |a "hipdtesis de la defensa del genoma”
basada en la frecuencia de la metilacion de refroviruses y transgenes
integrados cromesamalmente'”” y en los estudios iniciales de la metilacion de
genomas adenovirales transfectados y sus blancos cromosomales.'”® ' Como
generalmente se sabe, el VPH-16 ocurre en carcinomas mas a menudo en el
estado integrada.**'® La observacion de una hipermetilacion del VPH-16 en
cancer no apoya la propuesta de una publicacion previa, del grupo de nuestro
colaborador.'® £n ese estudio ellos observaron que la talta de metilacion podia
ser  Util  diagnosticamenile para identificar lesiones  progresivas,  esto
probablemente debido al pequefio nimero de muestras en el estudio, las cuales
tambien fueron principalmente estudiadas mediante la digestion con McrBC en

ves de secuenciacion después de la modificacion con bisulfito.

Lo anterior nn debe ser interpretado de ninguna manera para decir que
los canceres na conticnen genomas de VPH muy actives transcripcionalmente,
puesto que el ejemplo es la linea celular CaSki,”*™C la cual demuestra que los
carcinomas a menudo contienen genomas de VPH integrados en tandem,
mismos que san blancos eficientes de la metilacion, mientras que alguncs de
estos genomas permanecen desmetilados y por lo tanto son activos expresores
de los oncogenes virales.?*'*° Bajo esta observacion se llevo a cabo la técnica
NASBA para detectar los transcritos de los oncogenes virales en muestras con

cancer y asintomaticas metiladas y no metiladas. En todas las muestras con
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cancer los transcritos fueron detectados, aan con el promotor o el potenciador
metilado, lo cual era de esperarse por lo demostrada con CaSki. Sin embrago
no en todas las muestras asintomaticas fue posible detectar los transcritos. Es
imposible hasta este punto hacer una comelacion entre la patologia, la
metilacion y la deteccian de los transcritos, debido al numero tan pequeno de

muestras analizadas.

Estos resultados introducen una nota de precaucion anles de pregonar
que los inhibidores de la mefilacion, resultando en desmetilacidn y por lo tanto
activacian de las genes supresocres de tumar reprimidos, seran benéficos para
todas los tipos de cancer, ya que el os representarian sustancias promotoras de
tumores en el caso de lesiones activadas por VPH.'®! Mientras que Ia metilacién
incrementada en el gen L1 en estas muestras pudicra apuntar hacia a un pape!
de la metilacion en la transicion entre los estados temprano-tardio, también se
pudiera vonsiderar que CpGs presentes en regiones “no impartantes” tuvieran
una propension mas altas a metilarse y pudieran ser los nucleos desde donde la

metilacion de los CpGs pudiera esparcirse hacia las regiones promotoras 1%

1M1



Conclusiones

“Evaluacion de la variabilidad genélica y epigenética dei HPY en el NE de México”

CAPITULO VII

CONCLUSIONES

B Se recclectaron, procesaron y estudiaron 1282 muestras cervicales del
area metropoltana de Monterrey, N. L.

m Se detectaron 305 pacientes con VPH, encontrandose 38 diferentes tipcs
de VPHs, 16 de alto riesgo, 6 de bajo riesgo y 16 no identificados.

m Se anzlizo la variabildad gendmica de 112 muestras VPH 16, 29
muestras VI'H 31, 15 muestras VI’H 1‘8 y 7 muestras VPH 35.

B Sc detecto un 88% de la vanante AA y 12% de la variante E en las
muestras VPH 16. La vanante E fue la predominante en las muestras
VPH 18. Veinticinco diferentes variantes del VPH 31 fueron detectadas,
encontrandose 27 cambics nucleotidicos y una delecion de 7 pb. La
variacion en las muestras del VPH 35 mostra 8 vanantes con un total de
10 cambios nucleotidicos y d& una insercion de 16 pb.

B Se analizo el patrén de metilacion de 115 muestras VPH 16-pasitivas
utilizando la modificacion con bisulfito y la amplificacion mediante PCR,
seguida de una clonacion y secuenciacion.

M Se observaron heterogeneidades importantes entre clonas de diferentes

muestras, asi como tambien entre clonas derivadas de muestras

102



Conclusianes

"Evaluacion de la variabilidad genética y epigenelica del HPV en el NE de México"

individuales. | a metilacidn en 1a mayoria de los sitios fue mas alta en
cancer y mas baja en displasias.

La frecuencia de la metilacion de los CpGs fue del 14.5%. Ademas, 0.21
y 0.23%, respectivamente, para los sitios CpA, y CpT, los cuales son
indicadores de metilacion de novao.

Se detectaron transcntos en todas |las muestras caon cancer. No se
detectaron transcritos en muestras normales con la region promotora
metilada.

Los resultados sugieren que tantc la extensa diversidad de las variantes
intra-tipo con caracteristicas patdgenas desconocidas, asi como la
implicacion de la metilacion en la expresion de los oncagenes del VPH,

jueguan un papel fundamental en la progresién a la carcinogénesis.
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Abstract

Cervical cancer, mainfy caused by infection with human papillomaviruses (HPVS), is 2 major public heaith problem in Mexico. During a
study of the prevalence of HPV typés in northeastern Mexico, we identified, as cxpected from worldwide comparisons, HPV-16, 18, 31, and 35
as highly prevalent. It is well known that the genomes of HPV types differ geographically because of evolution linked to ethnic groups
separated in prehistoric times. As HPV intra-type variation results in pathogenic differences, we analyzed genomic sequences of Mexican
vanants of these four HPV typés. Among 112 HPV.16 samples, 14 conteined European and 98 American Iridian (AA) variants, This ratio is
unexpected as people of Evropean ethnicity predominate in this part of Mexico. Among |5 HPV-18 samples; 13 contained European and 2
African vanants, the latter possibly due to migration of Africans to the Caribbean coast of Mexico. We constructed phylogenetic trees of HPV-
31 and 35 variants, which bhave pever been studied. Forty-six HPV-31 isolates from Mexico, Europe, Africa, and the United States (US)
contained a total of 35 nucleotide exchanges in a 428-bp segment, with maxunal distances beéiween any two variants of 16 bp (3.7%), similar to
those between HPV-16 variants, The HPV-31 variants formed two branches, one apparently the European, the other one an African branch. The
European branch contained 13 of 29 Mexican isolates, the African branch 16 Mexican isolates. These may represent the HPV-31 varianis of
American Indians, as 2 55% prevalence of African variants in Mexico seems incomprehensible. Twenty-seven HPV-35 samples from Mexico,
Europe, Africa, and the US contained 11 mutations in 2 893-bp segment with maximal distances between any two variants of only 5 mutations
(0.6%), including a characteristic 16-bp insertion/deletion. These HPV-35 vanants formed several phylogenetic clusters rather than two- or
three-branched trees as HPV-16, 18, and 31, An HPV-35 variant typical for American Indians was not identifiable, Our research suggests type
specific patterns of evolution and spread of HPV-16, 18, 31, and 35 both before and afier the worldwide migrations of the last four centuries
The high prevalence of highly carcinogenic HPV-16 AA vanants, and the extensive diversity of HPV-18, 31, and 35 vanants with unknown
pathogenic properties raise the possibility that HPV intra-type variation contributes to the high cervical cancer burden in Mexico.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Fig. 1. Prevalence of HPV-16 and HPV-18 vanants in a cohort from
Monterrey, Nuevo Leon, Mexico.

and Brinton, 1995; zur Hausen, 1996). Although carly
epidemiologiczl studies identified only HPV-16 and HPV-
18 as carcinogenic HPV types (see 1ARC, 1995, for a
review), 17 HPV types closely or remotely related to
HPV-16 are now considered as carcinogenic fo the genital
mucosa (Munoz et al., 2003). The prevalence of cervical
cancer between different countries differs by about an order
of magnitude. Generally speaking, developed countries have
low and developing countries high incidences of cervieal
cancer. It is still poorly understood whether these disparities
are mostly the result of access to better public health
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systems in developed nations, or whether divergent risk
factors produce these different outcomes. Behavioral risk
factors for developing cervical cancer that synergize with
HPV infections include tobacco smoking, multiparity, use of
anti-ovulants, and possibly nutrition (Castellsague and
Munoz, 2003; Kjellberg et al., 2000; Moodley ct al..
2003), and some of these, notably multiparity, differ be-
tween developed and developing countries.

Yet another possibility is that different cohorts are
exposed to HPVs with differing pathogenic properties.
Numerous epidemiological studies have confirmed that the
same carcinogenic HPV types occur in all parts of the world
(Bosch et al., 1995). HPV-16 is in nearly all countries of the
world the most common HPV type, but the prevalence of
other HPV types differs geographically. For example, HPV-
45 is particularly common in West Africa, although HPV-39
predominates in Central and South America (Bosch ct al.,
1995). It is not clear whether such quantitative differences in
the prevalence of HPV types contribute to the geographic
disparities of the disease. However, it is well known that all
HPV types occur in form of numerous genomic variants.
These variants differ from one another by 1-5% of their
nucleotide sequence (Ho et al, 1993 Ong <t al., 1993:
Stewart et al,, 1996;: Yamada et al., 1997), although by
definition, the sequences between HPV types differ by at
feast 10% (Chan et al | 1995). Data suggest that variants of
HPV-16 and possibly of other HPV types differ biologically
and in their carcinogenic potential (Berumen et al, 2001; da
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Fig. 2. Genomic vaniation of HPV-31 isolates from Mexico, Norway, South Africa, and the United States of Amenica in 2 523-bp genomic segment, the 3half of
the viral long control region. The variants are identified with the scronyms MX, NW, SA, and US according to the respective country of origin, and & number

identifying the specific sample within the local collections.
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Costa et al., 2002, Giannoudis et al., 2001; Kammer ct al | ical study that aims to cstablish the relative prevalence of
2000, Villa eral.. 2000; Xieral, 1997; X; et al., 1998), and HPV types in women living in and around the city of
likely cantnibute to geographic dispsnnes. Monterrey 1 the Mexican state of Nuevo Leon to identfy

Some of us (LECM, ROL., ARM., JFEGG, and high-tisk HPY carners fur early mtervention and o lay the
H.AB §.) are participating in a large ongoicg epidemiolog- foundation for future DNA diagnostic services and vaccina-
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tion programs. This ongoing study will be published else-
where and is not the subject of this paper, At the prescnt stale
of this research, after mvestigating smears of 1200 patents,
who were onsecutively sampled without prior cytologcal
diagnosis, we have identified HPV-16, 31, 18, and 35 as tre
most prevalent HPVY types with 112, 29, 20, and 7 samples
containing either of these types, respectively It was the
obective of the research reported here to determine the
genomic varianon of these four HPV types in this Mexican
cohort to assigh HIPV-16 and HPV-18 vanants to previously
established intra-type phylogenetic trees, and to establish
phylogenetic trees for the little studied types HPV-31 acd
HPV-35.

There is & strong evidence that evalutionary changss of
HPY gcnomes occur at a« very small pace, as it takes
apparcatly sevcral 10000100000 years to geoerate about
1% sequence diversity (Chan et al,, 1995; Hao et al,, 1993,
Ong et al.. 1993). There is no evidence for recombination
of HPV genomes that may confound a study of genomic
variation. The vanants of HEV types differ from one
ancther by about 1% within genes and & few percent in
some hypervanable regions such as the long cootrol reg:on
(LCR) and part of the E2 gene (Hecht et al.. 1995; Ho et
al., 1993, Ung et al, 1393). Oune has 1o conclude that
several hundred thousand years apn, when the human
specics evolved, all HPV types were already i existence
with genomes very similar to those found today. Genetic
distances among HPV isolates of one or a few percent
evolved in parallel to the ethnic groups and the spread of
humans around the earth. As a consejuence, certain
vanarts of HPV types predumimated w defined and so-
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lated ethnic groups, such as io the people who first
calonized the American continent 12000 years ago. In =
country with diverse ethnic ongins such as Mexico, where
European immigrants mixed with native American [ndians,
today’s population cames the HPV vanants that were
onginally specific for either ethnic group Vanants of
HPYV types are best diagnosed by determuning the sequence
of their LCR. Biological and pathological differences
hetween vanants of any HPV type may criginate from
these particular differcnces of the LCR. More often,
however, they may stem from tunctional ditferences
among mutant proteins. due to the linkage between the
corresponding genes and the LCR sequences, the latier are
neverteless sufficient for idenufication of variants with
diffcrent biological propertics.

Results

Most HPV-16 vuriants of the Mexicun population are of
American Indian origin

All HPV-16 isolates investigated so far belong to either
of six phylogenctic branches of HFV-.6 vanants, namely
twe closely related Afncan branches (Afl and Af?), a
European branch (E) closely related to an East Asian branch
(As), and a branch with vanants common i Amencan
Indians, which also occur in parts of Asia (AA) and which
are closely related to variants specific for North American
Indians (NA). The £ variants are typified by the or.ginal

HPV-16 neference clone, an isulate from a Gernman patient,
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and 2 variant differing in the diagnostic genomic fragment
(penomic position 7450 7850) in a single position, 7521,
AA vanants are characterized by matations in the positions
7485, 7489, 769, 7764, and 7786. These genomic positions
refer to the revised sequetce of HPY-16. The posibon 752)
is idertical to position 7519, and the other five mutations to
7483, 7487, 7667, 7762, and 7784 in the onginal phyloge-
netic classification (Lo et al., 1993).

