UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS

ESTUDIO DE BIOMARCADORES GENOMICOS PARA
PREDICCION DE CANCER CERVICOUTERINO

Presenta:

MARIEL ARACELI OYERVIDES MUNOZ

Como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTORADO EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN
BIOLOGIA MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA

2020



El presente trabajo se realiz— en el laboratorio de Gen—micg Bioinformztica del

Departamento de Biogu'mica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina

de la Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n. En colaboraci—enn el Laboratorio

Nacional Biobanco del Departamento de Biogu'mica y Medicina Molecular de la

Facultad de Medicina de la Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n, el
Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia del Hospital Universitario ODr. JosZ
Eleuterio GonzilezO de la Universidad Aut—noma de Nuevo d—n y del
Departamento de Anatom’a Patol—gica del Hospital Universiario ODr. JosZ
Eleuterio GonzilezO de la Universidad Aut—noma de Nuevo Lex—Bajo la

direcci—n de la Dra. C. Mar’a de Lourdes Garza Rodr'guez, la cedirecci—n del
Dr. C. Antonio Al' PZrez Maya y como miembros de la comisi—n de tesis la Dra.
C. Celia Nohem’ Sinchez Dom’nguez, el Dr. C. V'ctor Manuel Trevi—0 Alvarado

y el Dr. C. Hugo Alberto Barrera Salda—a.



Agradecimientos.

A Dios, por permitirme llegar hasta aqu’. A CONACyT, por la oportunidad
profesional para desenvolverme como cient’fica. A las autoridades y personal del
Departamento de Bioqu'mica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina.
AC—mo comenzar a agradecer a tantas personas involucradas en estegran
proyecto personal y profesional? No puedo expresar tanta gratitud en tan poco
espacio, as’ que ah’ van, algunas hojas para agradecer tantos largos a—o0s en
esta aventura llamada doctorado.

Primero quiero agradecer de coraz—n a mi mentora, mi asesora de ¢sis, la Dra.
Lourdes Garza, quien siempre fue mi gu'a en esta etapa, con Sus consejos
profesionales y personales, todo su apoyo, su confianza, que sin duda me deja
las mejores ense—anzas profesionales y de vida. La admiro much’simo por lo
fuerte que ha sido, y que siempre logra salir adelante. Gracias por todo
infinitamente, siempre recordarZ hasta donde he llegado gracias a usted.

A mi co-director de tesis, el Dr. Antonio Al' PZrez Maya, quien fue mi tutor y
c—mplice en muchas ocasiones, todo su apoyo es inigualable. Estoy muy
agradecida por todos los consejos y todo el apoyo que recib’.

A la Dra. Celia, gracias por todos los consejos de vida, consejos acadZmicos y
profesionales. Al Dr. Hugo A. Barrera, por su apoyo Yy lecciones brindadas en
esta segunda etapa. Al Dr. V'ctor Trevi—o, y al Dr. Ricardo Cerda por su tiempo
extra apoyando este proyecto.

Al Dr. Mauro Antonio y al Dr. Lesmez ValdZs, por creer en el potencial de este

proyecto y su invaluable colaboraci—n en la realizaci—n de ntesis.



A la Dra. Ana’s Berlanga, que sin su ayuda, consejos, colaboraci—, consultas,
no hubiera podido terminar de incluir pacientes en este proyecto. Gracias por el
tiempo extra de tu residencia para lograr nuestros objetivos. Gracias por tu
amistad y apoyo incondicional.

A mis amigos desde la maestra, Liz, Geo, Paola, Moni, por siempre estar al
pendiente, as’ como a mis compa—eros de posgrado, que entre hacer ciencia y
asistir a seminarios, tuvimos muchas gratas experiencias.

A mis mejores amigos Kame Galfn y Alejandro Robles. AC—mo msmar en
palabras lo feliz que soy de tenerlos en mi vida? S’, los amo. Gracias Alex por
tantas aventuras (la mayor’a relacionadas con comida, series, pel’culas, pltticas
y planes de viajes). Gracias Kame por siempre estar ah’, por tanta ayuda que
me has dado, por tu apoyo en este proyecto, por explicarme siempre mis dudas
y no perder la paciencia (a veces, jaja). Gracias amigos por siempre
escucharme, apoyarme, ser mis pa—uelos de lfgrimas, de salidas a comer, ser
mis parejas de bodas, de fiestas, de aventuras, soy muy feliz de ser parte de
este OTr'o de tresO. Lo mejor de haber llegado a Monterreyué definitivamente
haberlos conocido.

A Daniela, a quien debo agradecer que siempre estuvo al pendiente de que no
me faltara nada, desde material de laboratorio (aunque ten’a que rogarle por
reactivos y al’cuotas, jaja), consejos, ayuda, y hasta estudiantes de servicio.
Gracias por siempre motivarme y apoyarme cuando mis lo necesitZ.

A Frecia, por todos los consejos, ayuda y manejo del laboratorio. Por conspirar

conmigo, por escucharme y aconsejarme siempre.



A mis compa—eros del Lab, que se convirtieron en grandes amigos: c¢ngel
Qui-ones, Fernanda Serna, Antonio Ovalle, JosZ Luis, Irma, Rolando Delgado,
Jorge Roacho, etc. Gracias por aguantar mis ocurrencias. A todos mis hijos del
CaCU, mis estudiantes de servicio y voluntarios, gracias por aligerar tanta carga
de trabajo, Adrifn Torres, Adritn Pouda, Sonia, las Marianas, Arantza, Fer,
Cecy, Rodolfo, Deyanira, Sindy, etc.

Al personal del Departamento que se volvi— una segunda fanilia: Paulina,
Veronica Alvarado, Lulee Mendoza, Normita, Lupita Mart’'nez, Vcky, Sol, Juany.
A mis roomies que siempre aguantaron mis desvelos, mis estrZs, mis salidas, las
Ifgrimas, y sobre todo las risas: Zulema, Mony, Alberto.
A mis hermosas amigas Larissa Hernindez, Yolanda Martnez y Bianca
Hernindez, gracias infinitas por las salidas, las pltticas, las visitas, las idas al
crossfit, al spinning, a comer, las quiero bastante amigas.

A mis amigos de los Serenos, por esas primeras salidas los jueves a pueblo
serena, que marcaron el inicio de una excelente amistad, las fiestas, las
reuniones, pero sobre todo, la rambla. Los quiero mucho: Genaro, Olivia, Mel,
Mickey, FZlix, Noe, Tello, Brenda, Thania, Marisol, Uriel, Carranco, etc.

A mis amigos de danza, que siempre recib’ su apoyo y porras a la distancia:
Helene, Eric, Anny, Andrea, Pedro, Aurora, Verito, Carlos G, Emily, Ricky, etc.

A mis amigos de saltillo, que siempre me acompa-—aron los fines de semana de
desestrZs: Muza, Memo, Stephany, Marce, Daniel Charles, Misael, Carri, Rosy!

As’ como a los Frens 2020, que siempre estin pero no estin: Alexa, Aaron,



Jorge, Arturo, Tito, Joel, Pepe, Mariel, Lily, Princess, Siomi, Vec, Vane, Alex,
Xac, Michu, las cuatas, AndrZ! siempre seremos Team AndrZ.

A mis amigos del trabajo, que aguantaron mi estrZs en la prepa, y que ademzs
se forj— nuestra amistad: Ahilen, Susan, Rosario, Oliver, XocHi, Jazm’n, JosZ
Luis, RubZn, Frayre, etc.

A Luis (Bolsas) por siempre estar para m’, por apoyarme, escucharme,
aconsejarme, ser mi pa—uelo de lfgrimas, te quiero mucho.

A mi casi hermano Antonio Duarte, no puedo agradecerte lo suficiente atiy a tu
familia, gracias por siempre estar, los amo.

A Alexandra de la Cruz, bebZ, has sido el mejor apoyo que he tenido, ya quiero
mis viajes, salidas, y aventuras (en uber ya no jaja) para contar a nuestros
nietos. Gracias por tanto.

A mis mejores amigas, Alex Medrano y Karina Gonzflez. Gracias Alex, por estar
siempre a pesar de la distancia, gracias a tu familia por todo su apoyo y amor,
por seguir siendo parte de mi vida. Karina, dodita, gracias por siempre estar al
pendiente de m’, por estar en mis mejores y peores momentos. Las amo a las
dos, no sZ quZ ser'a de mi vida sin ustedes.

Por supuesto, a mi pilar de vida, a mi familia, a los que siempre esttn mis cerca,
y que siempre estin al pendiente de m’: t'a Juanis, t'a Lolis, madrina Ma. Esther,
padrinos Mario y Poncho, Marlen, Aquiles, Efra’'n, Marina, Lizeth, Gerardo, Sof'a,
Baloy, y todos mis bebZs sobrinos. Especialmente a mi hermano Ernesto, y a
Perla, gracias por los bebZs hermosos que me dieron, son mi motor de vida,

Netito, Nina y Luis Antonio, los amo.

! #"



Y sobre todo, principalmente a mis padres, que soy lo que soy gracias a ellos, mi
papi Ernesto, mi motor de vida e inspiraci—n, mi mami Rosy,gue ya no estf con
nosotros f'sicamente, pero que su recuerdo me mantiene y me motiva a seguir
siempre adelante, te extra—o tanto. Los amo a ambos.

No puedo terminar mis agradecimientos sin recordar a quien tambiZn se me fue
del camino, que me acompa— por 17 a—o0s, Migaja, mi bel.

Y bueno, tengo que agradecer a la pandemia, al coronavirus, a los planes de la
pandemia por las oportunidades que se abrieron en este tiempo. Gracias por
atrasar la titulaci—n, mi examen de grado, pero gracias porge cuando llegaste
aceptaron mi art’culo original, porque me permitiste pasar mfs tiempo con mi
familia, porque me diste un nuevo trabajo, y me record— pr quZ quise estudiar
biolog’a molecular, estar al frente de la batalla de esta pandemia, ayudar a otros,
la motivaci—n y la vocaci—n de ser bi—logo molecular, mi etp desde
secundaria. Gracias Dios por todas estas oportunidades, por acomodar mi
camino, ha sido muy duro, pero espero enorgullecer a todos los mencionados

agu’, gracias infinitas a todos por su apoyo y motivaci—n.

! #



A mi mami Rosy!
te fuiste de mi vida sin esperarlo,

pero seguirts siempre en mi coraz—n.

| $



éNDICE.

CAPETULOI. INTRODUCCIIN

1.1. Epidemiolog’a del CaCl ...t 1
1.2. Etiolog'a del CaCU .....coooiiiiiiie e 2
1.3. Caracter’'sticas moleculares del VPH ... 6
1.4. PatogZnesis Al VPH .......c.ccvoviiieeeeeeece ettt 8
1.5. Factores de riesgo para CaCl .......ooooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 11
1.5.1. Biomarcadores VIraleS  ......coooiiiiiiiiiiiiiiie e 11
1.5.2. Factores ex—genos que contribuyen al desarroll o del CaCU ............. 15
1.6. PrevencCi—n del CaCU ... 17
1.6.1. Detecci—n de lesiones por €l VPH ... 17
1.6.2. DeteCCi—N deI VPH ... 23
1.6.3. Vacunas para €l VPH ... 24
I S I = = 10 1= 01 (o U 26
1.7. Cambios genZticos en la progresi—n a CaCl .........ccccoeevvevveeereeenennen, 26
1.8. Filogenia del VPH - Subtipos y variantes del genoma  viral ................... 27

CAPETULO II. JUSTIFICACIIN
PN 10 ) 11 0= (o] e o KRR 29

T o 1 0 (TS LU URPPPPPPTPPTRRRR 30

4.1. ODJEtIVO GENEIAIL ..o 31

4.2. ODjJetivos €SPECTICOS  ..uuuriiiiiiiieii e 31

CAPETULO V. MATERIAL Y MfTODOS

5.1 Lugar de realizaci—n del estudio e instituciones pa rticipantes .............. 32
A |V = 1= - | RO URPPPPPPTPPRUPRRR 33
5.2.1. Origen de 10S rEACHIVOS  .....uuuuiiiiiiiiee et e e 33
5.2.2. Material Biol—gICO ......coouuuiiiiiiiiiiie e 34



A T =T |11 o T PSR RPPPPPPTTPPTURTR 34

TR T 74 (o o [o 1= PSRRI 36
5.3.1. Estrategia GeNeral ...........uuuuiiiiiiiiei i 36
5.3.2. SelecCi—nN de MUESLIAS ........uuiiiiiiiiiee e 37
5.3.2.1. CriterioS de SEIECCI—N .....uuuuiiiiiiiie e 38
5.3.2.2. CriterioS de eXCIUSI—N  ....uuuiiiiiiiiie e 38
5.3.2.3. Criterios de elimiNacCi—N .......cccoooiiiiiiiiiiiiiiii e 39
5.3.3. EXtracCi—n d@ ADN ....coooiiiiiiiiiiiie ettt e e 39
5.3.4. Control de calidad de muestras previo a detecci —n del VPH............. 41
5.3.4.1. Al'cuotas de muestras de cZlulas Cervicales  .......ccccoeevvevverieerennns 41
5.3.4.2. Control de calidad del ADN y de los productos de PCR  .................. 41
5.3.5. Detecci—n de VPH por medio de PCR de punto final ...........cccevviinnnns 42
5.3.6. Genotipificaci—n y determinaci—n de carga viral del VPH por gPCR. 44
5.3.6.1. Preparaci—n de reacciones de qPCR .......ooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiis 44
5.3.6.2. Muestras control para carga viral del VPH (cali  bradores) ............... 46
5.3.6.3. Antlisis de datos de gPCR ... 46
5.3.7. Genotipificaci—n y filogenia por secuenciaci—n Sanger.  ............c....... 49

5.3.8. Determinaci—n de sitios de integraci—n viral en el genoma celular ... 52

5.3.9. Detecci—n de variantes en las secuencias viral es por secuenciaci—n
de nueva generaci—N (NGS) .....ouuuuiiiiiiiiie e e e eeeeeeeeaaaes 54

5.3.10. ANTHSIS @SIAU'SHICO . oonieiiei e 54

CAPETULO VI. RESULTADOS

6.1. DeSCrPCI—N A€ MUESIIAS ...cceveiiiiiiiiiiiiiie e e ettt e e e e e e e e eeees 56
6.2. Genotipificaci—n del VPH ..o 56
6.3. Carga viral del VPH ... 62
6.4. Seguimiento a pacientes VPH poSIitivas.  ........oooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 66
6.5. Filogenia y Variantes del VPH ..., 67
6.6. Antlisis de integraci—n del VPH por medio de NGS ..., 72

CAPETULO VII. DISCUSIIN
T B (o U LT e o TP 75



CAPETULO VIIl. CONCLUSIONES

8. CONCIUSIONES et

9. Referencias



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de infecci—n del VPH............o 4
Figura 2. Organizaci—n del genoma viral y funciones gZnicas..............c.cc.cveuv.... 7
Figura 3. Integraci—n del VPH en el genoma huZsped...........cccceeveveveeevennnne, 11

Figura 4. Descripci—n grifica de las alteraciones producidas pota integraci—n

(0= IV e U PRPPRRPNS 15
Figura 5. Distribuci—n de muestras para qPCR.........cccoo i 45
Figura 6. Frecuencia de los VPH detectados ............ccevvviiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiee 61
Figura 7. Carga viral promedio del VPH 16 entre los grupos analizados ........... 64
Figura 8. Promedio de cargas virales de 10S VPH-AR ...........ccccciiiiiiiiiiiiiiinnnnee, 65

Figura 9. Media de las cargas virales de cada uno de los VPH presentes en la

poblaci—n analizada..............oooiiiiiiiiii 66
Figura 10. Frecuencia de VPH detectados en la segunda consulta................... 67
Figura 11. ¢rbol filogenZtico de las secuencias aisladas de los VPH ................ 69
Figura 12. Subtipos encontrados del VPH 18........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 70
Figura 13. Subtipos del VPH 52 encontradosS.........ccccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 71
Figura 14. Subtipos del VPH 16 encontrados en nuestra poblaci— .................. 72
Figura 15. Ncemero de rupturas en l0s genes virales............coovvvivvivvvnininnnneenn. 74
|



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Clasificaci—n general de los tipos de VPH por su riesg oncogZnico y su
asociaci—n con enfermedades segoen [a IARC.............uviiiiiiiii e 3
Tabla 2. Condiciones de la reacci—n de PCR para amplificara regi—n L1 del VPH
empleando los iniciadores consenso PGMY 09/11 y §-globina...........ccccc..e..... 43
Tabla 3. Programa para amplificar la regi—n L1 del VPH...............oiiiii s 43
Tabla 4. Condiciones de temperatura y ciclos para la realizaci—n de la gPCR. 46
Tabla 5. Matriz de comparaci—n de los canales para detectar Is fluor—foros y

los tipos de VPH y controles internos (Cl). ..ccoovveeiiiiiiiiiee e a7
Tabla 6. Interpretaci—n de los resultados obtenidos con el stuche Amplisens™

HPV HCR GENOLYPE TItIE ...t 48
Tabla 7. Caracter’sticas de la poblaci—n..............oouuviiiiiiiiii s 58
Tabla 8. Caracter’sticas gineco-obstZtricas de la poblaci—n anakada............... 58

Tabla 9. Prevalencia de VPH y su asociaci—n con infecciones magftles en
pacientes agrupadas por Papanicoloau en la primera consulta ......................... 59
Tabla 10. Resultado del Papanicolaou en pacientes con infecciones mceltiples

POI VP H et r e eea 60
Tabla 11. Tipos de VPH asociados a infecci—n mceltiple de VPH..................... 60
Tabla 12. Tipos de VPH-AR mis frecuentemente encontrados en infecciones

meeltiples en la primera CONSUIAL............ueeiiiiiii e 61
Tabla 13. Tipos de VPH asociados a carga viral alta ................cocooeviiieiiiiiiiinnnns 63

Tabla 14. Ncemero de integraciones por grado de lesi—n y por tipo de VPH.... 73
Tabla 15. Ncemero de integraciones por tipo de VPH y genes wales. ............... 74
Tabla 16. Sitios de integraci—n en el genoma humano poregi—n gZnica......... 75



RESUMEN
M.C. Mariel Araceli Oyervides Mu—oz Fecha de graduaci—n: Junio2020
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Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con Orientaci—n en Biolog’a
Molecular e Ingenier'a GenZtica.

T'tulo del Estudio: OESTUDIO DE BIOMARCADORES GENIMICOS PARA
PREDICCIIN DE C¢NCER CERVICOUTERINOO.

Ncemero de ptginas: 100

Introducci—n. Las infecciones persistentes del virus del papiloma humano

(VPH) de alto riesgo juegan un papel muy importante en el desarrollo del ctncer

cervicouterino (CaCU). Informaci—n adicional sobre estas infecciones por VPH,
como el tipo y subtipo de VPH, la carga viral, infecciones mad#tiples, la integraci—n
del genoma viral en el genoma humano, podr'an ser cetiles para el diagn—stico,
predicci—n, y evaluaci—n de las posibles consecuencias de la facci—n y de la
prevenci—n por vacunaci—rObijetivo. ldentificar biomarcadores gen—micos de la
evoluci—n de lesiones epiteliales hacia CaCU. Materiales y MZtodos. Se

recolectaron 294 muestras de cZlulas cervicales con alteraciones ginecol—gicas.
Se identific— el tipo de VPH por qPCR. Se recolectaron 80 muestas de

pacientes VPH positivas en una consulta de seguimiento y fueron evaluadas. Se

determinaron los subtipos de VPH por PCR y secuenciaci—n Sanger. kh

integraci—n del genoma viral se analiz— por secuenciaci—n deeva generaci—n
en la plataforma lllumina. Resultados. Los tipos de VPH mis prevalentes fueron

16, 18 y 39. Ciento cinco pacientes (59%) presentaron infecci—-A mceltiple de
VPH. En las muestras de seguimiento el 38% de las pacientes no hab’a

eliminado la infecci—n y fueron consideradas cono infecciones persistentes.

Encontramos asociaci—n entre las infecciones mceltipley la carga viral alta con

la persistencia de la infecci—n. Logramos identificar integraci—n del genomde

VPHs de alto y bajo riesgo en lesiones tempranas. Conclusiones. La

persistencia de la infecci—n por VPH estf asociada a las infeccioes mceltiples, a
la carga viral alta y a la integraci—n del genoma viral @sde lesiones tempranas.

Nuestros hallazgos contribuyen a la comprensi—n de la persistena de la

infecci—n por el VPH y podra contribuir a mejorar los programas detamizaje y

los riesgos individuales de infecciones por VPH.
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T’tulo: Estudio de biomarcadores gen—micos para predic ~ ci—n de cfncer

cervicouterino.

l. Introducci—n

El ctncer cervicouterino (CaCU) es una alteraci—n celular que se maifiesta a
travZs de lesiones de lenta y progresiva evoluci—nel cual se ha asociado a la
infecci—n del Virus del Papiloma Humano (VPH) en el 99% de Ig casos [1]. Esta
infecci—n es necesaria, mas no suficiente para el desarrollo deeste tipo de
neoplasia [2]. Existen otros factores inmunol—gicos propios de las pacientes ge
participan en la eliminaci—n o progresi—n de la infecci—reldvVPH, ademis de
factores virales como la carga viral, el tipo de VPH, la integraci—n del genoma

viral en el genoma huZsped, entre otros [3-5].

1.1. Epidemiolog’a del CaCU

El CaCU es el cuarto tipo de cincer con mfs muertes de mujeres a nivel
mundial y el segundo mfs comecen en el grupo etario de 15 a 44 a-es. Cada a—o0
se reportan mfs de 500,000 casos a nivel mundial y la mortalidad es de mits de
200,000 casos al a—o [6]. En MZxico la incidencia es de 23.3 casos por cada
100,000 mujeres (en el 2012) y tiene el primer lugar de incidencia de ctncer en

mujeres de 15 a 44 a—os de edad [7].



1.2. Etiolog’a del CaCU

Pricticamente todos los casos de CaCU se han asociado a la infecci—n por VPH,
la cual es la mfs comecen del tracto reproductivo. EI VPH es el casante de

aproximadamente el 5% de todos los cinceres a nivel mundial [8]. Se han

identificado mts de 200 tipos de VPH [9] y mits de 40 de Zstos se transmiten por

contacto sexual.

Los VPH identificados a la fecha se clasifican en 4 gZneros: Alpha-, Nu-/Mu-,

Beta- y Gamma- papillomavirus, dependiendo de la estructura del genoma viral y

el tropismo a tejidos epiteliales humanos [10]. El gZnero Alpha incluye los VPH

gue se han asociado a cincer, mientras que el resto son asintom#ticos, o en el

caso de algunos estados de inmunosupresi—n, pueden causar papilomatosis
cuttnea o predisponer a ctncer de piel [11].

Los VPH han sido clasificados por la Agencia Internacional para la Investigaci—n
en Cincer (IARC: International Agency for Research in Cancer) de acuerdo a su

riesgo oncogZnico (Tabla 1). Existen mis de 15 subtipos de VPH que se

consideran de alto riesgo (VPH-AR) [12], los cuales causan la mayor’a de los

casos de CaCuU.



Tabla 1. Clasificaci—n general de los tipos de VPH por su riesgo
oncogZnico y su asociaci—n con enfermedades segoen la  IARC [13].

Riesgo Tipos de VPH Enfermedad asociada
oncogZnico

OncogZnico s VPH 16, 18, 31, 33, 35, Lesiones precursorasy ctncer

y/o de alto 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 cervical, anal, vaginal, vulvar,
riesgo penil, y orofar'ngeo
Bajo riesgo VPH 6, 11 Verrugas genitales,

papillomatosis recurrente
respiratoria

Probable VPH 68 Citncer cervical

riesgo

Posible VPH5, 8 Carcinoma de cZlulas

carcinogZnico escamosas de la piel en
pacientes con epidermodisplasia
verruciforme

Posible VPH 26, 30, 34, 53, 66, Incierto

carcinogZnico 67, 69, 70, 73, 82, 85, y

97

Entre los VPH con mayor riesgo oncogZnico, los VPH 16 y 18 se han asociado
aproximadamente al 70% de los casos de CaCU [14]. De los diferentes grados
de lesiones, el VPH mits prevalente es el 16, mientras que el VPH 18 var'a entre
citolog’as normales y cincer invasivo, ya que para este celtino se ha reportado
gue la prevalencia puede llegar a ser hasta 15%. El VPH 45 se encuentra como
el tercero mis frecuente en CaCU invasivo [15], mientras que los VPH de bajo
riesgo (VPH-BR), como el 6 y 11, se han asociado a condilomas genitales y/o
farngeos.

La prevalencia de los VPH 16 y 18 en distintos grados de lesiones
precancerosas vara a nivel mundial. En AmZrica Central, la prevalencia de

Zstos en citolog’as normales es del 4.7%, en lesiones de bajo grado es del 15%,



en lesiones de alto grado es del 40.8% y en CaCU se han encontrado en cerca
del 63.1% [6].

En MZxico existen variaciones en la prevalencia de los tipos virales segcenla
regi—n, en el centro y sur los VPH 16 y 18 son los mis prevalengs [16] en
pacientes con CC, mientras que en la regi—n oeste, los VPH midrecuentes son
16y 58 [17].

La infecci—n por el VPH progresa a CaCU en una serie de cuatropasos: 1)
transmisi—n, 2) infecci—n aguda o transitoria, 3) infecci—n petEnte (que
conlleva a cambios precancerosos en las cZlulas) y por celtimo, 4) cincer

invasivo (Figura 1) [18].
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Figura 1. Mecanismo de infecci—n del VPH. Imagen comparativa de los
diferentes grados de lesi—n hasta llegar a cincer invasivo, dade se observa la
replicaci—n de las part’culas virales en la zona media del eftelio escamoso [18].



El VPH puede transmitirse a travZs del contacto directo de piel a piel, piel a

mucosa y mucosa a mucosa, de personas infectadas con el VPH. La transmisi—n
se correlaciona con las pricticas sexuales, tanto vaginales como anales y

bucales [19]. Con menor frecuencia, la transmisi—n puede darse de madre a fjo

durante el parto natural [20], e incluso por medio de la leche materna [21, 22].

La mayor’a de las infecciones por el VPH (! 70-80%) son transitorias, [23, 24], es

decir, que desaparecen dentro de un a—0 o dos sin necesidad de tratamiento

[25]. Del 20 al 30% son infecciones persistentes, mientras que del 1 al 2% de

Zstas progresan a CaCU [26].

La persistencia de la infecci—n se determina cuando una pacieng resulta positiva

en las pruebas de detecci—n de VPH en dos o mis ocasiones. Sin enbargo, esto

var'a dependiendo del intervalo de tiempo entre las pruebas.

Resulta dif'cil distinguir entre las infecciones persistentes y transitorias debido a

la naturaleza del mecanismo de infecci—n del virus, ya quees muy complejo

deducir el tiempo de infecci—n de la paciente antes de latoma de muestra. En

algunos estudios se considera una infecci—n persistente a aquella que es

padecida por lo menos durante 6 meses. Sin embargo, entre mts cortos sean

los intervalos de tiempo de las pruebas, es mis probable que la infecci—n sea
diagnosticada como persistente [27, 28], aunque hace falta determinar si las

infecciones persistentes se caracterizan por la continua detecci—n @l VPH, o por

el estadio latente durante el cual el virus permanece indetectable. Sin embargo,

una mujer no puede ser diagnosticada con una infecci—n persistnte s—Ilo por

resultados positivos para VPH en dos ocasiones en tiempos diferentes, ni



clasificarse como de alto riesgo para desarrollar CaCU. Las pacientes VPH

positivas para un tipo de VPH espec’fico, no necesariamente pueden

considerarse libres de la infecci—n cuando sus resultados sean negativos para el
mismo tipo viral, ya que podr’a existir un estado latente de la infecci—ngn la cual

el virus permanece indetectable y reaparece posteriormente [18]. La persistencia

de las lesiones por VPH se encuentra entre los factores de riesgo mis

importantes para la progresi—n CaCU y quizts Zsta seda mis importante para

la progresi—n a lesiones. Los estudios de seguimiento permgn una evaluaci—n
mis precisa de la resistencia viral, as’ como de la progresi—n delas lesiones por

VPH a CaCU [29].

El riesgo de infecci—n por VPH es del 75% en individuos sexuahente activos,

aunque el riesgo de infecci—n por VPH y la prevalencia var'a segen laedad vy el

gZnero. La infecci—n genital del VPH es mis comoen en edadegempranas (<25

a—0s), los adolescentes y adultos |—venedienen el mayor riesgo de infecci—n por

este virus [25, 30].

1.3. Caracter’'sticas moleculares del VPH

El VPH es un virus peque—o de ADN circular de doble cadena, no envuelto, que
infecta la mucosa o el epitelio cuttneo. El VPH tiene un genoma de ocho mil
pares de bases que codifica para ocho genes, los cuales, de acuerdo a su
expresi—n, se dividen en tempranos (E) y tard’os (L). EL genoma @&l VPH se
divide en tres regiones principales: la regi—ntemprana (E), codifica los genes

gue se expresan en etapas tempranas de la infecci—n E1, E2, E4, E5, E6 y E7),



estos genes son necesarios para el ciclo viral y tienen un rol importante durante
la transformaci—n celular. La regi—n tard’a (L), contiene losanes L1 y L2, los
cuales codifican para las prote’nas de la ctpside del virus. Finalmente, la regi—n
LCR (Long Control Region), es una regi—n no codificante r'oarriba que contiene
el origen de replicaci—n y los sitios de uni—n para los factores dé&anscripci—n

[11, 31] (Figura 2).
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Figura 2. Organizaci—n del genoma viral y funciones gZnicas.  El genoma del
VPH 16 tiene 7,904 pb (c’rculo color negro), tiene las regiones promotoras P97
(temprano) y p670 (tard’'o) marcados con flechas negras. Los 6 marcos de
lectura abiertos (ORFs) tempranos (E1, E2, y E5 en color verde), E6 y E7 (color
rojo), se expresan desde p97 o p670 en diferentes etapas durante la



diferenciaci—n celular epitelial. Los ORFs L1 y L2 (color amarlb) se expresan
desde p670. Los sitios de poliadenilaci—n temprana (PAE) y tarth (PAL) estfn
indicados en el c’rculo color negro. La regi—n LCR (7156-7184)estt agrandada
para indicar los sitios de uni—n de E2 y la caja TATA del pronotor p97, as’ como
los sitios de uni—n E1 y SP1. Las flechas azules indican las fugiones de los
productos de los genes virales [11].