We have detected in this Mexican cohort among 1200
stagars 112 saniples with HPV-16, 98 of these with variants
from the AA branch, and 14 with Exropean vanants (Fig. 1).

European ana African APV-18 variants in a Mexican cohort

The HPY-(8 reference clooe is a Brazihan isolate and
likely a representative of I[PV-18 vanarts of American
[ndiers. The LCR of European vanants differs from this
clone by mutations in the position 7529, 7567, 7592, and
7570, and African variants by additional 10 nuclectide
changes it a 320-bp segment (Ong et al., 1993). Maximal
differcnces between any two vanauts are 7.3%. lere, among

1S Mexican 1solates, we tound 13 belonging ko the European
cluster and 2 Arican vanants (Fig. 1).

Mexicun variants belong to both branches of a mewly
determined intra-type phyiogenetic tree of HPV-31

HPV-3| was with 29 samples, the second most common
HPV type in the Monterrey cohart. The genomic diversity of
HPV-31 isolates has ne=ver been stmudied. Therefore, we
amplified and sequenced from these isolates a 523-bp seg-
ment between the genomic positioos 7527-137, which
included the homologous part 'with the viral enhancer of the
diagnostic 4G0-bp HPV-16 segment. In order to approzch a
bypothesis shout 2 poteniial gthnic otigin of the Mexican
samples, we included m uur analysis eight samples frum
European pahents (Norway) and six samples from African
patients or paticnts with mixed African ethmicity from South
Africa.

[n all isolares together, we detecied Duclestide exchanges
in 28 positions, and single nuzleatide deletions m 7 eddinonal
positions (Fig. 2} o altogether 25 dufferent variants. The
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Fig. 5. Phylogenetic rex of HPV-35 varigmws from Mexico, Norway, South Africa, and the United States of Amenca
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maximal distance between any two vanants was 16 hp (3.1%),
sunilar to that armong HPV-16 variarts (3.6%) (Fig. 2).

Phylogenetic trees, calculated cither by the UPGMA or
the NJ algorithm, placed all HPY 31 vanants on two
branches, one with all Norwegian variants and the original
German reference clone. The other branch contained no
Eurupean, but four of the six Snuth African isalates. This
asymmetnic distribution suggests that the first branch humps
onginal European vanants, the sccond one African variants.
The first and secord branch contained 13 and 16 Mexican
and 1 and 2 US isolates, respectively (Fig. 3).

Several phylogenetic ciusters of HPV-3S5 variomis unite
Mexican, Eurbpean and African isolutes

HPV-35 was, with scver samples, the forth most common
HFV type in the cohort. The original HPV-3S clone has heen
isolated in the United States, and the ethnicity of the patient
is unknewn. The carrect sequence of this HPV-35 isolate has
been published under the abbreviation HPV-35h (see http://
hpv-wed.lanl govistdgen/virus/hpv/compendium/hté ocs/
HTML _FILESAIPYcompintro4 himl#comp94 in Myers ct
a.., 1Y94), because a prior published sequence contaned a
large number of sequencing crrors. Since only a single
additional variant genomne of this type has ever been reporied
[Stewart et al, 1996), we compared the Mexican isalates
with 5, 10, and 3, respectively, HPV-35 samples from the
same Luropean, African, and 1S coborts that had eniered the
HPV-31 study. For this companson, we emplified an 893-bp
genomic segment between positons 7148 and 1¥7, and
detected, in addition to the prototype, altogether 8 variaats
with a total of 10 nucleotice exchanges and a 16-bp insertion
(F1g. 4). Maximal distances between any two variants were
five mutations (0.6%). These HPV-35 vanants formed sev-
eral variant clusters rather than two- or three-branched tress
gs HPV-16, 18, and 31 (Fig. 5). All Mexican and Norwegian
and three of the five US samples had a characleristic |6-bp
insertion and differed within and between the two geopraph-
ic cohorts by a single poin mutation. Absence of the 16-hp
mseriun was specific for the referzuce clone and some of the
South African isolates. W¢ found anotker isolate of the
reference clone a second bme mn the US, as well as another
vanant without the irsertion.

Discussion

Our rcscarch shows that cach of the four most prevaleat
HPV types exists in this Mexican cohort in form of numer-
ous variants with significant genomic differcrces, which
raises the possibility that these variants exhibit intra-type
hinlogical and pathogenic differences. Onez DNA diagnosis
or vaccination programs arc conyidered for this pupulation, it
should be examined whether the diagnostic tools or epitopes
are affected by mutations elsewhere in the genomes of these
HPV-16, 18, 31, and 35 variants.

Allvariants of HPV-16 could be unequivocally assigned to
cither the European or the American Indian branch of the
HPV-16 phylogeuctic tree. [TPY-16 15 the only type for whom
1t 1s well confirmed by numerous emidemiclogical (Becker et
al., 1994; Bcrumen et al.. 2001; Da Costa etal , 2C02; Franco
et al.. 1999, Grannoudis and Hemington, 2041, Gtulianc et
al.. 1999: Xi et al.. 1997, 1998) and molecular binlogical
(Kzmmer et al., 2000; Villa et al.,, Z000) studies that genomic
variation correlates with altered biological and cpidemiclog-
ical properties, which apparently resuH in increzsed carcing-
genicity of Atncan and AA variants. Except m American
Indians and some Asian populatious, AA vatiants are fre-
quent in pecples with an American Indian component (Beru-
men et al, 2001; Lizano & al.. 1997], but elsewhere, they
were onty found i Spamn (Yamada ot al., 1997}, possibly
because of reverse migration from Latin America

The prevalence of 88% of the HPV-16 AA vaniant in this
Mexican cohont is the highest ever detected in any part of
the world. This observarion and data from the papers crted
above make it possible that exposure to the AA variants of
HPV-16 contnbutes to thc increased nsk of Mexican
women to develop cervieal cancer The high ratio of AA
variants in Nuevo Leon is astonisking, es a large part of the
population of this Mexicen state 15 censidered to be
cthnically of Spanish origin, and even among mdividuals
explicitly categorized as Mestizos, the admixture of Indian
genes bas been measured 8s meximally 409%, with 55%
Eurcpean and maximally $% African genctic markers
(Cerda-Flores et al, 2002). As HPV-16 infecis the vast
majonty of all human populations, otig mrpght expect that
the spread of the virus follows similar characteristics as the
spread of hest genes. 1 may be interesting to address the
question of whether behavioral components explain this
disparity, or whether HPV-16 AA varanis spread more
cfficiently than E vanants.

Altemmatively, it may be that migration has significantly
affected virus distribution in this region if groups thai might
once be kept apart by vast d-stances are mixing sexually.
Population movements between Central Amencan popnla-
tions, Mcxico, and Hispanic populations in the United States
arc well documcnted, and thesc migrations likely increaso
the chance ot sexual contact between an emigre and men or
wamen of the host culture. Ultimately, these social influen-
ces may heighten a Monterey woman'’s risk for acquiring
viral vaniants that were histonrcally absent or rare in this
punularion.

The oumber of HPV-]8 samples is too low for any
conclusions. A predominance of Europcan variants, as
opserved, would be expected, and the presence of Afncan
variants is & distinct possibility because of an ethnic African
ciement in this population. The absence of the HPV-18
prototype frum these samples is noteworthy, as this is 2
Brazilian iso.zte that had frequently been found again in
South American cohotis (Ong ct al., 1593).

We determined phylogenctic trees of HPV-31 and 35
vanants bascd on LCR scgments of thesc viruscs that
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ovcrlapped with and extended the homelogous segments of
HPV-16 and HPV-18 that had been used for phylogenetic
evaluations HPV-31 variants are sepzrated intn two deep
phylogenctic branches. It seems likely that the first branch
with &ll European variants and 13 out of 29 Mcexican isolates
represents typical European HPV-3]1 genomes The second
branch with 4 of & African and 16 out of 29 Mexican
1s0lates are difficoll 1o assess [t seems reasonable to suggest
that 1t may represent the onginal HPV-31 genomes of
American Indzans, because it would be difficult to explam
a high prevaleace of Afnican 1solates in & country with only
a very small fraction of African immigrants. [his phyluge-
petic similarity of African and American Indian variants
would be somewhai reminiscent to the situation in FHPV-16,
where Amencan Judian (AA) and Aftican vanants are more
closely related to onc another than to Emopean variants.

HPV-35 variants fall imlo two categorics, identified by
the presence or absence of a 16-bp segment absent from the
HPV-35 reference clone and four of nme African isolates,
As this distinction has to bt coamted 88 a single mutation,
this genomic diffcrence as well as the generally low numbex
of nucleotide dsfterences does not allow establishing a stable
tree tor HPV-35 vanants. Since all Mexican isolates are
identical to some European or some Afrcan isolates, this
cohort suggests that the HPV-35 type was either abgent from
America in pre-Calumbian timnes or that American 'ndian
HPV-35 variants were mdistinguishable from those in
Europe and Africa.

About 30% of all malignant tumors :n women in Mexico
are utenine cervix carcinomas {Gonzelez-Garay et al., 1992,
Hermander-Avila et a' | 1998; Sibva = al |, 1999; Tormoella-
Ko et al, 1298), making this cancer a leading oncological
concern of public health. Wkile thus high prevalence likely
will have some behavioral explanations and muay also be
caused by lack of appropnate medical care (Lazcano-Ponce
et al, 1999a, 199b), our data raise the possibility that the
spectific viral load, that is, a umgue epidemic with vanants
of HI'V types that differ from those in Europe and the
United Statcs, cortributes to this preblem

Materials and methods
Ciinical specimens and DNA preparation

Among a cochort of 1200 consecutive women from
several primary health carc centers in Mooterrey, Nuevo
Leon, Mecxico, 2 total of 16] specimens were positive for
the four most common HPV types, namely 112 for HPV-
16, 29 for HPV-31, 20 for HPV-1R, &nd 7 for HPV-35
positive samplcs. All of these samples eatered this study
(designated as MX-Z2, Z being the codc number of the
patients), except tive samples with HPV-1§ with inguth-
cient DNA, These samples had betn taken m the form of
swabs during a large orgoing epidemiological smdy that
will be published ¢lsewhere by svux of us (LE.CM,,
R.OL., ARM, LFEG.G, and HAB.S, m preparation).
The 13 Norwegian swabs (NW-Z) were collected in Oslo,
Norway, during gynecological consultations of thesc
patients, Sixteen South Africa specimens (swabs) from
Cape Tuwn excluded white panents but were from two
different ethnic groups that we refer to as black (SA®-Z)
and muxcd race (SA-Z) women. For all three coborts,
cytological diagnoses were done after oblamning these
samples, and the clinical outcome did not influence the
inclusion in this study. The samples from the United States
of America were nblained in Los Angeles and derived
from biopsics of anal neoplastic Icsions 1o patients positive
for inf=ction with the human immunodeficiency virus. The
use of these samples was approved by the [nstirutional
Review Board of the University of Californta lrvine, and
rollection fullowed the mespective patient protection tules
of each of the four participating clinics in Montemrey, Oslo,
Capc Town, and Los Angeles. Corvical DNA was extracted
and punfied following standard techmques. Brietly, the
samples were digested with protcinase K, and the DNA
was punfied with phenol chloroform. The specific HPV
types were determned by PCR amphficaton with MY09/
11 primers and sequencing as previously described (Ber-
pard ct al., 19%94).

Trbk 1

Lotahon end sequence o7 primers used it PCR amplification and sequenc'ng reachions

LCR HPV type Name Zocstion Secquence (5~ )

HPV-16" 7478 T4 -7477 GGGOTACCTCGOGTTGCATGCTTT . TUCC
7861 TRe) 734 GGTCTAGACGGTTTCCACACACUCATOT

HPY-21 HPV1].8aF 7SI 1550 AGTACTTCTGCGOTITTTGGTTTC
HPY31-8aR 14-137 CCGAGOTCTTTCTUCAGGATTTTT

HFPV-18° 7489 THES - 7484 TCGGTTGCCTTTIGGC ITATG
7808 706 -7B25 CGGTTGCATAAACTATGTAT

RIv-35 HPV35_CR-F 71467172 TATATTATGTGTTGTCGTGCCTGTTTG
HPV35LUR-R 163187 AATTTCATGGATGCTTTCTTCTACT
HPV3SLCRa-F 7418 -7439 COATTTCGGTTGCTGTTGGTAAG
HPV3ISLCRs-R 11-33 CGTTTTICGOTCACICCCTGTTTT

The HFV-16 and 1§ primers have heen introduced by Ho 2t 2] {1991) and Ong of al. (1993).

® Primers pudhisked by Ho etal (1961).
¥ Primens published by Ong ctal (1993).
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PCR and DNA segquencing of L.CR

A major segment of the LCR region was anplified with
primer pairy specific for each HPV rype. Tahle 1 lists
sequences and locations of the pnmers. Reaction mixtures
contained 20 mM Tns (pH 8.0), 100 mM KCI, 200 mM of
each deoxynucleoside tripbosphate, 2 mM MgCl,, 10 mM
eack of the sense and antisense oligoouclzotide prumer, and
] umit of Tag DNA polymerase (Promega, Madison, WI),
althnugh Go Tay DNA Polymerase (Promega) was used for
HPV-1¢ amphficaton. Forty amplification cycles were Tun
in the Eppendortl Master Cycler (Epperdorff, Hamburg,
Germany) with a 94 °C denaturing step (30 5), a 60 °C
annealing step (30 s), and a 72 °C extension siep (| min),
including a denzturing step of 4 min and a finzl extension of
5 min.