Las prote’nas E1 y E2 se expresan de manera temprana y son requeridas para
la replicaci—n del ADN viral y la regulaci—n de la transcripcirtemprana. La
prote'na E4 se expresa en los queratocitos completamente diferenciados
durante todo el ciclo, mientras que la prote’na E5 participa en el ensamblaje viral
y la estimulaci—n del crecimiento celular Las prote’'nas tard'as L1 y L2
conforman la ctpside menor y mayor [11]. Las prote’nas virales E5, E6 y E7 son
oncogZnicas y su expresi—n induce la transformaci—n y la innmalizaci—n celular.
Particularmente E6 y E7 son las prote’nas oncogZnicas que inhiben la funci—n de
los genes supresores de tumores p53 y pRb, los cuales regulan el ciclo celular y
su inhibici—n conduce al aumento de la actividad mit—ti¢da proliferaci—n celular

descontrolada y consecuentemente, al desarrollo del CaCU [18].

1.4. PatogZnesis del VPH

El VPH infecta las cZlulas escamosas epiteliales, las cuales tienen la capacidad
de proliferar y acceder a las cZlulas basales a travZs de microtraumas o
peque—as lesiones. El virus llega a la capa basal, en donde las part’culas virales

se replican ocasionando lesiones de bajo y alto grado, las cuales pueden



progresar a CaCU (Figura 1). El virus puede persistir en las cZlulas de la capa
basal de forma latente o continuar replicindose mientras las capas basales se
diferencian y ascienden a travZs del epitelio, en el cual comienzan a observarse
los cambios histol—gicos y citol—gicos. El VPH se mantiene en uncemero bajo
de copias en las cZlulas de la capa basal, el noemero de coms virales aumenta
hasta la diferenciaci—n de las cZlulas epiteliales y comienzaa expresar los genes
L1 y L2 de la ctpside, lo que resulta en nuevos viriones que se liberan en la
superficie del epitelio. EI VPH se replica y se ensambla en el noecleo de la cZlula.
La expresi—n de los genes virales depende de la diferenciaci—n celular y est}
regulada estrictamente a nivel traduccional y postraduccional [32].

Para que exista una persistencia de infecci—n del VPH es necesarioque Zste
infecte cZlulas basales con caracter'sticas similares a las cZlulas madre y que
acentengan capacidad de proliferar [33]. Lo anterior ocurre en menor frecuencia
con los VPH de bajo riesgo. Las zonas de transici—n, como las delendo y
ectocZrvix y/o las uniones anorectales, son las regiones mis propensas a
carcinogZnesis ocasionada por los VPH-AR [34]. Los VPH-AR son mis
propensos a activar la proliferaci—n celular en las capas basalesy diferenciadas,
promoviendo la transici—n de una infecci—n OproductivaO a uigecci—n
Otransformante/abortivaO, en la cual ya no contincea el cicite vida viral. La
integraci—n del genoma viral al huZsped puede activar dérentes mecanismos
esenciales para la transformaci—n epitelial[35]. Esto podr'a explicarse por la
capacidad oncogZnica incrementada que poseen los VPH-AR, particularmente

en la actividad de las oncoprote’nas E6 y E7, mientras que en los VPH de bajo



riesgo, estos genes estin limitados al incremento del estado f'sico y la

producci—n viral, que es insuficiente para desencadenar el desarollo de lesiones

pre neoplisicas y ctncer [36].

Los VPH-AR han desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta

inmune del huZsped, lo cual es importante para la persistencia viral y progresi—n
de la neoplasia. Uno de los mecanismos para evadir la detecci—n viral por parte
del sistema inmune es que el VPH no produce ninguna lisis durante su ciclo

viral, por lo que no provoca ninguna se-al proinflamatoria que active a las

cZlulas dendrticas ni induce su migraci—n al sitio de infecci—ifi37]. Se han

identificado otros mecanismos de evasi—n del sistema inmune como la

regulaci—n dela se—al de interfer—ny la inhibici—n de las cZlulas de Langerhans
por la actividad de las prote’nas virales E6 y E7, entre otras [26, 38, 39].

Las prote’nas E1 y E2 son necesarias para el inicio de la replicaci—n. Ademits, la
prote’na E2 controla la expresi—n de los oncogenesE6 y E7 ya que es un

represor transcripcional. Durante el proceso infeccioso, el virus puede

encontrarse de manera episomal, es decir, integrado o de forma combinada

(episomal/integrado) en relaci—n al genoma de las cZlulas hiZsped. El ADN viral

se integra en el genoma de la cZlula huZsped, lineariztndose para integrarse, a

menudo en la regi—n E1 o E2; esta ruptura del gen E2, prodge la desregulaci—n
de la s'ntesis de las prote’nas de los oncogenes E6 y E7. Actualmente se ha

identificado que el sitio de ruptura del genoma viral puede presentarse en otras

regiones del genoma viral y no solo en E1/E2 [40-42].
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Figura 3. Integraci—n del VPH en el genoma huZsped. EI ADN del VPH se
escinde en el gen E2, se lineariza y se integra en el ADN huZsped. Permitiendo
as’ la sobre expresi—n de los oncogenes virales E6 y E7[18].

En la forma integrada, el virus llega a producir cambios en el sistema celular,
favoreciendo la replicaci—n de las part'culas virales. Actualmere existen
diversas hip—tesis sobre la relaci—n que guarda el estado delirus con el estadio
de las lesiones. Se ha sugerido que en los procesos neoplfsicos avanzados el
virus se ha integrado por completo en el genoma, mientras que en otras

investigaciones no se ha podido establecer el momento de integraci—n.

1.5. Factores de riesgo para CaCU

1.5.1. Biomarcadores virales
La infecci—n persistente de los VPH-AR es un factor de predicci—nedriesgo de

CaCuU [43, 44]. Aquellas mujeres que no logran eliminar la infecci—n son las que

! &8



se encuentran en mayor riesgo de desarrollar una neoplasia. La infecci—n del
VPH es necesaria mas no cenica para el desarrollo de lesiones precamerosas o
ctncer. Dentro de los tipos de VPH involucrados en el proceso carcinogZnico, el
VPH 16 es el que s se ha asociado a una progresi—n rfpidade lesiones y/o
ctncer invasivo [45, 46], ya que se ha encontrado en cerca del 60% de los casos
de CaCU y en otros tipos de cincer. Otros tipos de VPH-AR que se han
detectado comeenmente en diferentes tipos de ctncer son los VPH18, 45, 31y
33 [47].

La infecci—n por los VPH 16/18 en lesiones precancerosas progresa m$ ripido
a ctncer que con otros tipos de VPH-AR [48]. Ademis, la carga viral alta de los
VPH 16 y 18 ha sido asociada con el incremento de grado de lesi—n49, 50].

El valor pron—stico de la detecci—n de infecciones persistentepor VPH se ha
estudiado para medir la eficacia de los tratamientos para lesiones o CaCU [51,
52], como biomarcador para predecir: lesiones neoplisicas [53], de progresi—n
[54] y de pron—stico cl'nico55, 56].

La determinaci—n del genotipo de VPH, tienen un valor chico que va en
aumento al asociarse con el pron—stico de esta neoplasia[57-59]. Ademis del
valor epidemiol—gico para mejorar y ampliar el sistema deinmunizaci—n[60],
como pas— con la vacuna para este virus, la cual inicialmenteestaba dirigida
contra dos genotipos virales (16 y 18) pero que actualmente estt dirigida contra
nueve tipos (VPH 6,11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, y 58) [20, 61-64].

La carga viral tambiZn se ha identificado como un biomarcador de riesgo

asociado a la severidad de las lesiones y a la predicci—n de las mismag50, 53,



65-67]. Ademis, en el caso de los VPH-AR, como el 16 y el 18, la carga viral se
ha visto asociada al pron—stico déCaCU [54-56, 68].

La expresi—n de los oncogenes E6 y E7 ha sidoempleada como biomarcador de
detecci—n de infecciones latentes [69, 70], para determinar el riesgo de
progresi—n de esta neoplasig70, 71] y como parte de las pruebas de triaje para
el diagn—stico de lesones neoplisicas [72].

El estado f'sico viral del VPH (episomal e integrado) var'a en los diferentes
estadios de esta enfermedad y se ha asociado a la severidad de las lesiones.
Aunque se ha detectado que el virus se encuentra mayormente integrado en
estadios mts avanzados, tambiZn se ha detectado integraci—n iral en algunos
casos de lesiones tempranas [73], por lo se ha sugerido que el estado de
integraci—n puede emplearse como biomarcador de progresi—#2, 49, 74].

La mayor'a de los estudios de determinaci—n del estado uial del VPH, estin
basado en la relaci—n E2/E6 o E2/E7, sin embargo, el sitio deruptura del
genoma viral no siempre ocurre en la regi—n E1/E2 como se haba reportado [40-
42]. Estudios recientes evidencian que este fen—meno puede ocurini en cualquier
parte del genoma del VPH, mis comcenmente en el gen E1[75]. Esto sugiere
que existen otros mecanismos de oncogZnesis independientes de la expresi—n
de E6 y E7, como la metilaci—n del genoma viral y/adel huZsped [76], los cuales,
en conjunto con la prueba del Papanicolaou sirven como biomarcadores para la
predicci—n de la severidad de las lesiones neopltsicag77].

La integraci—n del genoma viral en el genoma huZsped seha propuesto como

mutaci—n conductora parala carcinogZnesis [78, 79]. Este fen—meno es



considerado un biomarcador de predicci—n de severidad de la ifecci—n por el
VPH para evolucionar hacia lesiones y/o ctncer [73, 80-82].

Una de las consecuencias de la integraci—n viral, es la alteraci—n de diferentes
mecanismos que pueden llevar a la oncogZnesis. El primer mecanismo es
cuando se produce una pZrdida de funci—n de un gen supresor deumores y as’
genera la expresi—n de una forma trunca de la prote’na[83-85]. El segundo es
cuando hay incremento de la expresi—n de un oncogen83], esto debido a que la
integraci—n ocurre r'o arriba del oncogen y provoca la sobreexprsi—n de Zste y/o
otros genes involucrados en la v’a donde participa [84]. Y el tercer mecanismo
oncogZnico producido por la integraci—n viral corresponde a logearreglos inter e
intra cromosomales, los cuales ocurren en genes clave que propician la sobre
expresi—n de oncogenes 0 que truncan la expresi—n de genes swesores de

tumores [86] (Figura 4).
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Figura 4. Descripci—n grifica de las alteraciones producidas po r la
integraci—n del VPH. A) PZrdida de la funci—n de un gen supresor de tumores.
B) Incremento de la expresi—n de un oncogen. C) Rearreglos inér o intra

cromosomales.

1.5.2. Factores ex—genos que contribuyen al desarrollo del  CaCU

Ademis de las caracter'sticas virales que contribuyen a la carcinogZnesis,
existen otros factores externos o ambientales que a lo largo del tiempo han sido
identificados como factores de riesgo de progresi—n a CaCU. Tales comoel
tabaquismo [87], el uso prolongado de anticonceptivos orales [88-91], las
relaciones sexuales no protegidas y la falta de circuncisi—h @ la pareja

masculina [92].



Entre otros factores que aumentan el riesgo de adquirir el virus y su probable

evoluci—n a CaCU se encuentran la multiparidad[93], la edad de inicio de vida

sexual activa [94, 95], el historial de las parejas sexuales, el ncemero de
contactos sexuales, relaciones sexuales no mon—gamag94], entre otros.

Otros factores externos incluyen las coinfecciones con otros virus o

enfermedades de transmisi—n sexugl tales como el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana (VIH), Virus del Herpes Simplex 2 (HSV-2), Virus del

Hepatitis B (HBV) , Virus del Hepatitis C (HCV), los cuales se han asociado a un

aumento del riesgo de producir lesiones por el VPH; ademis de otras

infecciones sexuales como la gonorrea, clamidia y s'filis [96]. La evoluci—n de la
infecci—n de VPH-AR es afectada poda co-infecci—n con VPH de bajo riesgo, ya
gue la presencia de verrugas genitales aumentan el riesgo de padecer cincer

relacionado a VPH, como el CaCU [97]. Algunos factores del huZsped se ven

involucrados en la progresi—n de la infecci—n a CaCU, coma@ linmunosupresi—n
(en pacientes con VIH) y algunas deficiencias en la dieta, que se han asociado

como probables cofactores, pero no se han encontrado suficientes asociaciones

[98-100].

Los factores de riesgo externos incluyen la baja cobertura para detecci—n del
VPH y citolog’a en pa’ses en v'as de desarrollo, factores culturales, la falta de

conocimiento de esta neoplasia y las fallas en la detecci—noportuna. Estos

factores han contribuido a la falta de atenci—n personal paa acudir a las citas

peri—dicas de control mZdico. La falta de conocimiento delriesgo que generan

las infecciones por el VPH, as’ como los periodos prolongados entre chequeos



mZdicos, han contribuido a que esta neoplasia se diagnostique en estadios
avanzados. Esto se presenta con mayor frecuencia en poblaciones con bajos
ingresos econ—micos, por lo que un estado socioecon—mico bajo pesenta un

factor de riesgo que contribuye al desarrollo de CaCuU [101].

1.6. Prevenci—n del CaCU

1.6.1. Detecci—n de lesiones por el VPH

Se ha establecido que para reducir la incidencia y mortalidad del CaCU son
necesarios programas de detecci—n del VPH y programas de detecci—rde
alteraciones del cuello de la matriz por medio del Papanicolaou. En nuestro pa’s
existen estrategias de detecci—n gratuitos, sin embargo, estosno cubren todas
las zonas mis alejadas y rurales, de dif'cil acceso. Es debido a esto que la
incidencia del CaCU en nuestro pa’s sigue siendo un problema importante de
salud pceblica[7].

La prueba estindar de oro para la detecci—n del CaCU es lacitolog’a, en la cual
se observan las cZlulas cervicales fijadas y te—idas en una laminilla. En caso de
encontrarse anomal’as se realiza una colposcop’a, donde se observa el tracto
uterino a travZs de un colposcopio en busca de anomal'as en el cZrvix. Para
observar las lesiones neoplitsicas se realizan tinciones con lugol y fcido acZtico
para revelar posibles lesiones intraepiteliales, ya que Zstas se ti—-en de color

blanco con el fcido acZtico y no absorben el color cafZ con el lugol. Para



confirmar la presencia de lesiones se realiza una biopsia y se confirma por
patolog’a.

Existen dos tipos de citolog’as, la convencional, en la que el raspado de cZlulas
de cZrvix se fija directamente en un portaobjetos; y la I'quida, en donde la
muestra de cZlulas cervicales es colocada en un medio de transporte I'quido y
centrifugada para su posterior fijaci—n en laminilla. Un fréis de Papanicolaou
logra reunir entre 600,000 y 1.2 millones de cZlulas epiteliales cervicales y
menos del 20% se transfieren al portaobjeto, ademifs de que es aleatorio y
sujeto a errores si las cZlulas anormales no se distribuyen de forma homogZnea
por toda la muestra. La prueba de citolog’a I'quida ofrece la ventaja de que la
muestra de cZlulas puede ser analizada tambiZn para la presencia de tipos de
VPH-AR en una prueba conjunta de Papanicolaou. Ademis, se reduce la
probabilidad de que una muestra no sea satisfactoria, ya que tras su filtraci—n a
travZs de una membrana, retiene a las cZlulas cervicales con la finalidad de
impregnarlas formando una monocapa en una laminilla.

En reportes anteriores, se ha observado que la sensibilidad de la prueba de
Papanicolaou por s’ sola es de aproximadamente 55%, mientras que la
detecci—n de VPH es cerca del 94%[102]. La prueba del Papanocolaou tiene
una mayor especificidad para detectar lesiones precancerosas (97%) comparada
con la detecci—n de VPH es de 94%. Sin embargo, en conjunto/a especificidad
y sensibilidad de ambas pruebas llega hasta el 100% para la detecci—n oportuna

del CaCuU.