PCR oroducts were visualized by etidium bromide
agarose gel electrophoresis and punfied by the QLAquick
ge, extracton kit (Qiagen, Hilden, Germany). The products
were treated with 2 units of shnimp alkaline phesphatase and
10 umts of exenuclease T (USSR, Clevelard, OH) at 37 °C
for 1 h to clcan the reastion from prumers and dANTPs. The
enzymes were subseguently inactivated by heating at 72 “C
for 20 min. The products were sequenced using the Bighrye
Termmator Cycle Sequencing kit (Perkin Flmer Apphed
Biosystems, CA). For each sample, two independent PCR
products were generated and sequences from both onenta-
vuns and intemal primers (Table 1) to exclude PCR artifacts.
Secuence changes that were found at least twice in the same
sammple were counted as variants.

Sequence analysis

Sequence apalysis was performed with ALIGN at the
GENESTREAM nctwork server as published by Pearson ct
al {1997) to compare the HFV variant secuences with thase
of the reference sequences. In this study, the nucleonde
positions of the HPV-18, HPV-31, and HPV-35 genemes
were pumbered gucording the teference sequeaces NC
001357, NC 001527, and X74477, respectively. HIPV-16
scquence and base positions are numbered according of the
last update of the HF V-16 reference genome sequence (Los
Alamos Na:jonal Laboratory, htip:i/hpy-web.lani gov
stdgensvims/hpv/corpendinm/rdnes’). The HPV-35 se-
quence tefcrence used in this study was HPV-35H in the
same database, because of multiple crrors in the original
HPV-35 sequence.

Phylogemetic unalysis

HPVY-16 and HPV-18 variants were compared with thosc
forming published phylogenctic branches (Ho et al, 1991,
1993; Cng et al., 1993 Stewart ct al., 1996). Phylogenctic
analvscs of HP'V-31 and HPV-3$ vanants were pertormed
using MEGA version 2.1 85 published by Kumar and
Gadagkar (200.). The phylogenetic trees were determined

usmy the unweiphted pair-group method with arithmetic
average (UPGMA) and Neighbor joining (NJ) method.

Nucleotide-sequence accession numbers

The nucleotide sgquences of all new HFV-31 and HPV-
35 variants have been eniered into (ienBank with the
accession numbers AY 453865 -AY4540064.

Acknowledgments

Wz ane grateful to D Mana E. Diwaz-(Garcia, Patricia
Lopez-Reyes, and Cesar H. Rosas-Henee fur support of
this study, and Brucec R Allan for typing the samples from
Cape Town. W also acknowledge Rochc Moleeular
Systems for provision of reagents for typing HP Vs in the
Cape Town samples. This research was funded by a
Collaborative Rescarch Grant from UC MEXUS-CONA-
CYTwlC,LV,HABS, and HU.B  and by fundmg of
tie werk of ILU D, by the Cancer Research Institute of the
University of Califormia [vine, and NTH grant ROI CA-
91964 o H.UB.

Refercnces

Becker, 1M, Wheekr, C.M., McGough, N.S., Farmenter, C A, Inndan,
5., Stdley, C.A,, McPhersan, RS, Dorm, M.H., 1994, Scxuslly
ransrooed diseascs ared other nsk facmrs for cervical dysplasia among
wuthwesem Hispanic and ooo Hispanic white women, JAMA 271,
1811188

Remad, HU, Chex, § Y, Manos, MM, Oag, CK. Villa, L. 1., Delius,
H, Baer, HM., Peyton, C, Whee,er, C.M., 1094, Assessment of
o mxd povel buman pepillemavouses by polymarese chamn rouc-
100, rstnehon digest, oucleotide sequence, mnd phylogrnetic algo-
nhms 1. Infect Dis. 170, 1077 1085

Borunen, ). Ordooez, R M, Lazeano, E., Salyeion, I, Gabvan, 5.C., 2001,
Asiap - Amencen varients of humam papilloravinis 16 and nsk for cer-
vical cancer & casecootrol study. J Natl, Cancer Inst. 93, 1325 1330,

Bosze FX | Manos, MM, Mutoe, N., Shaman, M., Jansen, AM,, Pewo,
], Scirffman, M.H , Moteao, V, Kuman, R, Shab, K.V, 1995, Prev-
alcoce of buman apillomaviius m cavicel cancer: a worldwade por-
spechve. Indernatons. bialogics. shidy on cervical cencer (TRSIC)
Smiy Group 1. Natl. Cancer Inst. 87, 796 802

Cosiz/lwpuc, X Munoz, N, 203, Chap. 3: Cofactors m hwwem papaflo-
wanns carcrpogentsis —Rok of parity, oral contraceptives, end tohac-
w mmokmg. 1. Natl, Caneer Inst. Mogogr. 31, 20 2§,

CerdaFiores, R M, Budowle, B, Jin. L., Barton, S.A., Deka, R., Chakra-
barty, R, 1002. Maxmmum likelibood eshimates of sdmixture fu North-
casicrn Mexico using 13 shont tandem repeas Joci. Am. J, Humen Bl
14, 429-4%9

Ches, 8§ Y., Detms, H., Helpem, A.L, Bemnard, H.U., 1995. Analysis of
mromic sequeirces of 55 papillomayiris rypes: umiting typiag. phiyhog-
ey, md Mrooomy. J. Virel. 69, 3074 -3083.

Da Costa, MM, lHopeboam, CI., Holly, E.A., Palcfsky, 1 M., 2002,
Increasext sk of high-grade amal reuplesia sssociated wrth a humao
papilomavirus type L6 E6 sequence vanent J. Infect. Dis, 185,
1215- 1237

Frenen, EL, Vdla, L L. Sobnnha, 1P, Preco, 1.M., Roussedn, M.C.,
Desy, M Rohen TE. 1999, Epudoriology of acquisiyor and clear-


http://hpv-web.lani

{E. Calleja-Maciay et 8. ! Virology 319 (2004) 313-323 2

snce of cayvical homon papillomayims infechon in women from & high-
risk area for cervical canoer. ], Infect. Dis. 180, 1415 1423

Gianpowdis, A , Heringkes, C.S., 200! Swnao papillomavuus va mats
end squamous nenplesia of the cervix J. Fatho) 193, 295- 302

Granpoudis, A., Duim, M., Saigders, PJ, Hemington, C.8., 200, Veriation
iv e F2-bindiog doumin of HPV-16 is mysouisted with high-g:wde
scuamous latrgepithelia) lesirms of the cervix Br I Cencar B4,
LS 1063

Giulizmo, A R, Papenfusy, M, Schucida, A, Nour, M., Hatch, K., 1999.
Rusk factons for high-risk type human papillomavinig infechon smong
Mexkad Amcricgn women, Capcar Cpidemiol,, Biomarkers Prev. &,
6. 5-620.

Gonzalez-Garay, ML, Barmera-Seldana, H A, Aviles LB, Alvarcz-Salss,
LM, Ganglio, P, 1992. Prevalonce th two Mexian citics of huren
paplomavinze ONA siquences m cervical cancer, Rey Irvest Clin, 44,
491 4%,

Heeht, )L, Kadist, A S, laang, G, Burk, R.D,, 1995. Genetic character-
izadon of the humsa papillomayirus (HPV, 18 E2 geoe o chmeal
specunens tuggests the presence of & subtype with dewreased ancogense
poteaual. Int I. Cuncer 60, 269-276

Hemandez-Avile, M., Lazamx-Ponce, EC, de Ruiz, PA., Romien, L,
1998, kvaluation of the cervicil carcer sereeming programme m Mexico,
a popuiation-based case-contro] study. Int. I Emdemiol. 27, 370-376.

Ho, !., Chan, 8.Y, Chew, V., Cheng, T, Tey, SK, Villa, L L, Bemard,
HU, 199). Sequence vanaa’s of human papillomavins type 16 m
c'mical saupls peontt venficetion amt exosion of cpidemiokngcal
studies and cmstnxdion of a phylngevetic tee. J. Clin: Mictobin! 29,
1765 1772.

Ho L, Caam, SY, Burk, R, Das, B.C.. Fuinaga, K., Icenogle, 1P,
Kahn T, Kivue N, [ancaster, W, Mayromera, ¢, Labropoulall, Y,
Mitran:-Rosenbaum, 8., Nomld, B, Pillay M R | Stoerker, I, Syrac-
oen. K, Symjacnen, 5., Tay, SK, Ville (L., Whecker, CM |, William-
son, AL, Bemard, HU,, 1933 The genctic drift of human
papillomavins type 16 s 2 mcans of recoustructing prebistoric viral
spread and mavement of ancient human populatinns. 1. Virol. 67,
6413 -6414,

'ARC: Intrnational Agency for Rescarch un Cancer Morograph on the
rvaluaton of maremogenie risks o humans, 1995 Human Papillomayi-
ruses, vol. 64, IARC, Lyon.

Kammer, C., Wartborst, U., Torree-Matingz, N., Wheeler, C.M., Phister,
H, 2000 Sequence anatysi of the Ionp control regioh nf iman pap-
lomaywus type 16 vanants and functional consequences fur P57 pro-
mater sctivity. ] Gen. Viral, 81, (975 1981,

Kjeliberg, L, Hallmans, G, Ahnen, A M, ‘chansson, R, Rerpman, k.,
Wadell, G., Angsirom, T., Dilner, ], 2000. Smoking, diet, pregnancy
and oral contrecoptive usc as 1ink factors for cervicu] wra-cpitachal
reop.asa m relsticn o humen papillomavirus nfecton Br J. Cancer
82, 1332-133K.

Kumar, 8., (mdagksr, SR.. 2001. Dispanty ‘ndex. & sirple statistic to
measire and tes: the homogeneity of substitfion parame between mo-
leculas sequeaces Geoetics 158, 1321- 1327,

Lazcano-Ponce, C., Moss, S, Alonsc de Ruiz, P, Salmeron Castro, J.,
Hemandez Avila, M., 19992 Cervical cancer screening m develuping
countrics: why is & weflwctive? The e of Meaico. Arch. Mcd. Res.
30, 240 250.

Lameno-Ponce, E.C, Castmo, R, Aller, B, Najer, P, Alonso de Ruiz,
PA_ Homandes-Avils, M., 1939b. Bamiers o warly detoctior of cavi-
cal-ulerme cancer m Mexico. Women's Health 8, 399-408.

Liaw, K.L., Glass, A.G., Manos, M.M., Crees, C.E | Scott, O.R,, Sherman,

M., Burk, R.IY, Kurman, R )., Wacholder, $., Rush, BB | Cacell, D.M.,
Lawler, P, Tabor, D., Schiffman, M., 1999. Detecbon of buman papil
lomavaus DNA m cytolugiculy mruml womon snd subrsagueut o vical
squRmaus inaepithelia) les'ans . Natl. Cencer bnst 41, 934 -564.

Lizanag, M., Carcia-Criranca, A., 1997 Moleculer vanan's of bumen
papilomarinua typos 16, 18, and 45 10 tunwrs of the veroe wave
m Mexicn Gac Med. Mex 133 (Suppl 1), 43- 4R

Moodlzy, M., Moadley, J, Chetty, R, Hemirgton, C.S., 2003, The role of
storonl contoageptive lormones m itk pathogeaesds of wvasive wayica!
cancer: & review. Int. J. Gynecol. Cancer 13, 1U3S—110.

Munoz, N, 2000 Humen papillomaving and cancor: the cprdomiclogea
exidence J. Clim Vol 19, |-5.

Munoz, N, Buich, F.X., de Saniose, 8., Herrero, R, Castellsague, X,
Shek, KLV, Snijders, PJ., Meijer, CJ., 2003. Epidemiologis classifice
ton of humen paprlomavirus types associned with cervical cancer, N.
Eagl ). Med. 348, 818827,

Mycms, G, Bemard, HU, Delmus, H,, Favre, M, Icenogel, J,, ven Ranst,
M.. Wheeler, C. (Faks.), 1994, Human Papiilomavirases. A Compilation
amd Apalysis 0f Nuclei Acid asd Amino Acid Sequences. Los Alamos
National Laboratory, Los Alamos, NM, USA.,

Ong, CK., Chan, 3.Y., Caunpo, M.S., Fujmag, X., Maviomurs, 2, Lab-
ropoulou, V., Phster, H., Tay, S K., ter Meules, I, Valiy, L.L.., Hermand,
LU, 1995, Lvoluton of human pepillomavirus type 18: an ancient
phylogeactc root in Africa and intratype diversity reflect coevolution
with humen ethnic groups. I Vil 67, 642464531,

Pearson, W.R ., Wood, T., Zhuag, 2., Milla, W., 1997 Cumgaison of DNA
sequencns with protein sequences Genomics 48, 1636,

Schyffran, MUIL, Brioton, L AL 1995, Tne epidemuinlogy of cervica) car-
cnogruesws, Cancer 76, 1883 1901,

Suva, R, Vargas-Alsroon, G, 7ymign-Ramps, J., Rodngnes-Reyna, TS,
Hernande: Martinee, B., Osnays, N., Kofnan, 8., Torres Lobaton, A,
Oranados, 1, 1999, Guortk: featw s of Mea.vao wormen predisposiug tu
caneer of the nexine cerviz. Hum Pathel. 30, 676 62K,

Stewart, A.C., Frksson, A M, Manos, M.M,, Munuz, N, Bosch, F.X,,
Petw, J., Wheekr, C.M., 1996. Intratype variation io 12 human papii-
Jomayinus types: & worldwice perspective. J. Viro. 70, 31273136

Torroclla-Koun, M., Morsberger, 8., Camillo, A, Mobar, A, Mmeses, A,
Tbarre, M, Dame!, R W, Ghaffan, A M, Solorzm, G, Shah, K.V, 1998,
HPV prevalence amoog Mexican women with neoplastic gred nennal
<ervizes. Gynecal, Oacal 70, 115-120.

Villa, L.L, Sicaero, L, Rahal, P, Cahallero, O., Ferenczy, A, Rohan, T,
Franco, E.L., 200 Molecuar vanants of human papillomaving types
16 and 1€ preferentially associated with cervical neoplasie. 1. Geu.
Virol. 81, 2559-2968.

Xi, L.F, Kousky, L A, Gallowgy, D.A.. Kuypuas, I, hughes, JF,
Wheeler, CM |, Holmes, K.K., Kivia, N B, 1997. iignomic varatan
of human papillnmavius type 6 and sk for high grade cervical
intraepithehnl neoplasia. I, Natl. Cuncer Inst. BD, 796 B02

X1, LLF, Crhlow, CW., Whela, CM ., Koutsky, . A, Gallowey, D.A.,
Kuypers, 1., Hughes, J.P, Hawes, 8.k, Surawicy, C., Goldhaum, (i,
Helmes, K K., Kiviat, N B, 1998 Risk of anal carcinoma o &ty
relation 0 human papillomavirus type 1€ variants. Cancer Res. 38,
3839 3844,

Yameda, T., Maaas, M M., Putn, )., Grear, CE,, Moncz, N, Dosch,
F.X., Wheeler, C.M,, 1397. Human papillomavuus type 16 sequence
vanation m cervical cancers: a worldwide perspective . Vipol, 71,
2483 2472.

zxr Hausen, H., 1996, Papillomavirus :rfections—A roajor cause of tutnen
cancers. Brochim. Biophys. Acta 1288 FS5 F78.



JV1 01281-04, version 2

Conserved Methylation Patterns of Human
Papillomavirus-16 DNA in  Asymptomatic

Infection and Cervical Neoplasia

Mina Kalantari (1), Itzel E. Calleja-Macias (1,2), Devansu Tewari (3), Bjers

Hagmar (4), Kathrine Lie (5), Hugo A. Barrera-Saldana (2), Dorothy J. Wiley (),
and Hans-Ulrich Bernard (1,7).

Running title: HPV-16 DNA methylation during cervical infections.

(1) University of California Irvine, Department of Molecular Biology and Biachemistry,
Irvine, California 92697, (2) Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Uiniversidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, México 64460; (3) Umversity of
Cahfornia Irvine, Department of Obstetrics and Gynecology, Orange, California; (4)
Department of Pathology, National laspital, Oslo, Norway; (5) Department of
Patholugy, the Norwegian Radium Hospital, Oslo, Norway; (6) University of California
Los Angeles, School of Nursing, L.os Angeles, CA 90095.

(7) corresponding author:

Department of Molecular Biology and Biochemistry, 114 Sprague Hall, University of
California, Irvine, CA 92697-3900, USA

e-mail: hbemard@uci.cdu

phone: 1-949-824-5162

fax: 1-949-824-R551


mailto:hbernard@uci.edu

ABSTRACT.

DNA methylation contributes to the chromatin conformation that represses transcription
of the luman papillomavirus-16, which is prevalent in the etiology of cervical carcinoma.
In an effort to clanify the role of this phenomencen in the regulation and carcinogenicity of
HPV-16, 115 clinical samples were studied to establish the methylation patterns of the 19
CpG dinucleotides within the long control region and part of the L1 gene by bisulfite
modification, PCR amplification, DNA cloning and sequencing. We observed major
heterogeneities between clones from different samples as well as between clones from
individual samples. The methylation frequency of CpGs was measured at 14.5%. In
addition, 0.21 and 0.23%, respectively, of the CpA, and CpT sites, indicators of de novo
methylation, were methylated. Methylation frequencies exceeded 30% in the CpGs
overlapping with the L1 gene and were about 10% for most other positions. A CpG site
located in the linker between two nucleosomes positioned over the enhancer and
promoter of HPV-16 had minimal methylation. This regions forms part of the HPV
rephication origin, and 1s close to binding sites of master-regulators of transcription
during cpithchal differentiaton, Methylation of most sitcs was highest in carcinomas,
possibly due to tandem repetition and chromosomal integration of HPV-16 DNA.
Methylation was lowest in dysplasia, likely reflecting the transenptional activity in these
infections. Qur data dacument the efficient targeting of HPV genomes by the epithelial
methylation machinery, possibly as a cellular defense mechanism, and suggest

invelvemnent of methylation in HPV oncogene expression and the early-late switch.

INTRODUCTION.

The spread of human papillomaviruses (HPV) into mucosal and cutaneous epithelia can
result cither in a clinically asymptomatic infection not associated with pathological
changes or the development of neoplastic disease. While the host immune system likzly
plays a role in the elimination of the virus, it is unclear which factors determine whether

an infection leads to long-term persistence in the absence of symptoms or to neoplastic



progression. The understanding of these alternative outcomes is important in the casc of
the 18 “high-risk HPV typcs” that are most frequently associated with cervical
carcinomas. Population-based data suggest that “high nsk” HPV infections occur
frequently rclative to the number of carcinomas that result. Cervical cancer cases
generally number in fewer than hundreds of cases per 100,000 women, while the
incidence rate of becoming infected at least once during the life is believed to
significantly exceed 50% (6,35,46,49). Further research is needed 10 discriminate whether
there arc two different stages of infection, namely asymptomatic productive infection and
latency. In the latter case the virus would be maintained not only without changes to the
host cell, but also without production of viral particles. While the former may represent
immunological delays or failures, the latter may serve as a model for malignancies that

evolved late in life.

The regulation of HPV oncogene transcription as a major modulator of productive HPV
infections 1s a focus of debate. It has been reported that HPV oncogene transcription 1s
only active in differentiating epithelial cells, but is repressed in undifferentiated cells by
the factors CDP and YY1, which alter, in collaboration with histone deacctylascs
(HDACs) the chromatin conformation in ways unfavorable to transcription (1,26,39).
This mechanism was identified in wvitro by transcriptional studies and 1s supported by
immunacylochemical data of HPV infected tissue in situ (37). A second example are data
that glucocorticoids and progesterones increase HPV oncogene transcription (11,29).
These molecular mechanisms may explain the increased risk of cervical carvinogenesis
by multiparity, use of antiovulants (35), and possibly siress. Yet another mechanism is
based on the observation that transcriptional stimulation results from the insertion of
HPV genomes into cellular chromosomes during cancer propression. This event

interrupts a negative feedback loop (36,43) and stimulates transcription depending upon

nuclear matrix attachment regions (38).

DNA methylation provides an additional means to regulate HPV transeription since the
repression of cellular and viral gene expression can occur by the introduction of methyl

groups to cytosine residues (5,14,19,20,27,31,48). Methylated cytosines are maintained



in a stable form when they occur in the palindrome CpG (meCpG) (23). meCpGs can
result in displacement of transcniption factors (44), but more ofien lead to changes of the
chromatin configuration under the influence of histone deacetylases (1IDACs) (21). This
mechanism resembles the modifications triggered by complexes hetween HDACs and the
transcription factors CDP and YY1, since HDACs can cither form complexes directly
with thc DNA methylases or with the repressors of the MeCP2 family, which recognize
and bind meCpGs (§,8,21).

Previous reports more than twenty years ago on HPV-1 and the cottontail rabbit
papillomavirus suggested that papillomaviruses are targeted by cellular DNA
mcthylation, although limited analytical power, namely methylation sensitive restriction
enzymes, was accepted as the state of the art of that time (9,13,40,47). Research on the
methylation of HPVs was extended recently to the high-nisk HPV type HPV-16 (2,22) by
bisulfite modification and DNA scquencing. Ongoing pilot studies confirmed the
occurrence of DNA methylation in HPV-6, 11, 18, and 31 (la, and our unpublished
observations). The consequence of CpG methylation is repression of HPV transcription
as shown by transicction of 1 vitro methylated HPV DNA (34) and by 1in vivo studies
with the cell lines CaSki and SiHa (2,45). Our research concentrates presently on HPV-
16, the most prevalent HPV type in cervical carcinoma (6). The observatians cited above
provide evidence for three mechanisms, which may occur concomitantly, namely for
methylation (i) of HPV-16 genomes in episomal form in cells in asymptomatic smears,
(1i) of HPV-16 genomes that form tandem arrays in cancer lesions, and (iii) for de novo

methylation in a somatic tissue, namely mucosal epithelium.

The goal of the present study was to further investigate the methylation patterns of the
CpG dinucleotides contained within the long contrel region and L1 region of the HPV-16
genome 1n a large collection of clinical samples of the buman cervix. We wanted 1o
determine whether a thoroughly studicd segment of the IIPY-16 genomc follows defined
methylation patterns and whether certain CpG sites are targeted more or less frequently
depending upon the state of the cervical infection. In addition, we wanted o estimate the

amount of de novo methylation in an HPV infected cell population by measuring



methylation in ather dinucleotides besides CpGs, namely CpAs, CpTs, and CpCs. Each
of these issues were addressed by the sequencing of multiple HPV-16 genomes from
individual samples to further characterize the hetero- or homogeneity of methylation
within each lesion while also addressing the relationship between the observed patterns as

they relate to the presence or absence of clinical discase.

MATERIALS AND METHODS.

Origin of samples. CaSki cells had served for two decades as a paradigm of a cervical
carcinoma derived cell line with 500 chromosomally recombined HPV-16 genomes. All
clinical samples were archival. The carcinoma samples were fresh frozen, stored at -70°C
and hislologically confirmed betore and after DNA cxtraction. The samples were
obtained from three sources, namely from patients examined and treated by two of us
(B.H. and K.1..) in Oslo, Norway (21 from asymptomatic parients, 17 fram CIN [ to ]I
grade lesions, 29 from squamous carcinomas), from patients examined during regular
gynecological diagnosis in several different hospitals in Monterrey, Mexico, as published
by us recently (10) (30 from asymptomatic patients, 13 from cervical carcinomas), and

from the Cancer Center of the University of California Irvine (five cervical carcinomas).

DNA preparations. All DNA preparations were done with Qiagen DNA purification Kits

to assure removal of protein contaminations.

Bisulfite medifications. For bisulfite treatment (16), 50-1000 ng samplc DNA
supplemented with one pg of salmon sperm DNA in a total volume of 18 pl in water
were denatured with 2 i of 3M NaOH and incubated at 37°C. After denaturing, 278 ul of
4.8M sodium bisulfite and 2 pl 100 mM hydroquinone were added and incubated in a
thermal cycler for 20 cycles each at 55°C for 15 minutes and 95 °C for 30 seconds. The
modified DNA was desalted with the QLAquick PCR purification protocol. The modified
DNA was desulfonated by adding 5.5 pl of 3M NaOH, Sug glycogen and incubation at
37°C for 15 minutes. The DNA was precipitated with 5.6 pl of sodium acetate and 150 pl



of 100% cthanol. The pellet was washed with 70% ethanel and dissolved in 30-50 pl TE
buffer (10mM Tris-HCI pH 8, 1| mM EDTA).

Polymerase Chain Reactions, Primers, T/A rloning and DNA sequencing. The
madified DNA was amplified in form of three amplicons: Part of the 1.1 gene and the
5'TLCR with the primers 16mspiF (position 7049-7078,
AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA) and 16msp3r (position 7590-7560,
AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA); the HPV-16 enhancer with the
primers 16msp4F (position 7465-7493, TATGTTTTTITGGTATAAAATGTGTTTTT)
and 16msp7R (position 7732-7703, TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT);
and the HPV-16 promoter with the primers 16mspSF (position 7748-7777,
TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT) and 16msp8R (position 115-86,
ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA). The sequences of the primers were
designed according to the genomic sequence of HPV-16 (24) assuming conversion of all
cytosine residues into uracils. PCR was carried out in a 25 pl volume containing 0.2 mM
of each of the four dNTPs, 10pmol of the primers, 2 mM MgCl; and 1 unit of Ampli Taq
Gold (Perkin-Elmer). The PCR started at 94°C fur 1 min, followed by 40 amplitication
cycles (denaturing at 94 °C for 10 sec, annealing at 58 °C for 30 scc and extension at 68
°C for Imin) with final extension at 68 °C for 7 min. The presence of PCR products was
verified by agarose gel electiophoresis, and confirmed amplicons were cloned with the
TOPO TA cloning kit for sequencing (Invitrogen). Cloned DNAs were sequenced by Big
Dye terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems).