Clasificaci—n Bethesda de las anomal’as celulares [103].

Este sistema clasifica por separado las anomal’as de las cZlulas escamosas y

de las cZlulas glandulares.

1. CZlulas escamosas

Las cZlulas escamosas at’picas (atypical squasmous cells, ACS), son el

resultado anormal mis comecen en las pruebas de Papanicolau. Elsistema

Bethesda divide esta categor’a en dos grupos:

¥ ASC-US: CZlulas escamosas at'picas de significado indeterminado
(atypical squasmous cells of undetermined significance, ASC-US). En
esta clasificaci—n las cZlulas escamosas parecen ligeramente anormées
sin una causa espec’fica aparente. En algunas ocasiones estos cambios
pueden estar relacionados con una infecci—n por VPH, pero pueda ser
causados tambiZn por otros factores. Para clarificar estos casos, se
puede analizar una muestra de cZlulas en busca de tipos de VPH-AR. En
caso de encontrarse alguno presente, se realizan pruebas de
seguimiento. En caso de ser negativo para VPH se puede tener certeza
de que no hay cfncer o un estado precanceroso.
¥ ASC-H: las cZlulas escamosas at'picas (atypical squasmous cells), no

pueden excluir una lesi—n intraepitelial escamosa de alto grado. Las
cZlulas no parecen normales y se desconoce el significado de los
cambios celulares. Es posible que exista un riesgo mayor de que las
ASC-H sean lesiones precancerosas en comparaci—n con las lesiones

ASC-US.



Las lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEBG) en la capa de las cZlulas de
la superficie del cZrvix se consideran anomalas leves causadas por una
infecci—n por VPH, donde se han observado los primeros cambios enel tama—o
y en la forma de las cZlulas. Las LSIL suelen clasificarse como displasias leves,
o como neoplasias intraepiteliales de cZrvix (CIN-1, cervical intraepithelial

neoplasia).

Las lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG), son anomal’as mis graves
gue tienen una probabilidad mayor de que se conviertan en ctncer si no son
tratadas. Se presentan cambios mis marcados en el tama—o y en la forma de
las cZlulas anormales (precancerosas) y las cZlulas se ven muy diferentes a las
cZlulas normales. Las LIEAG comprenden lesiones con displasia moderada o
grave y carcinoma in situ (CIS). Se clasifican como CIN-2, CIN-3 o CIN-2/3. El

CIS normalmente se incluye en la categor’a CIN-3.

El carcinoma de cZlulas escamosas (squasmous cell carcinoma, SCC), es el
ctncer de cZrvix. En esta etapa las cZlulas escamosas anormales han invadido

mis profundamente el cZrvix, as’ como otros tejidos u —rganos.

2. CZlulas glandulares.

Las anormalidades de las cZlulas glandulares se dividen en las siguientes

categor’'as:

! %



¥ CZlulas glandulares at'picas (atypical glandular cells, AGC). Las cZlulas
no parecen normales y se deconoce el significado de los cambios

celulares.

¥ Adenocarcinoma endocervical in situ (endocervical adenocarcinoma in
situ, AIS). Las cZlulas precancerosas se encuentran solamente en el
tejido glandular del cZrvix. El adenocarcinoma incluye al cincer

endometrial, como tambiZn al ctncer extrauterino.

Las pruebas de detecci—n del VPH buscan el ADN viral de diferetes VPH-AR
y/o VPH-BR en las cZlulas del cZrvix y pueden detectar la presencia de una
infecci—n viral antes que alguna anomal’a de las cZlulas sehaga visible. Existen
diferentes tipos de pruebas de detecci—n del genoma del VPHIa mis comcen es
la captura de h’bridos (HC2), la cual detecta el ADN de los tipos de VPH-AR; sin
embargo no puede identificar el tipo o los tipos espec’ficos que estin presentes
en la muestra. Existen otras pruebas espec’ficas para detectar el ADN de los
tipos de VPH 16 y 18, que son los que causan la mayor'a de los ctnceres
relacionados con VPH, como las que emplean sondas para PCR en tiempo real
[104, 105].

En conjunto, estos mZtodos de tamizaje de lesiones precancerosas se han
incorporado como pruebas de triaje para la detecci—n oportunay priorizaci—nde

lesiones precancerosas, lo cual permite aumentar la sensibilidad y especificidad



y as’ disminuir los falsos negativos. Con el avance de la tecnolog’a, las

recomendaciones de las pruebas de tamizaje han ido cambiando. La

sensibilidad del Papanicolaou puede aumentarse con la detecci—n de
biomarcadores predictivos de neoplasias. Entre estos se encuentra la detecci—n
de VPH-AR en citolog’as anormales y la detecci—n de la sobreexpresi—n de
p16/ki67 [106, 107].

Actualmente el diagn—stico del CaCU por la Secretar’a de Salad en Nuevo Le—n
se realiza mediante una citolog’a en las mujeres de 21 a 35 a—0s. En caso de

observar anormalidades se prosigue a realizar una colposcop’a para observar el

estado de la lesi—n cervical; mientras que a las mujeres mayoes de 35 a—0s se

les realiza la prueba de captura de h’bridos (H2C), la cual detecta el ADN de

VPH-AR. En caso de positividad para H2C se realiza una colposcop’a para

observar la citolog’a y/o estado de la lesi—n cervical presen¢ o clasificaci—n del
estadio de CaCU. Las pruebas disponibles de triaje ayudan a identificar a las

mujeres que requieren mis pruebas de diagn—stico para la confimaci—n de una
lesi—n evitando tratamientos innecesarios y disminuyendo costos en pacientes

gque tienen un menor riesgo de desarrollar CaCU [108]. Las pruebas de

detecci—n de VPH-AR han sido incorporados en pa’ses desarrollados, @&

nuestro pa’s ya se ha implementado la detecci—n de VPH-AR por medio de HC2
por parte del Instituto Nacional de Secretar’a de Salud Paeblca y la Secretar'a de

Salud [109]. Para el a—o 2009, estaban operando en MZxico 12 laboratorios de

biolog’a molecular para la detecci—n de VPH-AR, proporcionandolas pruebas de

VPH para el tamizaje de CaCU en la poblaci—n. La coberturanacional para estas



pruebas fue del 10% [110]. Si bien las pruebas de VPH estaban disponibles a
travZs de estos nuevos laboratorios, las pautas del programa de detecci—n de
CaCuU todav'a recomendaban la citolog’a de la prueba de Papanicolaou como la
prueba de detecci—n primaria para mujeres menores de 35 a—osgstas pacientes
no son evaluadas para la infecci—n por VPH[111l]. La desventaja de esta
estrategia es la baja sensibilidad de la prueba de Papanicolaou y que no todas
las freas del pa’s tienen acceso a la colposcop’a y a la prueba de detecci—n de

VPH con H2C.

1.6.2. Detecci—n del VPH

Actualmente, la mayor’a de las pruebas de detecci—n del VPH sebasan en la
detecci—n del ADN viral mediante tZcnicas de amplificaci—gomo la PCR, ya
sea espec’fica para un tipo de VPH o para varios (con inciadores consenso).
Existen pruebas de detecci—n del ADN de VPH-AR aprobadas por la FDA (US
Food and Drug Administration) de Estados Unidos [112], como la HC2, la cual se
ha vuelto la estindar de oro por la alta sensibilidad y relativamente alta
especificidad. La HC2 detecta 13 tipos de VPH-AR. Existen otras pruebas de
detecci—n de VPH aprobadas como Cervista HPV HR" y Cervista HPV16/18 ",
las cuales detectan 14 y 2 tipos de VPH respectivamente, Aptima ~ que detecta
el ARN de 14 tipos de VPH; y el Cobas 4800" que detecta 1 4 tipos de VPH por
PCR en tiempo real (QPCR). Estos celtimos mZtodos de detecci—n $0costosos y

no se han implementado como parte del tamizaje de nuestro pa’s.



Las pruebas de detecci—n de VPHpor PCR empleando iniciadores consenso se

basan en la amplificaci—n del ADN viral de la regi—n L1dl virus, ya que esta es

la mts conservada entre los diferentes tipos virales. La tZcnica utiliza iniciadores

consenso como los PGMY 09/11, MY 09/11, para posteriormente identificar el

tipo de VPH mediante otras tZcnicas como hibridaci—n reversa, secenciaci—n, o
PCRs espec’ficas para un tipo de VPH [113].

Conforme ha avanzado la tecnolog’a, se han buscado y desarrollado nuevos

mZtodos mucho mis sensibles para la detecci—n del ADN viral[114], como la

PCR digital en nanogotas (ddPCR) [114]. Ademits de la secuenciaci—n masiva
de nueva generaci—n ha permitido identificar de forma misprecisa la historia

natural del VPH y ha modificado los conocimientos que se ten’an en este campo.

Estos nuevos conocimientos nos permiten entender mejor la evoluci—n de las
infecciones por VPH y su progresi—n a cfncer, con el fin de buscar édrmas de

detectar a tiempo las lesiones precancerosas y ademis, determinar cutles son

las pacientes con un mayor riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia.

1.6.3. Vacunas para el VPH

Actualmente existen 3 vacunas para la prevenci—n del CaCU @robadas por la
FDA de Estados Unidos. Las vacunas se han dise—ado para prevenir las
infecciones del VPH mis comunes. La primera vacuna dise—ada fue Cervarix’,
la cual protege contra la infecci—n de ¢s VPH 16 y 18 . Posteriormente se
desarroll— la vacuna cuadrivalente Gardasil’, dirigida contra 4 tipos de VPH,

incluyendo dos tipos de VPH-BR 6y 11y los VPH-AR 16 y 18 [61, 115].



Recientemente se desarroll— la vacuna 9-valente, de la marca Gardasil’
aprobada en diciembre del 2014; en donde ademis de los 4 tipos de VPH de la
vacuna cuadrivalente, se a—adieron los VPH 31, 33, 45, 52, 58 [64].

El esquema de vacunaci—n consiste en 3 dosis, una subsecuente aos 2 meses
y posteriormente a los 6 meses. La vacuna est} recomendada para aplicarse
tanto en hombres como en mujeres, desde los 9 hasta los 26 a—o0s de edad,
preferentemente aquellos que no hayan iniciado una vida sexual activa. Acen no
existen estudios que comprueben la efectividad en pacientes que hayan estado
en contacto con el virus [32]. En nuestro pa’s, cenicamente se distribuyen las
primeras dos vacunas (las de 2 y 4 tipos de VPH), esto como parte del esquema
nacional de vacunaci—n, las cuales fueron implementadas enel 2012 [6]. La
vacunaci—n contra el VPH en MZxico comenz— en el 2009116]. La vacuna
bivalente (Cervarix) se implement— con un esquema de tres dais (0, 6 y 60
meses). En la actualidad, un escenario de cobertura de vacunaci—A universal
contra el VPH en MZxico no es viable, dados los altos costos de la vacuna [117].
La opci—n rentable mis factible ha sido seguir una estratega de vacunaci—n
selectiva, donde las mujeres que viven en freas marginadas y con menos
acceso a los servicios de salud tienen prioridad para recibir la vacuna.
Actualmente, la cobertura de la vacuna contra el VPH en MZxico es del 40%
[118]. El objetivo es alcanzar una cobertura nacional superior al 70% en ni—as de

12 a 16 a—os.



1.6.4. Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento mZdico para las infecciones por el VPH.
Las lesiones cervicales y las verrugas que pueden resultar de dichas infecciones
se pueden tratar por los mZtodos comaeenmente usados para tratarlas lesiones
cervicales como crioterapia, escisi—n quircergica, lfser, conizaci—n o
histerectom’a. Ademis, pueden administrarse algunos medicamentos para tratar
las verrugas como Imiquimod (Aldara), Podofilina y podofilox (Condylox) que son

estimuladores del sistema inmune [119, 120].

1.7. Cambios genZticos en la progresi—n a CaCU

Actualmente no estfn muy claros los factores de riesgo involucrados en la
progresi—n y persistenciade las infecciones de VPH a CaCU, por lo que es
importante la boesqueda de biomarcadores. Los biomarcadores sonindicadores
de un estado biol—gico y pueden servir como nuevos blancos ¢rapZuticos, para
un monitoreo personalizado y/o una detecci—n oportuna. Estos pueden
encontrarse por medio de diferentes tZcnicas y actualmente una de ellas es la
secuenciaci—n masiva, la cual nos proporciona diferentes ventags como: 1) una
alta sensibilidad, ya que puede revelar mutaciones de una sola cZlula; 2) un
monitoreo de eficacia de tratamiento, 3) una mejor comprensi—n de los cambios
genZticos conducentes al ctncer y de sus v’as oncogZnicas, lo cual nos permite
distinguir entre mutaciones Oconductoras®s mutaciones OpasajerasO, 4) analizar

la relevancia de la heterogenicidad intratumoral y 5) la identificaci—n de nuevos



blancos terapZuticos, as’ como nuevos genes asociados a cincer, entre otros
[121-123].

Existen estudios en donde se han asociado genes que al acumular mutaciones
conllevan a la progresi—ndel CaCU [83], sin embargo, acen no se desconoce Si

estas mutaciones estin presentes en lesiones precursoras.

1.8. Filogenia del VPH - Subtipos y variantes del genoma vir  al

Se han identificado variaciones en el genoma del VPH en pacientes infectadas
con el VPH 16 que evolucionan a cfncer invasivo, en las cuales el gen E7 se
encuentra altamente conservado, en comparaci—n con aquellas nfectadas con
VPH 16, que no evolucionan a ctncer y en las cuales existen mts variantes en
el gen E7. La conservaci—n de E7 es cr’tica para la progresi—n £aCU [124].
Ademis, se ha reportado que existen variantes del VPH que tienen un mayor
riesgo oncogZnico, como los subtipos de VPH 16 no europeos. En el 2015, en
una poblaci—n en Estados Unidos en donde analizaron 796 mestras de VPH 16,
se report— que los linajes de subtipo no Europeo (B/C/D) estaba asociados a un
mayor riesgo de lesiones precursoras y CaCU [125]. En un reporte en MZxico,
en el 2013, se identificaron linajes Asitticos Americanos (D) asociados con
mayor riesgo de ctncer cervical [126].

Los factores virales y del huZsped actcean directamente en ladesregulaci—n de
los mecanismos de control generando alteraciones genZticas que pueden
acumularse y conducir al desarrollo de CaCU [86]. En muchos estudios estos

factores se han propuesto como biomarcadores y se han tratado de asociar con



la severidad de las lesiones, con la progresi—n, confirmaci—n ed diagn—stico,
pron—stico, entre otras.

A pesar del uso de tZcnicas novedosas en la determinaci—n de biomarcadores,
no hay reportes de estudios recientes en lesiones precursoras de CaCU en los
que se combinen estos marcadores virales y del huZsped, los cuales permitan
determinar y predecir el riesgo de persistencia y progresi—nde dichas lesiones a

CaCuU.



Il. JUSTIFICACIIN

2. Justificaci—n

Aunque el examen histol—gico es acen el Oestfndar de oroOardiagn—stico del
CaCU, Zste estt limitado a la interpretaci—n morfol—gica y propomma

informaci—n limitada sobre el riesgo de persistencia y progresifo0 de regresi—n

Ademtis, existe una alta variabilidad entre observadores del Papanicolau. Por lo

tanto, se requiere de biomarcadores mas objetivos que proporcionen un

diagn—stico temprang mejoren la precisi—n diagn—stica de lesiones cervicales
identifiguen pacientes con riesgo de progresi—n a cfincery permitan evaluar y

monitorear tratamientos terapZuticos.

Encontrar biomarcadores que estZn espec’ficamente asociados con la

progresi—n de la enfermedad sert de gran utilidad para mejoar el diagn—stico

oportuno del CaCuU.



lll. HIPTTESIS

3. Hip—tesis

El tipo de VPH, la carga viral, las variantes de las secuencias virales, la

integraci—n del VPH y las mutaciones en genes asociados a CaCl) pueden

emplearse como biomarcadores de predicci—n de progresi—n a CaCU.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar biomarcadores gen—micos predictivos de la evoluci—de una lesi—n

epitelial hacia ctncer cervicouterino.

4.2. Objetivos espec’f icos

1. Identificar el tipo de VPH y la carga viral presente en pacientes con
lesiones cervicales de bajo y alto grado y en biopsias con CaCuU.
(Genotipificaci—n)

2. ldentificar el tipo de VPH y la carga viral en muestras de pacientes con
infecci—n persistente. (Seguimiento).

3. ldentificar variantes del gen viral L1 de los diferentes tipos de VPH.
(Filogenia).

4. Determinar los sitio de ruptura del genoma viral y los sitios de integraci—n

en el genoma humano. (Integraci—n).



V. MATERIAL Y MfTODOS

5.1 Lugar de realiz aci—n del estudio e instituciones participantes

El desarrollo experimental del proyecto tuvo como sede el laboratorio de
Gen—mica y Bioinformttica del Departamento de Biogu'mica y Medicina
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Aut—noma deNuevo
Le—n. Este proyecto cont— con el valioso apoyo de uso de egpos del

Laboratorio Nacional Biobanco del CONACYT.

Los Departamentos del Hospital Universitario ODr. JosZ EleutericGonzilezO de la
UANL que colaboraron en este trabajo fueron:

¥ El Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia

¥ El Departamento de Anatom’a Patol—gica
En el Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia se reclutaron todas las
pacientes, se realiz— el historial cI'nico, se tomaron las citobg’as lI'quidas y se
llev— a cabo el estudio de seguimiento. En el Departameto de Anatom’a
Patol—gica se realiz— el diagn—stico de las muestras de Papaniaou y se
seleccionaron las de tejidos cervicales para su posterior estudio con pruebas

moleculares.



5.2. Material

5.2.1. Origen de los reactivos

Las muestras citol—gicas fueron preservadas en medio I'quido dela marca
ThinPrep PreservCyt Solution (Marlborough, MA, EUA). La extracci—n & ADN
total de las cZlulas cervicales se realiz— con el estuche comercialPureLink
Genomic DNA Mini Kit de la casa comercial Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). La
extracci—n de ADN de tejidos embebidos en parafina se realiz—eon el estuche
comercial AllPrep FFPE DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit de la compa—a Qiagen
(Hilden, Alemania). Para la realizaci—n de la PCR, se us—léAmpliTaq Gold 360
Master Mix de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Los oligonucle—tidos
utilizados fueron sintetizados por la compa—'a IDT Technologies (Coralville, 1A,
EUA). Para la realizaci—n de la qPCR se utiliz— el estuche comerdigAmplisens”
HPV HCR-genotype-titre-FRT de la marca E. Coli (Bratislava, Repceblica
Eslovaca). El estuche comercial utilizado para la purificaci—n delproducto de
PCR para secuenciaci—n Sanger fue de la marca Promega (Madison, W, EUA).
La reacci—nde secuenciaci—nse llev— a cabo con el estuche BigDye Terminator
v3.1de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). La purificaci—nde los
productos de la PCR del ciclo de secuenciaci—n sellev— a cabo con el estuche
de purificaci—n BigDye XTerminator (Foster City, CA, EUA). La deternmaci—n del
sitio de integraci—n del VPH se realiz— utilizando sondas de VPle la compa—'a
MyGenostics, EUA. Se construyeron las libreras utilizando los estuches

comerciales de la compa—a lllumina (San Diego, CA. EUA). La cuantificaci—n de



las libreras se llev— a cabo con el estuche High Sensivity de Agilent

Technologies (Santa Clara, CA, EUA).

5.2.2. Material Biol—gico

Las muestras citol—gicas fueron colectadas en la consulta de colpscop’a del

Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia del Hospital Universitario ODr. JosZ
Eleuterio GonztlezO de la UANL. Las muestras fueron preservadas en5 mL de

medio I'quido PreservCyt, divididas en al’cuotas y conservadas a -70% C hasta su
uso.

Las muestras de los tejidos embebidos en parafina se recolectaron en el

Departamento de Anatom’a Patol—gica del Hospital Universiario ODr. JosZ
Eleuterio GonztlezO de la UANL. Todas las muestras se almacenaron a

temperatura ambiente.

5.2.3. Equipo

Para la realizaci—n de este trabajo se utiliz— el siguienteqgiipo: microcentr’fuga

Eppendorf modelo 5415 (Hamburg, Alemania), centr'fuga Thermo Scientific

modelo ST16R (Altham, MA, EUA), congelador TSU series 300A de la compa—'a

Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA), fuente de poder Thermo Scientific EC

300 XL (Waltham, MA, EUA). Para visualizar los geles de agarosa, se utiliz— el
fotodocumentador UVITEC (Cambridge, Reino Unido). Para la cuantificaci—n del

ADN vy anflisis de calidad, se utiliz— el equipo nano Drop2000 de la compa—ia



Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA). Los reactivos se almacenaron en un
congelador CV 16 marca TorRey (Monterrey, NL, Mex). El termociclador
utilizado fue el modelo 9902 Verity Thermal Cycler de Appilied Biosystems
(Foster City, CA, EUA). Para realizar la gPCR, se utiliz— el equipo 7500 Fast
Real Time System de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). La
secuenciaci—n Sanger se llev— a cabo en el ABI 3500 de Applied@iosystems
(Foster City, CA, EUA). La secuenciaci—n masiva se llev— a cabo re un
secuenciador HiSeq 2000 de la compa—a lllumina Inc (San Diego, CA, EUA).

El procesamiento de los datos se realiz— en computadoras Apple noedelo
MacBook Pro 13. Los procesadores de texto utilizados fueron: Microsoft Word
for Mac 2011 versi—n 14.1.0 (Redmon, WA, EUA), procesadores de grficos
Microsoft Power Point y Microsoft Excel para Mac 2011 Versi—n 14.10 (Redmon,
WA, EUA), EndNote basic de Web Of Knowlege de Thomson Reuters (Nueva
York, NY, EUA). Los programas de anflisis en Biolog’a Molecular utilizados
fueron: Gene coder 4 for Mac de Molecular Biology software, MEGA7 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) versi—n 7.0 para mayor conjuntode datos, 7500
Real Time software versi—n 2.0 de Applied Biosystems (Foster Qy, CA, EUA),
SeqScape” Software 3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), BLAST (Ba sic
Local Alignment Search Tool) de la base de datos de Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Para el antlisis estad’stico, se utilizaron
los programas computacionales IBM SPSS Statistics para Macintosh versi—n20
y el paquete estad’stico R (R Core Team, 2013) (R: A language and environment

for statistical computing).



5.3. MZtodos

5.3.1. Estrate gia General

El presente proyecto es un estudio descriptivo, observacional, longitudinal y

prospectivo, en el cual se dio seguimiento a dos grupos de pacientes con el

objetivo de identificar biomarcadores para predecir la evoluci—n del cincer
cervicouterino. Este proyecto fue aprobado por el ComitZ de ftica de la Facultad

de Medicina de la Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n, ¢ola clave BI11-002.

DespuZs de su aprobaci—n se colectaron muestras citol—gicas de pamites que

se atendieron en la consulta de colposcop’a del Departamento de Ginecolog’'a y

Obstetricia del Hospital Universitario ODr. JosZ Eleuterio Gonz#zO y que
aceptaron participar en el estudio. Se colectaron datos geogrificos,

epidemiol—gicos, factores de riesgoe historial cl'nico. Se cre—un biobanco de

muestras de citolog’a I'quida con su respectiva base de datos. Para realizar el

estudio de seguimiento se tom— una segunda muestra de cittbg’'a I'quida entre

6 meses y un a—o despuZs de la primera toma, En esta segunda muestra se

identificaron a las pacientes con persistencia de la infecci—npor VPH. Para

aquellas pacientes que ten’an indicada una toma de muestra de tejido o biopsia,

se incluyeron los tejidos embebidos en parafina para el antlisis, los cuales nos

fueron proporcionados por el Departamento de Anatom’a Patol—gica del Hospital
Universitario ODr. JosZ Eleuterio GonzilezO. A las muestras biol—gicécitolog’a

en base I'quida y bloques de parafina) se les extrajo el ADN para realizar la
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detecci—n, genotipificaci—n y cuantificaci—n del VPH por PCie punto final y
gPCR respectivamente. Ademis, se realiz— secuenciaci—n de los pductos de
PCR para confirmar los resultados de genotipificaci—n y realizarfilogenia de los
virus encontrados. Con las muestras obtenidas en la segunda visita, se
determin— la persistencia de la infecci—n por VPH en las pacig¢es. A partir de
las muestras de ADN, se amplificaron los genes L1, E6 y E7 de los VPH-AR y se
realiz— el antlisis de variantes. Se determin— el sitio de ptura del genoma viral
y el sitio de integraci—n en el genoma humano medianteuna hibridaci—n con
sondas de VPH y secuenciaci—n masiva de los productos h’bridos. Serealiz— el
anflisis de variantes y el antlisis de los sitios de integraci—n del VPH en las
muestras. Se analizaron los datos con el programa estad’'stico SPSS y el

paquete estad’stico de R.

5.3.2. Selecci—n de muestras
Se incluyeron pacientes que asistieron a la consulta de Colposcop’a del
Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia del Hospital Universitario ODr. JosZ
Eleuterio GonztlezO de la UANL. Se seleccionaron 4 grupos de pagntes. Todas
las pacientes que participaron en el proyecto lo hicieron de forma voluntaria, se
realiz— una entrevista en donde se les explico en que consist en proyecto y se
resolvieron todas sus dudas. Una vez terminada la entrevista, todas las
pacientes que aceptaron participar firmaron el consentimiento informado.

1. Grupo control: Pacientes sin lesiones neoplfsicas y/o infecciones por

VPH; y que a los 6 meses resultaron negativas a la infecci—n.



2. Grupo de regresi—n Pacientes con lesiones ocasionadas por VPH y que
en la consulta de seguimiento eliminaron la infecci—n porel VPH y ya no
presentaran ningoen tipo de lesi—n.

3. Grupo persistente: Pacientes con lesiones ocasionadas por VPH y que en
la consulta de seguimiento no eliminaron la infecci—n por el VPH oque
presentaron algun tipo de lesi—n neoplisica.

4. Grupo CaCuU: Pacientes con lesiones de alto grado y/o CaCU positivas a

VPH.

5.3.2.1. Criterios de selecci—n

- Pacientes que cumplieron con los requisitos de alguno de los 4 grupos.
- Pacientes que no hab’an recibido quimioterapia en los celtimos 10 a—os.
- Pacientes que aceptaron participar en el estudio.

- Mujeres mayores de 18 a—os.

5.3.2.2. Criterios de exclusi—n
- Mujeres menores de 18 a—os.
- Pacientes VIH y/o VHC, positivas.

- Pacientes embarazadas.



5.3.2.3. Criterios de eliminaci—n

- Muestras que no cumplieron los criterios de calidad del ADN.

5.3.3. Extracci—n de ADN

A partir de las muestras de cZlulas cervicales se realiz— extracci—ned ADN

empleando el Kit Invitrogen, siguiendo el protocolo del fabricante, el cual se

describe a continuaci—n.

Tratamiento de muestra. Se calent— enel termomixer a una temperatura de 55

iC, se agregaron 400 pL de soluci—n PBS a la muestray se mezcl—en vortex.

Se a—adi— un volumen de 20 pL de proteinasa K y se homogneiz— con vortex;
posteriormente, se a-adi— un volumen igual (400 pL) del reactivo

PureLinkLysis/Binding Buffer al lisado y se mezcl—nuevamente en vortex. Se

coloc— en el termomixer a 55¥C por 15 minutos sin agitaci—n

Uni—n del ADN. Se introdujo la columna en tubo colector y se a—adi— alikado

preparado 640 uL, con el buffer y etanol PureLinkLysis/Blindinga la columna (se

puede repetir con sobrante). Se centrifug— la columna a 10,00 rpm por 1 minuto

a temperatura ambiente. Posteriormente se descart— el tubo catctor y se

introdujo la columna en un tubo colector limpio PureLink.

Lavado del ADN . Se a—adi— 500 pyL de Buffer de lavado 1 a la columna;
posteriormente, se centrifug— la columna a temperatura ambiate a 10,000 rpm

por 1 minuto. Se descart— el tubo colector y se introdujo lacolumna en un tubo

colector limpio PureLink. Se a—adieron 500 pyL de Buffer de lavado 2 a la



columna y se centrifug— la columna por 3 minutos a raz—n dd5,000 rpm.
Finalmente se descart— el tubo colector.

Eluci—n del ADN. Se coloc— la columna en un micro tubo estZril de 1.5 mL yse
a—adi— 25uL de GenomicElution Buffer a la columna, posteriormente se incub—
a temperatura ambiente por 1 minuto y centrifug— a 15,00 rpm por 1 minuto. En
algunos casos se realizaron mis eluciones a partir de la columna, siguiendo los
mismos pasos de este protocolo.

Para las muestras de tejido embebido en parafina, se realiz—extracci—n de DNA
empleando el estuche QIAmp” DNA FFPE Tissue Kit de la marca QIAGEN ,
siguiendo el protocolo del fabricante, el cual se describe a continuaci—n.
Tratamiento de muestra. Se rompi— el tejido mediante uso del tissue rptor,
posteriormente usando dicho tejido, se a—adi— el buffer RI Plus (usando 600 pL
en caso de 10 a 30mg,) y se homogeneiz— durante 20-40 seguwlos.
Transferimos el lisado homogeneizado en la columna AllPrep DNA en un tubo
colector de 2 mL. Se centrifug— durante 30 segundos a miximavelocidad
(20,000xg)

Se coloc— la columna en un nuevo tubo a temperatura ambiate — almacenar a
4Y,C, para posterior purificaci—n de DNA.

Purificaci—n de ADN gen—mico. Se agregaron 350 uL AW1 buffer a la columna
y centrifug— por 15 segundos a a velocidad mixima (20,000g). Posteriormente
se descart— el flujo de trabajo.Se a—adi— 20 pL de proteasa k con 60 pL de

Buffer AW1 (volumen total de 80 pL) y se agreg— dicha mezclaa la columna.
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Se realiz— incubaci—n por 5 minutos a temperatura ambientgosteriormente se
adicionaron 350 yL AW1 buffer a la columna y centrifug— por 15 segundos a
mixima velocidad (20,000xg). Se descart— el flujo de trabgo, se adicion— 500uL
buffer AW2 a la columna y se centrifug— por 2 minutos a mixima velocidad
(20,000xQ).

Posteriormente, se coloc— la columna en un nuevo tubo colecto de 1.5 mL. Se
a—adieron 100 pyL de buffer EB directamente a la columna. Se incub— a
temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifug— a 10,00 rpm por 1 minuto

para eluir el DNA.