Statistical analysis. Descriptive and tabular statistics were used to explore these data.
Graphical representations of the CpG methylation frequency were estimated from the
data. For some sites, DNA could not be amplified and data were freated as missing for
these analysis, The frequency of methylaton of each CpG, CpA, and CpT site was
compared among three diagnostic outcome groups: squamous cell carcinoma, cervical
intraepithehal neoplasia (CIN), and specimens from asymptomatically infected women
(no identifiable lesion, NIL). The Fisher’s Exact Test was used to test the hypotheses that

the methylation frequencies for cancers and CINs weare each greater than the methylation



frcquency of specimens from asymptomatically infected women. Additionally, the
Student’s t Test was uscd to test the hypothescs that the observed methylation frequency
at each site in each diagnostic outcome category was statistically significantly greater
than zero. A total of minety-five statistical comparisons were performed and we adjusted
the level of significance for our statistical tests by using Bonferroni's adjustment for
multiple companisons. The frequency of methylation on the many CpA and CpT sites
examined was small; thus, p-values less than 0.05 are reperted, even though they may not

meet the most stringent test limits of multiple compansons.

RESULTS.

Study design. We approached this study intending to expand upon the manner in which
we previously had investigated CpG methylation of HPV-16 DNA. Qur original
observations were based upon bisulfite modified DNA from cell lines and clinical
samples, which were then amplified with primers specific for the DNA in which the
cytosine residues had been converted to uracil groups, followed by direct scquencing of
the amplification product (2). At the beginning of our new study, we made obscrvations
with DNA from CaSki cells as well as with climical samples (data not shown) that
sequencing reactions frequently showed averlapping C and T signals, which could not he
suppressed by changing the temperature or the length of the bisulfite reaction We
concluded that cell populations {rom the same source contained mixiures of HPV-16
genomes with CpGs or meCpGs in the samme position. Therefore, we altered our protocol,
cloned the amplicons in E. coli plasmids and randomly selected for sequencing five
independent E. coli colonics derived from each sample. This was done in order to identify
divergently methylated HPV-16 genomes assuming there may be similar amounts of
methylated and unmethylated molecules. We acknowledge that it is impossible to analyze
mixturcs of methylated and unmethylated moiccules in samples where one DNA type

vastly outnumbers the other one.



The HPV-16 gename is 2 circular double-stranded DNA with a size of 7906 bp. An 850
hp segment hetween the 3 end af the L1 pene and the 5 end of the E6 oncogene is called
the long control region (LCR), since it contains most of the cis-responsive elements that
regulate transcription, which occurs umdirectionally toward the E6 gene (3). The
prncipal transcriptional start site is called p97 or E6 promoter and is located five bp
upstrcam of the ATG of the E6 gene. We decided to standardize the analysis by
2mplifying and sequencing a genomic scgment hetween the positions 7079 and 85, which
includes 19 CpGs. Three of these 19 CpGs were denived from the 3" end of the L1 gene
(7091, 7136, and 7143), five from the 5'-segment of the LCR (7270 to 7461), which
makes yct incompletely understood contributions to the transcriptional process (39,42),
six from the transcniptional enhancer (75345 to 7862), and five from the E6 promoter (31-
58). We selected this segment in order to detect possible correlations of methylation

targets with known functional units of the HPV-16 genome.

It 15 well known that bisulfite modification does not enly alter cytosine residues, but
introduccs nicks in DNA. As a consequence, it 1s impossible to PCR amplify with high
efficiency large genomic scgmients with sizes cxceeding a few hundred basc paurs.
Because of this limitation, we had to dissect the 913 bp region that we wished to analyze
inlo three amplicons, spanning hetween the positions 7091 to 7461, 7535 te 7695, and
7862 to 58. In other words, while we aimed to gather methylation information from five
HPV-16 DNA molecules frotm each sample, data for each of these three segments
represent the methylation status of diffetent, non-contiguous molecules.

During the analysis of clinical samples, we regularly included as negative and positive
controls DNA from SiHa and CaSki cells. The only HPV-16 genome in SiHa has no
meCpGs throughout the enhancer and promoter region. Previously putlished findings
based on direct scquencing of the amplification product showed that most of the 500
endogenous I1PV-16 genomes in CaSki cells appeared to be completely methylated
throughout this region (2).



In order to standardize the analysis of the clinical samples in this study, we aimed to
analyze five bisulfite modified, PCR amnplified and bacterially cloned HPV-16 segments:
5! asymptomatic infections (NIL); 17 low and high grade cervical intraepithelial
neoplasia (CIN); and 47 from cervical carcinomas for each of the 19 CpGs in the L1-
LCR segment described above. This strategy aimed to give information about a total of
10,925 CpGs. Unfortunately, some of out samples did not contain sufficient DNA to
complete this study, and in these cases (51 out of 115 samples) we had to eliminate the
analysis of thc L1 and 5'-LCR segment. As a result, our study reports the methylation
status of only 8,885 CpG residues: 6,080 represcnting information about all 19 CpG
residues in 320 clones, and 2,805 the methylation status of 11 CpGs in 255 clones from

the enhancer and promoter,

It was not possible to confirm the physical stale of HPV genomes in this study. It 1s
generally accepted, however, that HPV genomes arc cpisomal in latent infection and
carly dysplasia (CIN [}, two of the pathological groupings we studied, while they arc

most often chramosemally integrated o carcinamas (12).

Heterogeneous DNA methylation patterns in the HP'V-16 genomes of the CaSki cell
line. In a previous analysis (2) of HPV-16 DNA in CaSki cclls involving one of us,
amplicons were directly sequenced after bisulfite modification and PCR amplification,
and the data obtained with this strategy suggested that all CpGs overlapping with the
enhancer and promoter (positions 7535 to 58) were completely methylated in most viral
copies (2). Here we reporl a re-analysis based on sequences of individual clones of
modified and PCR amplificd DNA, which also cxtended the analyzed scgment n the §°
direction. In contrest to the published data, F1g. 1 shows that none out of 15 cloncs was
completely methylated, but each clone contained between one and five (out of 19)
unmethylated CpGs. None of five clones was metliylated in position 7270 (which had not
been previously analyzed), and methylation was infrequent at the positions 7535, 7354
and 7862. Based upon these findings, we conclude that the 500 HPV-16 genomes of
CaSki cells arec not homogenously methylated, but that there are differences either among

tandemly repeated intrachromosomal copies or between copies inserted in different



chromosomal locations (45). We reexamined this assumption by directly sequencing the
bisulfite modified and PCR amplified products from several independent analyses of
CaSki DNA. In these experiments we observed m all sequence readouts overlapping C
and T peaks at the positions 7270, 7535, 7554, and 7862, with the C peak slightly
exceeding the T pcak. This confirms the heterogencous methylation of HPV-16
molccules in CaSki and the fortuitous sclection of an excess of unmethylated molecules

in Fig. 1.

Different CpGs are altered with different frequemcies. Fig. 2 depicts the
methylation/lack of mcthylation for cach of the 8,885 CpG sites evaluated in this study.
Altogether, we found 1,292 methylated CpGs, 1.e. 14.5% of all CpGs were methylated.
Fig. 3 shows the rclative frequency of methylation of the 19 sites. Approximately half (51
out of 115) of the specimens could not be amplified between 7091 and 7461. Thus, for
this region, thc reduced size of our sample may have limited our power to detect
statistically significant relationships acress sites and across diagnostic outcome groups.
Nonetheless, these data point to systematic differences of probabilities of each site to
become methylated. For example, 29 to 41% of the CpGs at the positions 7091, 7136,
and 7145 were methylated (the only Cp(Gs within a gene, the late gene, L1), while
methylation was only around 10% for most other sites. There are three regions where
mcthylation frequencics reached minima, namely the positions 7270, 7554, and, most
pronounced, with a frequency ot only 3%, position 7862. Remarkably, these three regions
coincide with the same three unmethylated positions detected in the LCR of HPV-16

genomes in CaSki cells.

For a subset of these samples, we performed control expeniments and directly sequenced
the amplification product after bisulfite sequencing. All of these controls confirmed that
the individual DNA molecules that were sequenced after plasmid cloning correlated with
the ratios that existed in situ: Whenever we found hypemethylated or unmecthylated
cloncs, we also eobserved hypomethylaton by direct sequencing, and hypermethylated
clones correlated with highly methylated directly sequenced DNA. While it is obvious

10



that five samples represent a complex mixture of molecules with a low statishical power,

they are nevertheless a gand representation of the diversity in situ.

Correlation of CpG DNA methylation patterns with pathology of the infected cell
population. The bar diagram shown in Fig. 4 separates the methylation frequencies in
Fig. 3 by diagnostic outcormne and visualizes CpG methylation in relation to the
pathological status of the HPV-16 infection, i.e. asymptomatic infections (NIL, grey
bars), CIN lesions (black), and carcinomas (whitz). For cancer specimens, the proportion
that showed methylation of CpGs was 4% at 7862 and ranged between 12% and 53% for
the remaining CpG sites (white bars). The proportion of all CpGs that were methylated
was significantly greater than zero (ie., for CpG sites 7091-7695 and 31-58: using
Student’s 1t Test, p<0.0001). An exccption was position 7862, where methylation
occurred between 2 and 4% of test specimens, and we found no difference between CINs
and Nlls nor carcinomas and NILs (1.e. using Fischer's Exact Test, p=1.0 and p—0.6,
respectively). CIN lesions (black bars) showed the lowest methylation frequency of the
specimens tcsted, and methylation frequencics were morc often intermediatc in
asymptomatic patients (grey hars). For example, for CIN specimens, we were able to
detect methylation frequently at position 7145 (i.e. 33%, using Student’s t Test,
p<:0.0001). At all other sites, the frequency ranged from Q to 17% but none proved to be
statistically significant. However, for specimens acquired from asymptomatically infected
women, methylation frequencies greater than zero were detected at most CpGs (i.e.
positions 7091, 7136, 7428, 7434, 7535 to 7695 and 31-43 and position 58, ranging from
6% at 37 to 33% at 7091, using Student’s t Tests, p<0.0001).

For carcinomas, 42% of specimens showed methylation at CpG sites 7136 and 7145, In
comparison, only 13% and 9% of sites at 7136 and 7145 were mcthylated 1n specimens
from asymptomatically infected women (i.e., for each comparison, using Fisher’s Exact
Test, p<0.00002). Additionally, at site 7145, 33% of CIN specimens showed methylation
compared tv 9% of specimens from asymptomatically infected women (similarly,
p=0.0005). Last, when compared to specimens from asymptomatically infected women,

methylation in cancer samples was significantly elevated at CpG positions 31, 37, 52 and
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58 (using Fisher's Exact Test, for 31: 17% vs 6%, p<0.0004; for 37: 17% vs 6%, for 52:
18% vs 4% and for 58: 18% vs 7%, and for each comparison, p<0.0001; for 43: 17% vs
7%, p<0.002).

The minima at the positions 7270 and 7535/7554 are pronounced in all thiee groups,
while the minimum at position 7862 15 only clear for carcinomas and asymptomatic
patients. We found no statistically significant difference in the methylation frequencies
for these sites between carcinomas, CINs, and specimens from asymptomatically infected
women using Fisher's Exact Test. Methylation at 7862 is also low in the casc of CIN
lesions, but it does not form a dip, as there is a nearly complete lack of methylation in all
promoter positions 3° of 7862, and we found no statistically greater frequency of
methylation at this site when pathology groups were compared. Thus, in nearly all
positions, mecthylation is highest in carcinoma !esions (white bars) and lowest among CIN

lesions (black bars).

MeCpA and meCpT dinucleotides ideatify de novo methylation of HIPV-16 DNA in
cervical epithelia. In the methylated state of the palindromic sequence CpG the cytosine
residues of the upper and the lower strand are normally both methylated. The two
replication products of a meCpG contaming DNA are hemmethylated, and methylation
of the unmethylated cylosine is restored by the maintenance DNA methylase DNMT].
Toward de novo methylation (44a, 47a), DNMT3a and DNMT3b are considered
responsible to target unmethylated cytosine residues, while their contributions to
maintenance methylation have recently been demonstrated (5,14,20). Whule this occurs
preferentially at CpGs, changes at CpA and CpT dinucleotides can occur as well,
although with less efficiency than CpGs (14,30). CpC methylation is known to be very
rarc. The methylation state of meCpAs and meCpTs is not maintained during replication,
as one of the replication products does mot carry a record of the methylation, and the
other strand i1s becoming diluted in multiple rounds of replication. As a consequence, the
detection of meCpA and meCpT residues is proof that the sequenced DNA molecule or
one of the immediate precursors had become methylated, and it does not constitute a

record of a long term maintenance of methylation. A record of these three methylated
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dinucleotides in 1IPV-16 genomes therefore amounts to a documentation of active de

novo methylation in the cell populations carrying these HPV-16 genomes.

Toward measunng CpA, CpT and CpC mcthylation, we investigated the same nucleotide
sequence output of all 115 samples in quintuplets, that had led to the data in Fig. 2. We
detected SE meCpAs and 49 meCpTs residues, among a total of 26,785 and 20,845,
respectively, and no meCpC dinucleotide at all. We also found six additional meCpGs in
CpG positions diverging from the HPV-16 reference sequence, apparently genomic
variants of HPV-16 (10). The total number of meCpAs and meCpTs in the 115 samples is
incomplete, however, since the three amplicons, onginally designed only to detect CpGs,
do not overlap in genomic regtons that did not contain CpGs and were therefore excluded

from the original stratcgy.

Fig. 5 maps the distnbution of meCpAs and meCpTs within the three amplicons across
the L1-LCR segment. The numbers along the x-axis of this figure indicate the genomic
positions (24) of cytosing residucs that are part of a CpA or CpT dinucleotide, while the
y-axis represents the frequency of finding a methylated C at this position. The raw data
that led to this figure can be obtained upon request, as a representation in form of a figure
or a table would he unwicldy and uninformative to most readers. Inspection of Fig. 5
suggests clusters of these twa methylated dinucleatides hetween the positions 7268-7327
and 7840-24. These two regions overlap with mimma of CpG methylation and may
suggest that de novo methylation 1s more efficient in nucleosomal linkers than in the
nucleosomes. Qur analyses sugpested methylation was detectable frequently at positions
7268 and 7317, and less frequently at positions 7840, 7837, 7876, 7882, 7886, 7903, 2,
13, 73, and 77 (i.e. testing the hypothesis that the mean frequency of cytosine
mcthylation was greater than the null, using Student’s t-test, p=0.0015, p—0.0045,
p=0.0015, p=0.0046, p—0.001S, p—0.0009, p<0.0001, p—0.0009, p=0.0046, p=0.0003,
p=0.0026 and p=0.0046, rcspectively). Also, statistically we detected less precisely
cytosine methylation at dinucleotide positions 7301, 7327, 7554, 7602, 7689, 7829, 7829,
7841 to 7845, 7874, and at position 5 (i.e,, p=0.01 for each). Thus, using the most

13



stringent level of significance, our analyses detected methylation at the maxima at

positions 7886 and at position 13.

Although sparse, when data were stratified by pathology outcomes, our analyses
suggested that mcthylation at particular positions was detoctable with statistical
significance. For women with CIN, CpA was mcthylated at position 7268 (i.e.,
p=0.0038). For women evidencing NIL, thecse analyses suggested that CpT was
methylated at position 7840 and CpAs were methylated at positions 7857, 7876, 7882
and 788G (ie, p=0.014, p=0014, p=0.0079, p=0.014, p=0.0014, respectively). Far
women with carcinomas, we were unable to precisely detect nucleotide regions where

cytosines were methylated on CpA and CpT.

DISCUSSION,

HPV-16 CpG methylation: preferred and protected sites. We have reported a detailed
methylation study of a 913 bp segment of the genome of HPV-16 encompassing part of
the L1 gene and thc complete LCR in the cell line CaSki and 115 patient samples.
Altogether, we investigated the frequencies of methylaticn and position of CpGs among a
total of 9,090 potential target sites (the sum of the chnical samples and Ca$ki cloncs).
Our data confirm that HPV-16 genomes are efficicntly targetcd by the epithelial Cp(;
methylation machinery, raise questions as to the mechanism of this reaction and the

biological consequences for the epithelial cell and/or the HPV-16 life cycle.

We did not detect an HPV-16 L1-LCR segment that was completely methylated. A past
study, involving one of us (2), observed among 15 clinical samples five that seemed to be
completely methylated in this segment, but our present data are more representative of
HPV-16 genomes in situ, as the past findings were based cn a shorter segment and on
direet scquencing, which may have scored mixturcs of HPV-16 DNAs that were
methylated or unmethylated in the same CpG position as completely methylated.
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We measured a lot of “noisc” in HPV-16 DNA methylation, i.e. there are no sites that are
always or never methylated nor are there conserved stretches of contiguous CpG
methylation m the majoiity of molecules. Methylation does nat appear very often at
isolated CpGs, but frequently on three to eight or even more flanking CpGs, reminiscent
of spread of the modification along a DNA. In spite of these reservations, we observed
decreased methylation in three regions, the sites 7270 and 7862, and to a lesser degree the
flanking sites 7535 and 7554. [t 1s noteworthy to interpret these positions in the context of
known cis-responsive elements and chromatin structures of the HPV-16 LCR. The
segment 3" to position 7862, which is often heavily methylated, contains all promoter
elements, L.e. the promoter activator Spl, whose binding is not influenced by DNA
methylation (17), the viral factor E2, which is displaced by methylation, and the TATA
bax. This segment 15 organized in form of a specifically positioned nucleosome, whose
acetylation affects the promoter (38). Position 7862 is located 5° of this nucleosome and
coincides with the viral replication origin and a silencer regulated by YY1 and CDP, and
the 3’ flank of the wviral cnhancer, activated by AP-1. This region serves as & super-
regulator, as YY1 and CDP with their associated HDAC activitics and AP-1 with a
histene acetylase activity repress and activale I[PV transeription in different epithclial
layers by influencing the promoter nucleosome and a second nucleasome encompassing
the viral enhancer (1,3,26), Methylation and demethylation of the CpG at pasition 7862
may add another layer of crosstalk to this regulatory region. In addition, position 7862 1s
part of an E2 binding site that activates HPV replication, and has to remain demethylated
to permit another round of replication. DNA methylated at position 7862 would be
replication incompetent and eliminated. The fact that position 7862 is close to an Sp! site
conserved among HPVs (43), one is reminded of the ability of Spl to suppress
methylation from some adjacent CpG elements (7). The properties of this DNA segment
may establish a molecular basis for the poorly defined state of “latency™ of HPV
infcetions, 1.e. presence of HPV DNA 1n the absence of symptoms, as repression of the
enhancer and promoter and accessihility of the replication ongin could lead to

maintenance replication of the virus without expression of transformation functions.

15



The enhancer is covered by a second nuclensomes (Fig. 1) and §° of the enhancer, we
found a nuclcosomal linker (39), which includes the positions 7535 and 7554. DNAse 1
sensitivity studies suggested additional specifically positioned nucleosomes 5' of this
region, which were separated by another linker around position 7270. These arguments
would lead to a propusal that HPV-16 DNA tends to be hypermethylated in
nucleosomally organized segments, and undermethylated in nucleosomal linkers, winch
sounds countenntuitive, but may have functional significance, since nucleosomally
incorporatcd DNA 1s not protected from but rather still efficiently targeted by CpG
maintenance methylaton (28). The overlap of specifically positioned nucleosomes with

hypermethylated regions is indicated in Fig, 1.

MeCpA and meCpT residues point to de novo methylation in epithelial cells, and our
observations confirm that HPV genomes are efficiently targeted in undifferentiated cells
in cell culture. While we measured only a total rate of about 0.4% of methylation of these
two dinuclcotides, the rcal frequency of dc novo methylation is likely much higher, since
our approach scored CpGs only in the “maintcnance methylation data sct” (Fig. 3), but
not in the “de novo methylation data set” (Fig. 5), although CpGs are more efficiently
methylated de nova than the other two dinucleotides. The occurrence of de navo
methylation in a somatic tissue is little studied (44a, 47a) in contrast to embryos and
cancer cells (19,32), but not completely surprising, as DNMT3a and b activities have
been detected 1 a variety of normal somatic cells. Strangely, meCpAs, and meCpTs
appeared to occur frequentiy in repions of CpG undermethylation, and we speculate that
maintenance methylation is particularly efficient within nucleosomes, and de novo
methylation in nucleosomal linkers. While this latter observation is not statistically
sipnificant for most sites based on our data set, it 15 of interest that 14 out of 22 meCpA
and meCpT residucs observed by Kim and coll. (22) in cell cultures containing HPV-16
occurred in the nuclcosomal linkers flanking the positicns 7535/7554 and 7862.

Correlations between HPV-16 DNA methylation and pathology. We found
methylation of HPV-16 DNA in three different clinical contexts, (1) I asymptomatic
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infections (NIL), (31) i low and high grade CIN, and (iii) in carcinoma, although with
differing frequencies.

The methylation of presumably episomal HPY DNA in asymptomatic patieats is
surprising. We arc not aware of a molccular scenario that would be comparable o the
persistent maintenance of HPV n asymptomatic infections with the exception of the
methylation of a CpG island in the EBNA promoters of Epstein-Barr-Virus. While this
alteration occurs in asymptomatic B-cells as well as dunng carcinogenic progresson, it
was interpreted to support the tumorngenic process by suppressing of EBNA arfigens
{(33). It 1s an open question whether our data point to an epithelial defense mechanism
against heterclogous DNA, or a virl adaption to be maintained in an epithelium without
causing a neoplasia. As argued abave, we propose that acc.&ss to the viral replication
origin with concomitant suppression of transcription may be an adaption to latency, a
molecular state and scientific term, which is not yet formally recognized for HPVsas 1t 1s
for herpes viruses. Kim and coll. (22) reported an cxcess of methylated HPV-16 gesomes
in undifferentiated cclls in culture, and a stable rclationship between methylated HPV

genomes and maintenance of the undifferentiated state may be an embodiment of latency.

The low methylation levels of HPY genomes in CIN lesions, where HPVs replicate
normally episomally, may stem from the expansien of the transcniptionally active cell
population as expected from the initiation of the neoplastic process together and an
increase of the virus genomes (37). This observation can probahly be hest compared with

the transcnptionally highly active productive life cycle of polyoma- and adenoviruses.

The heavy methylation in cancers can be interpreted as confirmation of the “penome
defense hypothesis” based on the frequent methylation of chromosomally integrated
retroviruses, transgenes (4) and transfected adenovirus genomes and their chromosomal
targets (13,41). It is generally known that HPVY-16 occurs in carcinomas most ofiea in the
chromosomally integratcd state (12,36). This does not mean that carcinomas do not
contain transcriptionally active HPV genomes, since the example of the cell line CaSk

(2) shows that carcinomas often contain HPV genomes in integrated tandem arcays which
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are efficient methylation targets, while some of these genomes remain unmethylated and
therefore actively expressing the HPV oncogenes (2,45). We caution to hope that
methylation inhibitors, resulting in demethyiation and therefore activation of repressed
tumor suppressor genes, arc benieficial for all kinds of carcinomas, as they would actually
be tumer promoter in HPV activated lesions (18). While the increased methylation of the
L1 gene in out samples may point to a role of methylation in the early-late switch, one
may also consider that exonic CpGs have a higher propensity of becoming methylated

and mzy be nuclei from where CpG methylation may spread 10 promoter regions (25).

Qur database leads (0 hypotheses that we will study experimentally. It is obvious 10
address the question of whether HPV DNA in capsids is methylated, and if not, by what
kinctics it establishes methylation after infection of rafl cultures. In preliminary studies of
HPV-11, we did not find any methylated HPV-1] genomes in viral particles, but a
significant fraction of methylated HPV-11 DNA tn newly infected human transplants
(3a). In rafl cultures with episomal HPVs, one can study the establishment of mcthylation
patterns after integration inte the chromosomal DNA. Laser capture microdissection may
allow to localize the correlation of methylation patterns with histological sites and
pathological features and to analyze by quantitative RNA studies correlations between
transcription and methyiation patterns. These considerations and our observation that
HPV methylation is taxonomically widespread suggest HPV methylation a rich system

for basic as well as clinical research approaches.
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LEGENDS TO FIGURES.

Fig. 1. Heterogeneity of CpG methylatioa in HPV-16 genomes derived from CaSki
cells, Each vertical set of rectangles represents one of 19 specific CpG dinucleotides, the
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number on the top of the bar the position of this CpG in the genome of HPV-16. Fach
horizontal set of rectangles represents a 913 bp segment of the HPV-16 genome, covering
the 3" end of the L1 gene and the complete long control region. Unmethylated CpGs are
indicated by white rectangles, methylated hy black ones. The two vertical white
separators indicate the borders between amplicons, and discontinuities between
supposcdly difterent HPV-16 molecules. The upper part of the figure ceprescaots three

specifically positioned nucleosomes (39), which may overlap with regions of
hypermethylation.

Fig. 2. Heterogeneity of CpG methylation im HPV-16 genomes derived from clinical
specimens. The figure visualizes the methylation of 19 CpG dinucleotides in the HPV-16
genomes of five independent clones each derived from onc of 115 clinical samples, a data
base of thz methylation status of 8,885 CpG dinucleotides. A: asymptomatic patients; B:
CIN; C: cervical cancer. White honzontal rectangles represent an unmethylated CpG,
black rectangles meCpGs. Each quintuplet of horizontal lines represents clones denved
from one paticnt. A horizontal line does not indicate a contiguous 913 bp amplicon, but is
denved from three different HPV-16 genomes, as indicated by two white vertical bars.
These discontimuties were a lechnical necessity, since the destruction of bisulfite
modified DNA did not allow us to generate the analyzed 913 bp fragment in one
contiguous amplicon. White indents 1 this figure 1dentify clones that could be only
partially analyzed due to the low amount of sample DNA. Due to the compression of this
figure, Mexican, Norwegian and U.S. samples could nat be visually distinguished. The
Mexican cohort contained 70% genomic AA vanants and only 30% E vanants (10),
while all Norwegian and U.S. samples were E varants. We could not detect any obvious
distinction between the methylation pattems of these cohorts and vanants.