5.3.4. Control de calidad de muestras previo a detecci—n del  VPH

5.3.4.1. Al'cuotas de muestras de cZlulas cervicales

La muestra de citolog’a I'quida se homogeniz—en vortex por aproximadamente
30 segundos, posteriormente se retir— el cepillo recolector de cZlulas con pinzas
previamente limpiadas con alcohol y se dividi—en al’cuitas de 1mL. Las al’cuotas
fueron almacenadas a -70 jC hasta su uso. De una de las al’cuotas se extrajo el

ADN y Zste se guard—a -20 jC hasta su uso.

5.3.4.2. Control de calidad del ADN y de los producto s de PCR
a) Cuantificaci—n: se tom— una al’cuota de L de cada ADN y se midi—a

absorbancia (260 nm) en el equipo Nanodrop.



b) Determinaci—n de pureza: & tom— 1 pLde la muestra y se evalu— su
pureza con los cocientes de absortividad 260/280 y 260/230 nm. El
criterio de aceptaci—n para el cociente 260/280 fue de 1.8-20 y para el
cociente 260/230 fue de 2.0-2.2.

c) Control de calidad del ADN por medio de PCR: para comprobar que el
ADN extra’do fuese amplificable por PCR, se emplearon iniciadores que
generaban un amplic—nde 238 pb, correspondientes a un fragmento del
gen 8-globina humano. Los productos se observaron en un gel de

agarosa al 2.5% te—ido con bromuro de etidio.

5.3.5. Detecci—n de VPH por medio de PCR de punto final

La detecci—n del VPH en el ADN de las muestras se realiz— coro$ iniciadores

consenso PGMYs 09/11 (PGMY 09 [50@CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -37

PGMY 11 [5GGCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-37), cuyo producto de

amplificaci—n, de aproximadamente 450 pb, corresponde a u@a regi—n parcial del
gen L1 del VPH. Esta regi—n del VPH se amplific— a la par con un control intem
de amplificaci—n (gen end—geno), empleando los cebadoresaduna regi—n del

gen humano §-globina (Fwd 50- CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC3QRv 50

GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC -3® bajo las siguientes condiciones de

reacci—n (ablas 2y 3).



Tabla 2. Condiciones de la reacci—n de PCR para amplificar la regi—n L1 del

VPH empleando los iniciadores consenso PGMY 09/11y §-

globina.

Reactivos

(Concentraci—n inicial)

Concentraci—mn final

Volumen final ("L)

Taq Gold Master Mix 2X |1 X 15
PGMY 09 50 mM 1mM 0.6
PGMY 11 50 mM 1mM 0.6
8§G1 10 mM 1 mM 0.3
8§G2 10 mM 1 mM 0.3
ADN 400 ng -

Agua -- -

Vol. Final -- 30

Tabla 3. Programa para amplificar la regi—n L1 del VPH.

Pasos Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizaci—n| 95% C 12 min
inicial

2. Desnaturalizaci—n 95%, C 1 min
3. Alineamiento 55% C 1 min
4. Extensi—n 72%.C 1 min

5. Se repite desde paso 2

40 veces

X




Extensi—n final 72Y, C 5 min

Los productos amplificados de PCR fueron observados en geles de agarosa al

1% te—idos con bromuro de etidio.

5.3.6. Genotipificaci—n y determinaci—n de carga viral del VPH por gPCR
Para la genotipificaci—n de los tipos de VPH-AR de las muestras seutiliz— el

estuche Amplisens” HPV HCR Genotype titre de la marca Ecoli.

5.3.6.1. Preparaci—n de reacciones de gPCR

El volumen de reacci— final fue de 25 "L, el volumen de muestra de ADN y
agua miximo fue de 10 " L. La concentraci—n de ADN utilizadafue de 30 a 800
ng.

Se prepar— la mezcla de los reactivos PCRbuffer-B y la polimerasa (TagF). Para
esto se a—adi— el total del volumen de la polimerasa TgF (60 " L) en el tubo con
PCR-buffer-B (600 "L). Cuidadosamente se mezcl— por v—rtex, evitando la
formaci—n de burbujas.

Para cada reacci—n se utilizaron 10'L de PCR-mix-FL HPV y 5 "L de la mezcla
de PCR-buffer-B y polimerasa TagF. Para llevar a cabo las reacciones que
incluyen las muestras y los controles (controles negativos y dos estindares con
noemero exacto de copias de cada tipo de VPH) se mezclaron en untubo nuevo
estZril. Se a—adieron 15 "L de la mezcla preparada a cada uno de los tubos. El

antlisis de cada muestra se llev— a cabo en 4 reacciones con derentes



mezclas. Se colocaron las mezclas de cada mix como se muestra en la Figura

5.
1 3 57 9 .. 19 21
Stripe of 8 tubes - for 0|© © © © © © © Add C1 HPV 16,18,31 / Glob
two biological sample 0)|© (© © © ©© © (© Add C1 HPV 39,45,59 / Glob
0| © © © © ©© © Add C1 HPV 33,35,56,68
o)pe)e)iienie)e (e (e e, Add C1 HPV 51,52,58,66
PCR-mix-FL HPV 16,18,31 / Glob 0|l © © © © © (O] Add C2 HPV 16,18,31/ Glob
PCR-mix-FL HPV 39,45,59 / Glob 0]l © © © © ©|O|C Add C2 HPV 39,45,59 / Glob
PCR-mix-FL HPV 33,35,56,68 9| © © © © © © || Add C2 HPV 33,35,56,68
PCR-mix-FL HPV 51,52,58,66 OO OO OO OO Add C2 HPV 51,52,58,66
2 4 6 8 10 20

\
/ Stripe for positive controls (C1, C2)

Stripe of negative control (C-) |

Figura 5. Distribuci—n de muestras para gPCR. Se muestra la forma en como
se distribuyeron las muestras en las tiras de 8 pocillos para realizar los ensayos
de gPCR para identificaci—n de VPH-AR y sus cargas virales. C1 correspnden a
los calibradores 1 de los distintos tipos de VPH de cada reacci—nmientras que
los C2 corresponden a los calibradores 2 de los distintos tipos de VPH de cada
reacci—n. Estos calibradores tienen un ncemero de copias de cadano de los 14
tipos de VPH y de controles internos de 8-globina para poder realizar la
cuantificaci—n de la carga viral por 100,000 cZlulas.

Se a—adieron 15 " L de la mezcla preparada 016, 18, 31 / GlobO en el ler tubde
cada tira. Se a—adieron 15 " L del mix 039, 45, 59 / GlobO en el segundo tubo. Se
a—adieron 15 "L del mix 33, 35, 56, 680 en el tercer tubo. Se a—adieron 15"L
del mix O51, 52, 58, 660 en el cuarto tubo.

Se a—adieron 10 " de muestra de ADN en cada uno de los 4 tubos con mezclas

diferentes.



5.3.6.2. Muestras control para carga viral del VPH (calibrador  es)

Para el antlisis cuantitativo del VPH se prepararon los calibradores y se
a—adieron los controles negativos. Las condiciones de amplificaci—n se
muestran en la Tabla 4. La se—al de fluorescencia se detect—en los canales

FAM, JOE, ROXy CY5.

Tabla 4. Condiciones de temperatura y ciclos para la realizaci— n de la
gPCR.

Condiciones parala gPCR
Ciclos Temperatura %C Tiempo

1 95 15 min

5 95 5s
60 20s
72 15s

40 95 5s
60 30s*
72 15s

*Adquisici—n de fluorescencia.

5.3.6.3. Antlisis de datos de gPCR
El antlisis de los resultados se realiz— por el programa 7500 de Applied
Biosystems usado para medir la se—al de fluorescencia acumulada en los 4
canales (Tabla 5).
1. La se-al de la amplificaci—n del producto de amplificaci+-del ADN de los
genotipos de VPH 16, 39, 33, 58 fue detectada en el canal para el

fluor—foro FAM.



2. La se-al de la amplificaci—n del producto de amplificacia-del ADN de los
genotipos de VPH 31, 45, 35, 52 fue detectada en el canal para el
fluor—foro JOE.

3. La se-al de la amplificaci—n del producto de amplificacia-del ADN de los
genotipos de VPH 18, 59, 68, 66 fue detectada en el canal para el
fluor—foroROX.

4. La se-al de la amplificaci—n del producto de amplificacia-del ADN de los
genotipos de VPH 56, 51, y de los 2 controles internos de §-globina fue

detectada en el canal para el fluor—foroCy5.

Tabla 5. Matriz de comparaci—n de los canales para detectar los
fluor—foros y los tipos de VPH y controles internos (Cl).

Canall Canal2 Canal3 Canal4

FAM  JOE ROX  Cy5

16 31 18 Cl
39 45 59 Cl
33 35 68 56
58 52 66 51

Los resultados se interpretaron por el cruce (0o no cruce) de la curva de
fluorescencia con el umbral fijado a un nivel espec’fico que correspondi— a la
presencia (0 ausencia) de un valor de Ct de la muestra de ADN en la

correspondiente columna de la cuadr’cula en el software del equipo.



La curva de calibraci—n se grafic— automiticamente de acuerda la base del
threshold y los valores de Ct obtenidos de los calibradores con concentraciones
conocidas. El ncemero de copias de ADN humano y de cada uno @ los tipos de
VPH detectados se calcul—. Los valores obtenidos se utilizaron paa el ctlculo de
la cantidad de ADN de VPH por cada 100,000 cZlulas humanas.

Los resultados de los ctlculos y el antlisis se realizaron utilizando el software
AmpliSens” HPV HCR genotype titre en el formato Excel de Micro soft".

La interpretaci—n de los resultados en logl0 (ncemero de copg por cada
100,000 cZlulas humanas) se llev— a cabo de acuerdo con los primetros

establecidos para el estuche (Tabla 6).

Tabla 6. Interpretaci—n de los resultados obtenidos con el estuch e
Amplisens” HPV HCR Genotype titre.

Resultado log10 Interpretaci—n cl’'nica

<3 Significado cl’nico bajo

3-5 Cl'nicamente importante.
La displasia no se excluye, riesgo
de displasia.

>5 Cl'nicamente importante.

Displasia sugestiva.




5.3.7. Genotipificaci—n y filogenia por secuenciaci—n Sanger

Para realizar la confirmaci—n delgenotipo viral del VPH en muestras mono-
infectadas (con un solo tipo de VPH) se emple— el mZtodo deSanger para
secuenciar los productos de PCR obtenidos por los cebadores PGMY 09/11. Los
productos de PCR se purificaron por centrifugaci—n con el kit Wizad” SV Gel
and PCR Clean-Up System de Promega siguiendo las indicaciones del

fabricante que se describen a continuaci—n.

Para disolver la porci—n del gel . Posterior a electroforesis, se retir— la banda
de DNA del gel y del lugar, removiendo a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Se agreg— 10"L a la membrana de uni—n con soluci—n por cada 10 mg de
porci—n de gel. Seagit— alvortex y se incub— por 5065%Chasta que la porci—n
gel termine totalmente disuelta.

Amplificacion por pcr. Se agreg— un igual volumen con soluci—n de membrana
de uni—n a la amplificaci—n de PCR.

Uni—n del ADN. Se coloc— la minicolumna SV en el tubo colector.
Posteriormente se transfiri— la disoluci—n del gel de PCR produtd por la uni—n
con minicolumna. Se incub— a temperatura ambiente por 1 muto. Se centrifug—
a 16,000g por 1 minuto, se descart—el voloemeny se reintrodujo la columna en el
tubo colector

Lavado. Se agregaron 700 "L de soluci—n de lavado de membrana. Se

centrifug— a 16,000g por 1 minuto y se descart— el flujoedtrabajo, reinsertando



la minicolumna en un tubo colector. Se adicionaron 500 " L de soluci—n de lavado
de membrana.

Se centrifug— a 16,000g por 1 minuto. Se descart— el flujale trabajo y se
reinsert— la minicolumna en un tubo colector. Se vaci— el tubcolector y se
centrifug— la columna por 1 minuto hasta evaporaci—n deltanol residual.

La eluci—n del ADN de la columna se realiz— en un volumenotal de 50 "L,
centrifugando a 16,000g por 1 minuto.

DespuZs de este proceso de purificaci—n se cuantifica diluy—el producto a una
concentraci—n de 3-10 ng. La reacci—n de secuenciaci—n se lleva—cabo
utilizando 8 "L de BigDye Terminator v3.1, 8 "L de agua y 2 "L de producto
diluido. Se dividi— en 2 al'cuotas y a cada una se le aadi— 1"L del cebador
correspondiente (a una PGMY09 y a la otra PGMY1ll). La PCR de
secuenciaci—n se llev— a cabo bajo las siguientes condiciones:
Desnaturalizaci—n: 96 %C por 1 minuto. Alineamiento: 25 cim$ de 96 %C por 10
segundos, 50 ¥C por 5 segundos y 60 ¥%C por 4 minutos. Termaci—n: 4 ¥4C hasta
la siguiente purificaci—n.

Los productos fueron purificados con Big Dye XTerminator, este reactivo estt
dise—ado para eliminar los componentes del ciclo de secuenciaci—n como sales,
nucle—tidos fluor—foros no incorporados y los dNTPs para prevenirsu
coinyecci—n al equipo con los productos marcados con fluor—foro%kl reactivo se
a—adi—directamente a la reacci—n de secuenciaci—n y segit— @ v—rtex
Durante la agitaci—n, los reactivos del BigDye XTerminator c@turan e

inmovilizan los componentes no deseados. DespuZs de la agitaci—n mecinica, la
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reacci—n se centrifug— para mover la fracci—n insoluble de leeacla de reacci—n.

El BigDyeXterminator Purification Kit consta de dos reactivos:
XTerminator Solution: El cual captura los terminadores marcados y sales
libres posteriores a la reacci—n del ciclo de secuenciaci—n.
SAM Solution: La cual mejora el rendimiento del reactivo de BigDye
XTerminator y estabiliza la muestra despuZs de la purificaci—n La
purificaci—n con el BigDye XTerminator se llev— a cabo a—a€indo a cada
reacci—n posterior al ciclo de secuenciaci—n 45L de la soluci—n SAM,
procurando agitarla a mixima velocidad previamente y sin permitir una
sedimentaci—n mayor a 2 minutos. Posteriormente se a—adi— laoluci—n
XTerminator agitando previamente por agitaci—n mecfnica po 10
segundos hasta homogenizar. Se agregaron 10 "L de esta soluci—n a
cada reacci—n. Para su lectura en el analizador genZtico, se cubieron las
reacciones con MicroAmp Clear Adhesive Films. Posteriormente se
agitaron al v—rtex por 30 minutos a mixima velocidad y ihalmente se
centrifugaron. Para posteriormente ser secuenciados en el Genetic

Analyzer 3500.

Se obtuvieron 2 secuencias, la cadena positiva (PGMY 11 Fwd cebador) y la
cadena negativa (PGMY 09 Rv cebador), las cuales fueron ensambladas con el
programa SeqScape” v3 utilizando los genomas de referencia: VPH16 : KO2718;
VPH18: X05015; VPH52: X74481; VPH51: M62877; VPH31: J04353; VPH53:

NC_001593; VPHS56: X74483; VPH66: U31794; VPH59: X77858; VPHA5:



X74479; VPH68: DQO080079; VPH39: M62849; VPH44: U31788; VPHI11:

M14119; VPH6: X00203; VPH81l: AJ620209; VPH72: X94164; VPH69:!
AB027020; VPH82: AB027021; VPH70: U21941; VPH84: AF293960; VPH71:

ABO040456. Posteriormente fueron analizados con la herramienta BLAST de la

plataforma NCBI para alinear las secuencias con las ya reportadas en dicha

plataforma. De esta forma se diferenciaron los genotipos y se clasific— el tipo
viral de acuerdo a la homolog’a.