Fig. 3. Methylation frequencies of 19 CpG nucleotides in the HPV-16 genomes of
five independent clanes each derived from one of 115 clinical samples For the

overlap of the genomic positions with the L1 gene, 5'LCR, enhancer and promoter, sec
Fig. L.

Fig. 4. Methylation frequencies of 19 CpG nucleotides in the HPY-16 genomes of
five independent clones each derived from one of 115 cliniral samples separated by
pathological properties. Grey bars: Asymptomatic patients (no identifiable lesion, NIL);
black bars: low and high grade CIN; whitc bars: cervical cancer.

Fig. 5. Methylation frequencies of CpA and CpT nucleotides in the HPY-16 genames
of five independent clones each derived from one of 115 clinical samples. The figurc
represents 107 meCpA and meCpT dinucleotides i the same genomic segment that was
studied for CpG methylation. The numbers alonp the x-axis of this figure indicate the
positions of cytosine residues that are part of a CpA or CpT dinucleotide as venfiable by
comparison with the complete genomic sequence of HPV-16 (24), while the y-axis
represents the frequency of finding a methylated C at this position.
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Resumen
Los virus del papiloma humano (VPHs) desempefian un papel central en Ia etiologia del

cancer cervical. Dado que solamente una pequefa fraccidon de las neoplasias
intraepiteliales cervicales (NICs) infectadas con VPHs de altu riesgo progresa a
carcinoma cervical invasive (Cl), deben de existir otros factores implicados en &l
desarrclio de la neoplasia. Un factor impeortante que emerge es |a variacion gendémica
entre Ins diferentes tipos wvirales. Tal variacién ha sido utlizada para estudiar |a
distribucién geogréfica de estos virus, pero cada dia hay mas evidencia de que esta
pudiera ser determinante para el desarrollo de la enfermedad neoplasica. Los datos
obtenidos indican que diversas variantes del virus tienen caracteristicas bioguimicas y
biolbgicas alteradas y que representan un factor de riesgo adicional en el desarmolic de
las NICs y de los tumores. Esto puede ser relevante no solamente para la biclogia de la
infeccion con VPH y de su asociacion con la neoplasia, sino también para la deteccion y
tipificacion del virus en la practica clinica. Y mas alld, en las estralegias para el

desamalio de tratamientaos y el disefio de medidas prefilacticas {vacunas).

Abstract
Human papillomaviruses (HPVs) play a central role in the eticlogy of cervical cancer.

However, only a small propartion of cervical intraepithelial neoplasias (CIN) infected with
high-risk HPVs will progress 1o invasive carcincma (IC), there should exist additional
factors involved in the development of ngoplasia. An important emerging viral factor is
naturally occurring genomic variation among different HPV types. Such vanatian has
been used to study the geocraphical distribution of HPVs, but there Is increasing
evidence that it may be important in determining the risk of development of neoplastic
disease. Callected data indicate that different HPV variants have altered biochemical
and biological properties and rcpresent an additional risk factor in the development of
CIN and (C of the cervix. This may be relevant not only o the biology of HPV infection
and its associalion with neoplasia, but also for the use of viral typing in clinical practice.
and furthermore, in strategies for the development of treatments and the design of

prophylactic measures (vaccines).

Palabras clave: VPH, variacion genémica, cancer cervical, subtipos
Keywords: HPV, genomic variation, cervical cancer, subtypes



requiere de otros factores ademas de la presencia del virus. La maycria de las
infeccicnes se resuelven espontaneamente en un cierto plazo [24] y sclamente
una peguena proporcién de NICs 1 y 2 progresard CC, El riesgo de progresidn
de NICs 3 a Cl es de al menos el 12%, como ha sido demostrado por estudios
de meta-andlisis con seguimiento en un rango de 0.5 a 20 afos [25][26].

Varios estudios epidemicldgicas han identificado factores de riesgo
adicionales involucrados en la progresién de NIC 1 a NIC 3 y CI [22][27](28).
Factores virales tales como la persistencia de [a infeccidn, la integracién del
DNA viral en el cromosoma celular del huésped, la expresion de los genes
virales E6 y E7 en células replicandose, y la inactivacion del gen E2 (debido a la
integracion viral o por mutacidon) estan involucradas en el desarollo y
manienimiento del fenolipo transformado; mientras que factores del huésped
tales como el genotipo del HLA y polimorfismos en genes celulares, podrian
también ser importantes [6}[7][10][12][28-31].

Recientemente se ha sugerido que la vanatilidad intratipica de los VPHs
esta también implicada en |a transformacion maligna [32][33] Algunas vanantes
tienen propiedades bioldgicas y bioquimicas diferentes [34], consecuentemente,
se ha asumido gue podrian también diferir en patogenicidad. La cbservacion de
que ciertas variantes son mas prevalentes en ciertas regiones geagréaficas no es
sorprendente y podria ser explicada por el efecto “fundador®, la co-evolucién de
los VPHs con las razas humanas o par lgs patrones de migracidn humana. Esto
también podria reflejar un origen potencial para ciertos tipos de VPHs en ciertas
regiones geograficas.

Los datos que han sido generados hasta la fecha acerca de Ias vanantes

Y su participacion en el desamollo de la neopiasia cervical seran ahora
discutidos.



Significancia funcional de la variacion genémica intratipica.

La region del genoma del VPH requerida para la transformacion ha sido
mapeada entre el RLC y los genes virales E6 y E7 (ver figura 1) [35]. Las
proteinas E6 y E7 interactian con una amplia gama de proteinas celulares,
aunque las mejor conocidas son p53 y pRb [36]. La transcripcion de E6 y de E7
es controlada por el promotor y el potenciador en RLC y por la proteina E2. La
RLC contiene varios sitios de union a E2, ademas de los sitios de union para
varios factores de transcripcion celulares [37]. Considerando lo anterior, se
puede asumir que las variaciones nucleotidicas en RLC, E2, E6 y E7 pudieran
tener repercusiones funcionales.

RLC

Region
alterada
durante la
integracion

Region perdida
ono
expresada
después de la
integracion

Figura 1. Modelo del genoma del VPH. El genoma de DNA de doble cadena de
aproximadamente 8 Kb muestra las tres regiones basicas: a) La region larga de control
(RLC), conteniendo secuencias criticas que regulan la transcripcion y la replicacién de
genes tanto virales como celulares, b) Las regiones con marcos abiertos de lectura u
ORFs (del inglés, open reading frames) de los genes tempranos (E1, E2, E4, ES5, E6 y
E7), las cuales codifican para la replicaciéon y transformacion celular, y ¢) Los ORFs de
los genes tardios, los cuales codifican para proteinas estructurales (L1 y L2) [38].



El andlisis de la vanabilidad genémica de los diferentes tipos de VPHs

tiene muchos nbjetivos. Es importante tener una base de datos para:
1) El desamullo de herramientas eficientes de diagnostico y vacunas.

2) Aplicacion en los estudios epidemiologicos en los cuales la variacion en
la secuencia puede ser usada como marcador para manitorear los

VPHs en pablaciones definidas.

3) Estudios de relacion entre genatico y fenolipo (por ejemplo ciertas
variantes pueden estar positiva o0 negativamente asociadas con la
- enfermedad cervical, dependiendo de sus diferentes propiedades

biclégicas y funcionales).

4) Estudios taxondmicos y evolutivos.

Variacion gendmica intratipica en VPHs de alto riesgo.

Dada la prevalencia del VPH 16 en el carcinoma cervical invasivo y pre-
invasivo, la heterogeneidad intratipica de este tipp de virus es la més
extensamente estudiada, en menoscabo del analisis en la variacion intratipica
para otros tipos de virus de alto riesgo, tales como los VPHs 18, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 58, 59, y 68 [3941].

Variantes del VPH 16 en la regiGn larga de control.

La RLC contiene un alto grade de diversidad entre las muestras
analizadas, alcanzado hasta un §% y contrastando con la mayoria de los genes
en otros organismos, para los cuales se observa menar al 2%. Analizando la
RLC de una amplia coleccién de muestras cervicales positivas para VPH 16, Ho

y cols. encontraron que la variacion en la secuencia formaba cuatro diferentes
ramas filogen¢ticas, a saber:;



i) Las variantes asiatico-americanas (AA), las cuales son encontradas
principalmente en Centro y Sudamérica asl como en Espana.

ii) Las variantes africanas (Af-1y Af-2), encontradas en Africa.

iif) Las vanantes Asiaticas (As), encontradas en el sureste de Asia.

iv) y Las variantes Europeas (E), encontradas en todas las regiones,

excepto Africa.

Subsecuentes estudios completaron la clasificacidn de estas varianies a
traves del analisis de la variacion en la secuencia de Ins genes E6, L1, L2 y de |a

RLC, agregando la vanante Norteamencana-1 [47][43].

Diversos estudios han indicado que Ja persistencia viral y el desarrolia de
lesiones de alto grado y del Cl, estan nc solo directamente asociadas con |a

presencia del VPH 16, sino que también con las variantes especificas de éste.

La RLC contiene sitios de union para la proteina viral reguladora de la
transcripcion E2 [44], asi como para faclores de trascripcidon celular, los cuales
modulan su  funcion positivamente (Ap1, Spi, Nft, Oct-1 y Tef-1) o
negativamente (YY1) [45-46]. Los cambios nucleotidicos dentro de esta region
reguladera pueden influenciar en la replicacion y la transcripcion, a través de un
efecto en Ia unidn de complejos de proteinas reguladoras con el DNA, Los
cambios dentro de los sitios de union a YY1, juegan un papel especial, pucs

tienen el potencial de aumentar la expresion de las oncoprotelnas virales [47].

Se han aislado algunas variantes europeas de carcinomas cervicales que
se caracterizan por tener mutaciones puntuales o deleciones en los sitios de
union de YY1 en la RLC. Comparaciones con la secuencia de referencia
europea, revelan que estas varantes tienen aumentada su actividad
transcripcional [48]. Este misma grupo también identificd un sitio de unién a Sp1,
el cual se traslapa con el sitio de union de YY1 en las posiciones 7840-7848.
Una mutacién puntual dentro de este sitio mostrd un incremento de 4.7 veces en

la afinidad del prometor P97 por la unidn del factor Sp1. Mientras que una



mutante, a la cual le fue eliminada el sitio de unién para Sp1 mostr6é solamente
de 1 a 1.6 veces mas aumentada la actividad del promator. Ce estes datos se
concluyd que la competencia enire Sp1 y YY1 para unirse al DNA juega un
papel importante en la represion mediada por YY1 por la union al sitic 7480-
7848. En un estudio realizado en Corea, fueron identificados en muestras de Cli
que contenian formas episomales de VPH 16, tres mutaciones puntuales en los
sitios de unidn a YY1 en la RLC. Usando ensayos de transfeccion, las tres
mutantes mostraron de 2 a 4 veces mayor actividad transcripcional que |a del
tipo silvestre. En contraste, las RLCs de VPHs integrados ¢ cpisomales sin
mutaciones en los sitios de uniébn a YY1, mestraron niveles similares a la
actividad del promotor del prototipo, sugiriendo que las mutaciones en el sitio de
union a YY1 estan funcionalmente relacionadas al desarraollo del CC causado
por el VPH 16 episomal [49].

En ofro estudio, fueran observadas aclividades transcripcionales similares
en fodas las RLCs de todas las variantes E del VPH 16 examinadas [37].
Solamente una muestra AA mostrd incrementada la actividad transcripcional casi
1.7 veces mas, comparada con la clona de referencia (esta variante mostrd
cambios en el extremo 3' de la mitad de la RLC entre los nuclectidos 7660 y
7820). De estos datos se ha sugerido gue lzs variantes AA podrian tener un una

actividad oncogénica aumentada en comparacion con las variantes europeas.

Adicionalmente, aunque, las variantes AA tienen cambios nucieotidicos
en dcs de los tres elesmentos de respuesta a la progesterona/glucocorticoides
(GREs), estos cambios nc resultaron en un incremento en la actividad
transcripcional. Aun asl, se ha propuesto que la induccion por progesterona

podria revelar diferencias funcionales adicionales entre las variantes E y otras
del VPH 16 [37].



Variacion en la region tardia rio arriba del VPH 16.

Como se mencicnd anteriormente, |a transcripcion de genes temprancs
ha sido observada en células basales y en capas celulares suprabasales en
epitelios normales infectados con VPH, as! como también en las células de NICs
y en células cancerosas [50-51]. En contraste, los genes virales tardios L1 y L2
son expresados en Ia Ultima etapa de la produccion viral. El gen L1 codifica la
profeina de la capside mayor y el gen L2 codifica para la proteina de la capside
menor [52-54]. Las proteinas L1 y L2 juntas se ensamblan en una capa dc
proteina altamente estructurada que rodea al DNA genomicg viral de las nuevas
particulas virales completas que son secretadas fuera de las células y que
contribuirdn a la infeccion. Estas dos proteinas también sirven comao antigenos
del VPH 16 [55).

La transcripcion de los genes tardics estd fuertemente ascciada a los
queratinccitos diferenciados cercanos a |la superficie epitelial [50-53]. Sin
embargo, los transcritos de estos genes tardios también son detectados en
capas suprabasales, perc permanecen en el nucleo [51]. La expresion de estcs
genes tardfos puede ser vista en NIC y Cl, pero los niveles detectables de las
proteinas L1 y L2 se encuentran mas a menude en las capas celulares que
muestran una cierta diferenciacion. La produccion de las praoteinas L1 y L2 en
los casous positivos para VPH, se ha cbservado que se encuentra mas elevada
(hasta un 87%) en NICs de bzjo grado; en forma moderada (29%) en NICs de
alto grado, mientras que los niveles mas bajos (19%) son reportados en Gl [55],
Par lo tanto, cs probable que la expresion de los genes tardios del VPH 16 en
queratinocitos no complctamente difercnciados sea regulada por RNA viral, o
elementos del DNA y/o por los factores celulares.

Los estudics recientes han proporcionado evidencia directa de la
existencia de una region promotora localizada inmediatamente ric amba del
ORF del gen |2 del VPH 16 [58-57]: la region iardia rio amiba {referida como
LUR, por sus siglas en inglés late upsiream region). Esta regién tiene una
funcion en la regulacion de la expresién de genes tardios dependiente de



diferenciacién y se encuentra entre el ORF del gen ES y el ORF del gen L2,
comprendiendo 138 pb. Geisen y Kahn identificaron un elemento de 78 pb como
critico para la actividad del promotor [97]. En un estudio de la variabilidad
genomica en el LUR de 50 casas de NICs y Cls positives para el VPH 16, los
resultados demostraron que las variaciones en LUR son mas frecuentes que en

otras regiones del virus, asf como que la frecuencia de la vanacién del LUR es
mas alta en el Cl que en las muestras ccn NIC.

Variacion intratipica en los genes del VPH 16.

Las proteinas E2, E4, E5, EG, y E7 de los VPHs son importantes par sus
prcpiedades virales tales como: la replicacién y la transcripcion del DNA, |a
interaccién con el citoesqueleto, la inmoralizacion y la transformacién [58). La
vanacion en la secuencia de una o mas de estas proteinas puede llevar a la
alteracién de su funcien bioldgica y a afectar asi el resultado clinica de la
infeccion. La caracterizacion de la variacién en 1a secuencia nucleotidica dentro
de los fipos de VPHs representa un enfoque racional a la identificacién de las

variantes, |as cuales podrian alterar sus funciones biolégicas.

Diversos estudios han examinado a los genes E2, E4, ES, EE y E7 en

mucstras positivas de HPV 16 y han revelado una fucrte co-variacion intergénica
EN sU secuencia [59-61].

Yariantes en E6 del HPV 16.

En un estudio en mujeres inglesas con anormalidades citologicas
cervicales de menor importancia, se identificd una variante ascciada con
persistencia viral y progresion a NIC 2 y a NIC 3. Esta varante tenia una base
substituida en la regién codificante de E6 en el nuclebtido 350 (T350G), dando
por resultado un cambio aminoacidico de una leucina por una valina (L83V), y se

encontraba presente en multiples linajes virales, incluyendc a las variantes E y a



las AA [62]. Esta variante fue ascciada mas frecuentemente con Cl que ccn
NICs en una poblacién sueca [63]. Sin embarge, en un estudio realizado por los
mismos autores, en muestras VPH 16 positivas en mujeres italianas, el prototipo
E6 estuvo igualmente distribuido entre NICs y Cl, y |a variante L83V no segregd
con enfermedad de alto grado. En cambio, en esta ultima poblacion, la variante
L83V, cuando se encontraba sola, segregaba con NIC, pero no con Cl, mientras
que las multi-variantes de EG fueron asociadas a Cl [64]. La razén de que esta
variante fuese asociada con Cl y no con NICs en Suecia, fue debido no a las
diferencias funcionales de la proteina E6, si no al hecho de que esta proteina

viral en particular evade el recanocimiento inmune del hospedero [65],

En otro estudio con pacientes suecas se demostr6 que tanto [as muestras
con NICs, como con cancer invasor, contenian la misma vanante del VPH 16.
Sin embargo, no se encontrd asociacién alguna entre |a variante L83V y Cl [66].
De la misma forma, en un estudio de los Paises Bajos, nc se encontrd una
asociacion con L83V o cun ninguna otra variante del E6 y del E7 del VPH 16 en
seis lesiones progresanda y 34 en un estado no progresivo a enfermedad [67].
Por otra parte, una distribucidn igual de las variantes del £6 del VPH 16,
incluyendo la L83V, fue encontrada en pecientes alemanas con NICs y con Cl,
sugiriendo que 1a variacion de la secuencia de E6 nc es un factor de riesgo para
al desarrollo de la enfermedad en esta poblacion [68]. Una distribucién igual de

la variante de L83V también fue identificada cn cstudios en el Reino Unido [69-
71].

Las discrepancias en los resuliados obtenidos en estos estudios pueden
reflejar diferencias en el disefio del estudio o en el numero de los pacientes
examinados. Altemativamente, la oncogenicidad de la variante de L83V podria

variar gecgraficamente, posiblemente debido a las diferencias genéticas entre
las poblaciones.

Las diferencias en las actividades funcionales de variantes del gen EG del
VPH 16 ya han sido demostradas [34]. En particular, las diferencias se han
identificado en la capacidad de las variantes del E6 de cogperar con |a proteina

de referencia E7 para |a generacion de ceclonias de queratinocitos humanos



resistentes a la diferenciaciéon y a su blanco, la degradacion de la proteina p53.
Una de las vanantes examinadas, |a varante 512 (la cual ha sido clasificada
como AA), excedibd a la proteina de referencia E£8 elropea en su capacidad para
bloquear la diferenciacion de los queratinocitos en respuesta al suero y al calcio.
En contraste, la vanante z84 (dasificada como Af-2) demostrd una reducida
capacidad de cooperar con E7 en la formacion de colonias de resistencia a la
diferenciacion de los queratinocitos humanos, cuando éstas fueron comparacas
con la pratelna E6 europea. También se ha ohservada que la variante Af-2 habia
reducido su capacidad de dingir la degradacion de p53, comparandola con la
varanle AA y la variante £ de referencia. Por consiguiente, fue propuesto que
las actividades biclégicas de la proteina EE del VPH 16, asi como su capacidad
de inducir la degradacién de p53 in vitro, estan directamente correlacionadas
[34]. En otro estudio, fue divulgado que la variante E?7 N29S del VPH 16 tenia
dos veces mas la capacidad de cooperar con la vncoproteina ras en la

transformacion de los fibroblastos de embnén de rata [72).

Variantes génicas en E7 del VPH 16

Varios grupos investigando diferentes poblaciones han estudiado la
varacion en |la seccuencia del gen E7 del VPH 16, Todos estos grupos sugicren

que la secuencia prototipo del gen E7 decl VPH 16 esta altamente conservada

[72][64][68][73].

Sin embargo, en un estudio coreano que investigata las variantes del E7
del VPH 16 en tejidos normales, NIC 3 y CI, el protctico fue detectado en
solamente el 10% de carcinomas invasivos. La variante mas comun, N29S
(AG47G), estaba presente en el 70% de los carcinomas invasivos, indicando que
la variacién en E7 puede ser un factor de riesgo para la necplasia cervical en la
poblacién coreana estudiada [74].



Variantes del gen E2 del HPV 16

La proteina E2 del HPV juega un papel esencial en la regulacion de la
transcripcin y replicacidn viral. Esta contiene un dominio N-terminal de
activacion transcripcional conservado y una region C-terminal responsable para
la dimerizacion y un sitio especifico de unidn al DNA [735]. Esta proteina tiene
una doble funcidn, pues dependiendo de su configuracidn, puede activar o
reprimir la transcripcion del promolor P97 [76]. La integracion de! DNA viral en el
genoma celular lleva a la pérdida de la funcion de E2, lo cual juega un

importante papel en la progresion carcinogenica [77].

La varacion en |la secuencia en la region E2 del VPH 16 ha sido también
analizada [37] y se han encontrado diferencias menores en el potencial de
transactivacion en las variantes de E2. Ademas, la transcripcién del promotor
P97 se vio incrementada en al menos 1.5 veces para cada vanante E2 del VPH
16, en comparacién con la clena de referencia. Sin embargo, la actividad

transcripcional de las variantes en £2 identificadas, difieren levemente.

En un estudio conducido en una poblacién mexicana, las variantes AA del
VPH 16 fueron detectadas con frecuencia en CC y estos aislados tenian
extensos cambios nucleotidicos en el gen E2 [59]. Mientras que en un cstudio
reciente con muestras NIC 1 y NIC 3 de una poblacion inglesa, la vanante
C3B84A (T310K) del VPH 16 segregd con muestras NICs 3. En este mismo
estudio, ni la vanante de T310K, ni cualguier otra variante de E2 del VPH 16
mostrd una segregacion con la variante L83V del E6 del VPH 16 [71]. En otro
estudio se examiné la variacion de la secuencia [2 en lesiones NIC 3 y C,
descartandose cualquier correlacion entre las variantes de E2, incluyendg
T310K, y la presencia de la invasion [78]. Por lo tanto, esta variante puede ser
importante en |z progresidn de NIC 1 para NIC 3, pero factores adicionales
parecen ser regueridus para la progresion de NIC 3 al carcinoma cervical

invasor.



Variantes del E2 en los HPVs 16 y 18,

En otro estudio, una varnante E2 del VPH 18 ccn potencial cncogénico
disminuido fue descrita en lesianes cervicales [79]. En otro estudia, en el cual se
analizaron 34 lesiones VPH 16 y 29 positivas para VPH 18 con un amplio
espectro histoldégico de neoplasias cervicales, no se encontrd comrelacion alguna,
ya sea entre |as variantes del VPH 16 o las varantes del VPH 18, y el grado de
lesién. Sin embargo, para VPH 16, las vanantes de E2 co-segregaron con
frecuencia con la varante L83V del VPH 16, la cual ha sido asociada can
persistencia viral. Esta co-segregacién fue propuesta como un factor de riesgo

adicional para el desarrollo del CC [80].

Variantes en la region RLC del VPH 18

Investigando la vanabilidad genética del VPH 18, un estudio detectd 19
mutaciones en la RLC, ocho de [as cuales estaban presentes en |os sitios de
unién a los factores de transcripcion [81]. En un estudio posterior, se determind
el significado funcional de dos de las mutaciones encontradas, correspondientes
a2 los nucledtidos 40 y 41 (G40T y G41A) en el sitio Sp1 proximal al promotor de
E6/E7 del VPH 18 [82]. La proteina Sp1 se une con alta afinidad al sitio de unién
Sp1 mutante mas que al del prototipo, y tamhién se observd que 'a actividad del
promotor fue incrementada de 2 a 3 veces mas bajo el control de la RLC
llevando la mutacién G40T y de 4 a § veces mas llevando la mutante G41A. En
general, se ha sugerido que mutaciones puntuales en el sitio de unitén a Sp1 dan
lugar a una afinidad mas alta de |a proteina para unirse al DNA y a una actividad

mas fuerte del promotor de EB/E7.
Variacién en la secuencia en los VPH de bajo riesga

La variacion intratipica del VPH en tipos mencs prevalenies fue analizada
en una coleccion mundial de especimenes y aporté infcrmaciéon acerca dc la
relacién evolutiva inter-tipo [83].



Los VPHs 6 y 11 raramente se encuentran en tumores invasivos. Heinzel
y cols. examinaron la diversidad genémica de los VPHs 6 y 11 a partir de
muestras de diversas paries del mundo y ccmpararon las funciones del
potenciador de las cinco variantes mas divergéntes. La prueba funcional de un
segmento dentro del extremo 5' de la RLC y del potenciador especlfico del
epitelio, indicd diferencias transcripcionales entre los VPHs referidos como 6a,
6b, y dos variantes del VPH 11, asi como con la secuencia de referencia del
VPH 11 [84-85]. Sin embargo, en otro estudio, |a variacién en |a secuencia en la
RLC de muestras positivas para VPH 6, no se eéncontraron actividades
significativamente difercntes entre los prometores responsables de |a expresion
de las proteinas E6 y E7 [84]. En un estudio posterior, las proteinas E2 de los
VPHs 6a y bb tuvieron actividades transcnpcionales idénticas y fueron
indistinguibles en su capacidad para estimular la trascripcion de un reportero
bajo el control de un promotor dependiente de EZ2, en queratinocitos humanos
primanos. De la misma manera, las proteinas E2 de ambas vanantes tenian la

misma capacidad de reprimir |1a transcripcian in vivo [86].

Canclusién

Se han identificado muchas vanaciones intratipicas en 1a secuencia del
VPH, con caracteristicas biolégicas y bioquimicas alteradas y se ha sugerido
que eslas alteraciones afectan la patogenicidad de estas variantes. Sin
embargo, los resultados de diversos estudios con respecto a variantes del VPH
son contradictonos. La oncogenicidad de las variantes parece estar influenciada

geograficamente y por el arigen étnico de la pablacion estudiada.

Los estudios aqui revisados proporcionan evidencia que hace pensar gue
la variacion intratipica en la secuencia del VPH puede representar un factor de
riesgo impertante para el desarrollo de NICs y de CC. Sin embargo se necesitan
estudios adicionales sobre las variaciones intratipicas de otrcs tipos de VPHs y
de su papel en la etiologfa y alteraciones patolégicas cervicales, para acabar de

sustentar esta interesante hipdtesis.
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