Las secuencias que fueron obtenidas, mifs las secuencias reportadas en

GenBank, fueron utilizadas para hacer un alineamiento mcelfple en el programa

MEGA v7 (Arizona State University, Tempe, AZ, EUA). Para el alineamiento se

utiliz— el algoritmo MUSCLE por su rapidez y precisi—n. Se incjeron las

secuencias de referencia utilizadas para el ensamble. Se incluy— una secuencia
de referencia de Papillomavirus del mono Rhesus para darle direcci—n al frbol.
La reconstrucci—n de la filogenia se realiz— por el mZtodo defxima similitud.

Se utiliz— el modelo GTR con una distribuci—n gama de cued categor'as y un

soporte de 1000 rZplicas.

5.3.8. Determinaci—n de sitios de integraci—n viral en el g enoma celular

Para la determinaci—n de los sitios de integraci—n, se opt—erpun servicio de
secuenciaci—n en China con resultados comprobados[75]. Solo los registros de
alta significancia fueron usados. Brevemente, se utilizaron sondas
complementarias para la detecci—n de 17 tipos de VPH (6, 11,16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69 y 82). Las librer'as se construyeron siguiendo

las instrucciones del fabricante lllumina. EI ADN se fragment—utilizando un



ultrasonicador Covaris, para obtener fragmentos de 150-200 pb. Los fragmentos
se purificaron, se le dejaron con los extremos romos, se les a—adieron colas de
Adeninas, y se ligaron los adaptadores. Las librer'as se cuantificaron con el
equipo Bioanalyzer.

El proceso de hibridaci—n de las sondas de VPH se llev— a cabo guiendo el
protocolo de MyGenostics GenCap Target Enrichment (MyGenostics, USA). Las
librer'as se hibridaron con las sondas de VPH de los 17 tipos de VPH a 65 vC
por 24 horas, se lavaron para remover los fragmentos no capturados. Los
fragmentos elu’dos se amplificaron con 18 ciclos de PCR para formar las
librer'as para la secuenciaci—n. Las librer'as se cuantificaron y seprocedi— a la
secuenciaci—n, utilizando el equipo HiSeq 2000 de lllumia.

Para el antlisis de las secuencias, las lecturas de baja calidad, las lecturas
duplicadas y las lecturas contaminadas de los adaptadores, fueron removidas
para obtener las lecturas OlimpiasO para los antlisis.

Las lecturas fueron mapeadas a los genomas de VPH y al genoma humano. Las
lecturas que se alinearon cenicamente con secuencias del VPH se decartaron, lo
mismo se hizo con las secuencias que alinearon solo con el genoma humano.
Las lecturas que parcialmente alineaban con los genomas del VPH previamente
mencionados y el genoma humano se utilizaron para reconstruir las secuencias
fragmentadas y localizar los puntos de ruptura exactos, tanto en el genoma viral

como el del genoma humano.



5.3.9. Detecci—n de variantes en las secuencias virales por  secuenciaci—n
de nueva generaci—n (NGS)

Los datos obtenidos por NGS se procesaron utilizando el algoritmo BWA-Mem
en la plataforma Galaxy. Se filtraron las secuencias h’bridas de acuerdo al
CIGAR obtenido, se seleccionaron aquellas con un neemero de baes alineadas
al VPH mayor a 20 y donde los espacios vac’os (soft clipping) fueron mayor a
20. Las lecturas fueron alineadas a los genomas de VPH de referencia (HPVG6:
FR751337.1, HPV82: AF293961.1, HPV69: AB027020.1, HPV68: FR751039.1,
HPV66: EF177191.1, HPV59:. EU918767.1, HPV58. HQ537777.1, HPV56:
EF177181.1, HPV52: HQ537751.1, HPV45: EF202167.1, HPV39: M62849.1,
HPV35: HQ537730.1, HPV33: HQ537688.1, HPV31l: HQ537687.1, HPV18:
AY262282.1, HPV16: NC _001526.2, HPV11l: HE574705.1), y al genoma
humano (NCBI build 37, hgl19). Las lecturas que se alinearon completamente y
se ensamblaron a los genomas de los VPH reportados.

De acuerdo al resultado obtenido de los archivos bam, las variantes fueron
analizadas con el SVdetect para obtener la regi—n inicial delsitio de integraci—n.
Los sitios de integraci—n se analizaron con el programa CREST. Sedetectaron y

clasificaron las variantes encontradas en las secuencias analizadas.

5.3.10. Antlisis estad’stico
Para el anflisis estad'stico, se realizaron pruebas paramZtricas y no
paramZtricas para cada tipo de variable obtenida del proyecto. Para encontrar la

posible asociaci—n de los grupos de clasificaci—n del resultaddel Papanicolaou

! %)



(Normal, ASCUS, LIEAG y LIEBG) con a) Los tipos de VPH (14 tipos de VPH de
alto riego) b) infecci—n mceltiple de VPH y c) Carga viral (alteo baja), se
realizaron tablas de contingencia.

Para comparar el resultado del Papanicolaou: Normal, ASCUS, LIEBG y LIEAG,
con la carga viral (transformada en log 10) para cada tipo de VPH (14 tipos de
VPH-AR), se realiz— una prueba de Kruskal-Wallis. Un valor dep<0.05 fue
considerado significativo. Se utiliz—el programa estad’stico SPSS.

Para el anflisis de componentes principales (PCA) y los mapas de calor, se us—
el paquete estad'stico R. El PCA se realiz— con la matriz de car@ viral (en log
10) por tipos en todos los pacientes usando colores y s’'mbolos para cada grupo
de pacientes. El orden de renglones en el mapa de calor se determin— usando

un agrupamiento jerfrquico con aglomeraci—n OWardO y distanaaclidiana.
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VI. RESULTADOS.

6.1. Descripci—n de muestras

Se recolectaron 294 muestras de cZlulas cervicales en la consulta de

Colposcop’a del Departamento de Ginecolog'a y Obstetricia del Hospital

Universitario ODr. JosZ Eleuterio GonzilezO. Se logr— detectar VPH en 178

muestras (60.5%) con el mZtodo de PCR punto final, utilizando los iniciadores

PGMY 09/11. Ademis, se recolectaron los datos ginecol—gicos como paridad, el
estado de menopausia, tratamiento recibido, entre otros (Tablas 7 y 8). Se

identific— al VPH en 48 muestras (16.3%) con reporte de citologa normal, en 10

casos con ASCUS (3.4%), 57 con LIEBG (19.38%), 47 con LIEAG (15.98%) y en

3 de CaCU (1.02%). El grupo mis predominante en nuestro estudio fue el de

LIEBG, como se muestra en la tabla 10. Otros datos ginecol—gicos importantes
fueron el inicio de vida sexual activa (IVSA) antes de los 18 a—os, donde hubo

una diferencia significativa (p=0.019) entre el grupo de pacientes VPH positivas

vs las pacientes VPH negativas. Al analizar el ncemero de pareja sexuales, no

encontramos diferencia estad’sticamente significativa.

6.2. Genotipificaci—n del VPH

En la tabla 9 se muestran los resultados de los tipos de VPH mis predominantes
entre los grupos de acuerdo con el resultado del Papanicolaou. EI VPH
encontrado con mayor frecuencia en las 178 muestras positivas fue el VPH 16

(33.7%), seguido del 18 (45 casos 25.3%) y 39 (40 casos 22.5%) (Figura 6).



Ademtis, al clasificar las muestras de acuerdo al resultado de su Papanicolaou,
encontramos que en las muestras citol—gicas con resultado aparenémente
normal, el VPH mis predominante fue el VPH 52, seguido del 18 y 16 (Tabla 9);
en LIEBG los VPH mis prevalentes fueron 18, 52 y 16, mientras que en LIEAG
los mis prevalentes fueron 16, 39 y 18. Podemos observar que sin importar el
grado de lesi—n, los VPH 16 y 18 son los mis predominantes.

Identificamos que 105 muestras (59%) ten’an una infecci—n mceltiple de VPH, es
decir, mts de un tipo de VPH en la misma muestra. Como se muestra en la tabla
10, el grupo de LIEAG tuvo un alto porcentaje de infecciones mceltiples (62.5%)
en las LIEBG fue de 55.40% y en las citolog’as normales de 62.1%. Realizamos
un anilisis de Chi cuadrada para encontrar asociaci—n entre los VPH-ARmis
predominantes y las coinfecciones, encontramos que los VPH-AR que mostraron
mayor asociaci—n fueron los VPH16, 18 y 39. Las infecciones mceltiplesmis
comunes encontradas fueron con los VPH 16, 18 y 18, 51.

Encontramos una asociaci—n estad’sticamente significativa entrelos VPH 16, 18,
31, 39, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 con infecciones mceltipts, es decir, que estos se
encontraron coinfectando con otro tipo de VPH en la misma muestra, los VPH
16, 18, 39 y 59 tuvieron la mayor diferencia significativa (Tabla 11). Las
infecciones meeltiples mis frecuentes fueron VPH 16, 18; VPH 18,51; y VPH 18,
52, respectivamente (Tabla 12). Ademis, analizamos si el tipo de VPH estaba
asociado a infecci—n mceltiple en cada uno de los grupos araados.
Encontramos que en las LIEBG y LIEAG el VPH 16 se encontr— asociado a

infecci—n meeltiple (p=0.037 y p=0.01 respectivamente).



Tabla 7. Caracter’'sticas de la poblaci—n.

Caracter’sticas de la poblaci—n

n=294 VPH + n=178 VPHD n=116
Edad 35 (x12) 37 (£12)

Lugar de origen Noreste 93% 89%
Ocupaci—n Hogar 47% 60%
Estado civil Casada 43% 44%
Escolaridad 46% 36%
AHF ctncer 43% 36%
Comorbilidad 14% 16%
Alcohol 30% 27%
Tabaco 34% 27%
IMC 39% Normal 25%

Tabla 8. Caracter'sticas gineco-obstZtricas de la poblaci—n anali  zada.

Antecedentes gineco-obstZtricos

Caracter’stica VPH +
Menarquia 13 (+1.6)
IVSA (<18 a—o0s) 64%
p=0.019

Contactos sexuales (+1) 77%

VPH -
13 (+1.6)
56%

62%




Anticonceptivos de barrera

ETS

Vacuna VPH
A-os en realizar el ler pap.

33% 20%
54% 33%
3% 1%

6 a—0s 6 a—0s

Tabla 9. Prevalencia de VPH y su asociaci—n con infecciones maelti

pacientes agrupadas por Papanicoloau en la primera co

nsulta

Todos los VPH

Tipo de VPH
16
18
39
52
51
Normal
Tipo de VPH
52
18
16
39
51
LIEBG
Tipo de VPH
18
52
16
51
39
58
LIEAG
Tipo de VPH
16
39
18
31
56

detectados

# casos
60
45
40
39
33

# casos
18
17
16
14
13

# casos
15
13
12
12
11
11

# casos
23
12
11
11
9

%
33.7
25.3
22.5
21.9
18.5

%
31
29.3
27.6
24.1
22.4

%
26.8
23.2
21.4
21.4
19.6
19.6

%
47.9
25
22.9
22.9
18.8

Infecci—n multiple

# casos
47
38
34
32
26

# casos
16
16
15
12
10

# casos
12
9
11
9
9
8

# casos
17
10

p
<0.0001

<0.0001

<0.0001
0.001
0.011

0.009
0.002
0.005
0.062
0.338

0.034
0.345
0.007
0.191
0.88
0.312

0.145
0.167
0.171
0.171
0.018

ples en



Tabla 10. Resultado del Papanicolaou en pacientes con infecciones
mceltiples por VPH

Total de caso s de infecciones

Resultado del Total de caso s por multiples de VPH
Papanicolaou grupo P
Naemero de casos % de casos
Normal 48 36 75.0 0.2431
ASCUS 10 ° 0.0 0.0147
LIEBG 57 31 54.3 0.7598
LIEAG 47 30 63.8 0.7968
ccC 3 1 33.3 1.0000
No disponible 13 - -
Total 178 105 59.0

Tabla 11. Tipos de VPH asociados a infecci—n mceltiple de VPH.

Infecci—mmceltiple (coinfecciones)

VPH # casos totales  # casos con infecci—n p
multiple

16 60 47 <0.001
18 45 38 <0.001
31 27 22 0.011
33 5 5 0.079
35 12 9 0.364
39 40 34 <0.001
45 11 8 0.529
51 33 26 0.01

52 39 32 0.001
56 27 22 0.011
58 26 19 0.134
59 27 25 <0.001
66 11 5 0.362
68 15 13 0.027




Tabla 12. Tipos de VPH-AR mis frecuentemente encontrados en

infecciones maeeltiples en la primera consulta.

VPH-AR mis frecuentes en infecciones meeltiples

Tipos de VPH Casos
16, 18 15
18, 51 13
18, 52 12
39,51 12
39, 52 12
Otros 41
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Figura 6. Frecuencia de los VPH detectados.

Se muestran en la grifica el

ncemero de casos de VPH identificados en la poblaci—n analizad En el eje de

las X se encuentran los tipos de VPH acorde a la frecuencia con la que se

encontraron. En el eje de las Y se encuentra el noemero de casosencontrados de

cada tipo de VPH.
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6.3. Carga viral de | VPH

Ademtis de la genotipificaci—n de los VPH, calculamos la carga ral de cada uno
de los 14 VPH-AR y las clasificamos en alta y baja carga viral. No encontramos
ninguna diferencia significativa entre los grupos de estudio y la carga viral total
de los VPH.

Encontramos una asociaci—n de los VPH 18, 51 y 56 con cargas viras altas
(log >3) (Tabla 13). Ademits, comparamos cada una de las cargas virales
promedio de cada VPH entre los grupos analizados. S—Ilo encontranes una
diferencia significativa de la carga viral del VPH 16 en LIEBG en comparaci—n
con otros grupos (Figura 7). Identificamos que la carga viral del VPH 16 estaba
incrementada en el grupo de LIEBG y que era menor en las LIEAG. No se
encontr— ninguna diferencia significativa entre la carga virh promedio de otros
VPH-AR y el resultado del Papanicolaou (Figura 8).

El antlisis de componente multivariable de las cargas virales de cada uno de los
VPH detectados por el estuche, no mostr— agrupamientos evidetes por las
cargas virales y/o resultado del Papanicolaou.

Comparamos cada una de las cargas virales de cada tipo de VPH vy
encontramos diferencias significativas entre los rangos promedio de los VPH 18
y 31 (p=0.02) y VPH 56 (p=0.004). El VPH 18 se encontr— mostr— cargas virales
mis bajas.

Se realiz— una prueba de U de MannwWhitney para comprar todos los tipos de
VPH de todas las muestras y se encontr— una diferencia significava de la carga

viral de los VPH 16 y 18. Identificamos que la carga viral del VPH 16 era mis



alta en comparaci—n con el VPH 18 (log 2.18 vs log 3.43, copias por cad 10"5
cZlulas, p=0.016). Al comparar la medias de todas las muestras, el VPH 45 tuvo
una carga viral promedio mis alta que el VPH 16 (p=0.008) (log 4.37 vs 2.18),
utilizando una prueba T para comparaci—n de lasmedias. El VPH 56 tambiZn se
encontr— en cargas virales mis altas que el VPH 16 (p=0.04) en ¢das las

muestras, como se muestra en la figura 9.

Tabla 13. Tipos de VPH asociados a carga viral alta
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Carga viral del VPH 16 entre los grupos

*
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Resultado del Papanicolaou

Figura 7. Carga viral promedio del VPH 16 entre los grupos analizados. Se
muestran los grupos de acuerdo al resultado del Papanicolaou (Normal, ASCUS,

LIEBG y LIEAG) y las diferencias significativas del grupo LIEBG con el resto de
los grupos analizados.
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Figura 8. Promedio de cargas virales de los VPH- AR. A) Antlisis de

componentes principales. Se muestran los primeros 2 componentes que

capturan la mayor variabilidad. B) Mapa de calor representativo de los datos de

carga viral. Las pacientes se muestran en vertical mientras que el tipo de VPH

en horizontal. La carga se muestra en c—digo de color como sendica en OLoadO

Las filas y columnas se ordenaron por agrupamiento jerirquico usando la

aglomeraci—n de Ward.
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Figura 9. Media de las cargas virales de cada uno de los  VPH presentes en
la poblaci—n analizada. Se muestran en el eje horizontal los tipos de VPH y en
el eje vertical la media de la carga viral de cada tipo de VPH en log10.

6.4. Seguimiento a pacientes VPH positivas.

En este estudio se logr— dar seguimiento a 81 pacientes en & consulta de
Colposcop’a, el cual fue de 6 meses a 1 a—o despuZs de su primera consulta. A
las pacientes de seguimiento se les tom— una segunda muestrade Papanicolaou
en fase I'quida. Se detectaron 31 muestras VPH positivas, es decir, con una
infecci—n persistente por este virus (34.56%). En 15 muestras (48.8%)

identificamos mis de un tipo de VPH (coinfecci—n), y el tipode VPH mis



frecuente encontrado fue el VPH 59 (42.9%), seguido del 56 (32.1%), 39
(28.6%), 52 (25%) y 16 (17.9%) (Figura 10). El 67.9% de las pacientes con
persistencia ten’an una carga viral alta. Solamente el VPH 39 se encontr—

asociado a una infecci—n meeltiple en las muestras de seguiranto (p=0.009).
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Figura 10. Frecuencia de VPH detectados en la segunda consulta. En el Eje
de las X se muestra el tipo de VPH detectado, mientras que en el eje de las Y se
encuentra el noemero de casos encontrados. Podemos observar que losVPH
mis frecuentes encontrados fueron 59, 39, 52 y 56.

6.5. Filogenia y Variantes del VPH
Se analizaron 34 muestras que ten’an monoinfecci—nde VPH-AR, se secuenci—
una regi—nde 450 pb correspondiente al gen L1 del VPH. Los VPH encontrados

fueron los siguientes: VPH31, VPH44, VPH11, VPH69, VPH82, VPH53, VPH56,



VPH59, VPHA45, VPH68, VPH39, VPH70, VPH84, VPH81, VPH72 y VPH71. En
la Figura 11 se observa como se agruparon las secuencias obtenidas con las
secuencias de referencia utilizadas. La mayor'a de las muestras se agruparon
con las secuencias de referencia con un soporte alto (>70%). Sin embargo, la
muestra MK142 que corresponde a VPH 82 se agrup— con el VPH51. Esto
puede deberse a que el modelo de sustituci—n no es el misadecuado para este
tipo de VPH. Las secuencias obtenidas del VPH 18 se agruparon dentro del
linaje A con un soporte de 62 (Figura 12). Sin embargo, las muestras no se
agruparon con un sublinaje en particular y formaron su propio clado. Las cinco
muestras obtenidas del VPH 52 se agruparon en el linaje A con un soporte de 77
(figura 13). Debido al tama—o corto del producto secuenciado, no se pudo
discernir a cufl de los dos sublinajes pertenecen las muestras secuenciadas.

Las cuatro muestras de VPH16 se agruparon en el linaje A, espec’ficamente en
el sublinaje A4 (llamado anteriormente Asittico del Este). La separaci—n entre
linajes tuvo un soporte de 87 (Figura 14). Las tres secuencias de VPH 51 se
agruparon en el linaje A, sublinaje A1 con un soporte de 88. Las dos secuencias
identificadas para el VPH 6 no pudieron agruparse de manera confiable con
alguno de los linajes y sublinajes. La muestra MK110 pareciera agruparse con el
sublinaje B3 pero el soporte es bajo. Se confirm— que la muestra MK90 no
pertenece al linaje B y que la muestra MK175 pertenece al linaje C del VPH31.
La muestra MKO7 pertenece al linaje A del VPH 11.

Estas secuencias nos permitieron agrupar las muestras en linajes y sublinajes,

los resultados no fueron concluyentes ya que es necesario secuenciar el



genoma completo o una regi—n mits grande del genoma deNMPH para confirmar

el linaje o el sublinaje, como en el caso de las secuencias de VPH 18.

Figura 11. crbol filogenZtico de las secuencias aisladas de los VPH. Se
asign— el prefijo MK al nocemero de identificaci—n de las mstras de nuestra
poblaci—n y estin marcadas con un cuadrado en color negro. Se dserv— c+#o
nuestras muestras se agrupan con las reportadas en las bases de datos
Papillomavirus Episteme. La gama de color rojo se—ala a los VPH de alto riesgo,
el color azul los VPH de bajo riesgo y el blanco se-ala riesgo desconocido. Los

diamantes negros simbolizan el soporte con el que se agrupan las secuencias.



Figura 12. Subtipos encontrados del VPH 18. A las dos cepas de las muestras
de nuestra poblaci—nque se agrupan con el linaje A se les asign— el prefijo MKy
esttn marcadas con un cuadrado en color negro. Ambas muestras tuvieron un

soporte de 62.



Figura 13. Subtipos del VPH 52 encontrados. Se asign— el prefijo MK al
ncemero de identificaci—n de las muestras de nuestra poblaci—amnalizadas y
esttn marcadas con un cuadrado en color negro. Se observ— que la 5 cepas
VPH 52 se agruparon con el linaje A con un soporte de 77, de acuerdo con las
secuencias reportadas en la base de datos del Papillomavirus Episteme.



Figura 14. Subtipos del VPH 16 encontrados en nuestra poblaci—n. Se
asign— el prefijo MK al ncemero de identificaci—n de las estras de nuestra
poblaci—n analizadas y estfn marcadas con un cuadrado en colo negro. Se
encontraron 4 cepas que ensamblan con el subtipo A4 con un soporte de 87, las
cuales coniciden con cepas Asitticas del Este.

6.6. Antlisis de integraci—n del VPH por medio de NGS

Se realiz— secuenciaci—n masiva en 22 muestras, de las cuales se vestra el
antlisis de 7 secuencias que tuvieron un mayor ncemero de Ieturas, por lo que
se clasificaron como de alta confianza. Se encontraron desde 1 hasta 63

integraciones por muestra, donde el VPH con mayor nocemero de itegraciones



fue el VPH 31 (Tabla 14). Se identific— que todas las muestras tuvieron al menos

1 integraci—n de al menos un VPH-AR. Todas las muestras analizalas ten’an

infecciones mceltiples, las cuales, ademts, eran infecciones claificadas como

persistentes durante al menos 6 meses.

Se encontr— que el sitio con mayor ncemero de rupturas en elepoma del VPH

fue el gen E1, seguido de L1 y L2 como se observa en la figura 15.

Se encontr— que en el VPH 31, el sitio con mayor ncemero de rupras fue L1,

seguido de E1, como se muestra en la tabla 15. Todos los sitios de ruptura se

distribuyen a lo largo del genoma viral, sin embargo no se observ— ningoen patr—n

por tipo de VPH.

En la tabla 16, se muestran los sitios en donde se encontr— la integraci—n del

genoma viral en el genoma huZsped. Se puede observar que la mayora de las

integraciones en estas lesiones precancerosas Se encontraron en regiones

intergZnicas

e

intr—nicas.

De

los

aproximadamente 173 genes (Anexo 1).

cuales

encontramos

afectados

Tabla 14. Ncemero de integraciones por grado de lesi—n y por tip o de VPH

Muestra | Tipo de VPH | VPH | VPH | VPH | VPH | VPH | VPH | VPH | VPH Total de
lesio n 16 30 31 42 51 52 59 68 74 integraciones

m59 LIEAG 63 63
m52 ASCUS 30 30
m45 LIEBG 29 29
m47 LIEAG 18 8 26
m54 LIEBG 18 1 4 23
m55 LIEAG 1 1

m62 LIEBG 1

Total 1 18 63 1 18 30 29 8 173
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Figura 15. Ncemero de rupturas en los genes virales. Se encontr— un mayor

ncemero de rupturas en el gen E1 del VPH, seguido del gen L1y L2. El gen E2

no se encontr— como el gen con mayor ncemero de rupturas.

Tabla 15. Neemero de integraciones por tipo de VPH y genes

virales.

Tipo de VPH El E2 E4 E5 E6 E7 L1
31 16 5 1 3 4 24
59 10 2 1 3 10
68 8 3 1 3 1 7
30 4 4 3 3
52 7 3 2 3
74 5 1 1 1
51 1 1 2 1

16

L2

10

Total

63

30

29

18

18



42 1

Total 51 19 8 3 8 7 49 28

173

Tabla 16. Sitios de integraci—n en el genoma humano por regi—n g Znica.
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VIl. DISCUSIIN

7. Discusi—n

Se colectaron 294 muestras de pacientes con un rango de edad de 18 a 80
a—0s. No hubo una distribuci—n normal en la edad, pero seobserv—que la
mayor'a de las pacientes VPH positivas eran j—venes cercanas a los18 a—os.
Esto muestra que en nuestra poblaci—n se presentan lesiones precacerosas
desde edades muy tempranas, lo cual es un factor de riesgo para el desarrollo
del CC.

Todas las pacientes fueron reclutadas en la consulta de Colposcop’a del
Departamento de Ginecolog’a y Obstetricia, por lo que este estudio no fue al
azar. Sin embargo, en tZrminos epidemiol—gicos, ginecol—gicosy de

biomarcadores, las variables analizadas tuvieron distribuciones normales.



La media de edad fue de 37 a-o0s, la mayor’a de las pacientes proven’an de la
regi—n Noreste de MZxico (89%), se dedicaba al hogar y estahn casadas.
Cerca de un 43% ten’a antecedentes heredofamiliares de cincer. No se
encontraron diferencias significativas entre el consumo de alcohol o tabaco y las
pacientes VPH positivas y negativas.

Entre los antecedentes gineco-obstZtricos encontramos diferencias significativas
en el inicio de vida sexual activa antes de los 18 a—o0s, el 64% de las pacientes
VPH positivas cay— en este grupo (p=0.019). Ademis encontramos derencias
significativas en el ncemero de contactos sexuales, donde cerca @l 77% de las
pacientes VPH positivas mencion— haber tenido mis de una parga sexual, en
comparaci—n con las VPH negativas (62%). Hubo un ’'ndice bajo @& uso de
preservativos (33%) y la mayor'a de las pacientes VPH positivas ten’a
antecedentes de una ETS (54%). En nuestro pa’s la cobertura de la vacuna para
el VPH es muy baja, ya que de esta poblaci—n s—Ilo el 3% mencion— haber
recibido la vacuna. En otros pa’ses sin embargo, ha habido un decremento de
lesiones precancerosas (hasta 12%) con el ingreso de la vacuna [127], en
contraste, en MZxico la implementaci—n de la vacuna comenz-en el 2008 y acen
no hay datos equivalentes del impacto de la vacuna en nuestra poblaci—n.
Existe ademifs una baja cultura de la realizaci—n del Papanictaou, ya que
despuZs del primer contacto sexual, las pacientes tardaron 6 a—os en promedio
para realizarse el primer Papanicolaou.

Nosotros utilizamos como mZtodo de detecci—n de VPH una PCR pato final

utilizando los iniciadores PGMY 09/11, los cuales amplifican un amplio espectro



de tipos de VPH, con una sensibilidad de hasta 10 genomas de VPH [113, 128,

129]. Para determinar los tipos de VPH decidimos utilizar un estuche de gPCR

multiplex para poder cuantificar 14 VPH-AR, el cual es un ensayo in vitro que

permite la detecci—n, diferenciaci—n y cuantificaci—n de est®$H, utilizando un

fragmento del gen 8§-globina como control end—geno. Cada genotipo es

detectado en un canal diferente de fluorescencia que permite la cuantificaci—n y
diferenciaci—n de cada uno.Debido al alto 'ndice de coinfecciones de VPH en la

misma muestra un mZtodo multiplex fue necesario para permitir la detecci—n de
los VPH-AR mis prevalentes, sin embargo, no descarta la presencia de VPH de

bajo riesgo, que podr'an estar participando en la sinergia de la infecci—n por este
virus.

Los estudios epidemiol—gicos pueden ayudar a comprender la pevalencia y

diversidad de de los VPH en la poblaci—n Mexicana. En este studio, catorce

tipos de VPH-AR fueron detectados en mujeres Mexicanas con alteraciones

ginecol—gicas, donde los VPH 16, 18 y 39 fueron los mis prevéentes. En la

regi—n Noreste de MZxico, los VPH 59, 52, y 16 fueron previmente reportados

como los mis prevalentes en muestras citol—gicas normaleg130, 131]. Cuando

analizamos las muestras de las pacientes conforme a su resultado del

Papanicolaou, encontramos que los tipos de VPH mis prevalentes en LIEBG

fueron 18, 52, y 16; mientras que en LIEAG encontramos 16, 39, y 18 [5, 131].

En un estudio en MZxico donde se utiliz— el mZtodo de arrglo lineal para la

genotipificaci—n de VPH, se encontraron con mayor frecuencia enLIEBG los

VPH 16 y 58, y en LIEAG los VPH 16 y 31. Estos resultados resaltan la



importancia del tamizaje del VPH en diferentes regiones de nuestro pa’s. Los
estudios que se han llevado a cabo en la poblaci—n mexicaa, han demostrado
diferencias en la prevalencia del genotipo viral, dependiendo de la zona
geogrifica. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo en los estados de
Aguascalientes, Jalisco y Zacatecas, encontraron el VPH 51 y 16 como los
genotipos mis prevalentes [132]. Otro estudio realizado en la poblaci—n del
estado de Tlaxcala, encontr— que los tipos de VPH 16 y 18 ¢n’an la mayor
prevalencia [133].

A nivel mundial los tipos de VPH mis prevalentes son 16, 18 y 52 [134-136].

El inconveniente de llevar a cabo estudios comparativos es la estrategia
metodol—gica utilizada y la poblaci—n analizada; el esthe de genotipificaci—n
Linear Array” puede detectar un mayor ncemero de tipos de VPH. Ademis el
criterio de selecci—n de poblaci—n var’a entre los distintos estlios, por ejemplo,
poblaci—n abierta vs grupos de riesgo.

En este estudio detectamos 48 casos VPH positivos con una citolog’a normal
aparente, donde el 62.10% ten’a infecci—n mceltiple d&PH-AR y 63.8% ten’an
una carga viral alta. Previamente se ha asociado la carga viral alta con el riesgo
de persistencia de infecci—n del VPH137]. En otros reportes [138], la incidencia
de VPH en citolog’as normales fue de 14.5% en la regi—n dé centro de MZxico
en un tamizaje de poblaci—n abierta. En nuestro estudio econtramos el 30% de
infecci—n de VPH en estas citolog’as aparentemente normales, syerior a lo

encontrado en la regi—n centro del pa’s.



Encontramos que el 59% de las muestras VPH positivas ten’an una infecci—n
meeltiple de VPH. Otros estudios reportan infecciones mceltiplesle VPH en el
68.2% de las muestras de LIEAG [5] y 13.23% en muestras de tejidos
embebidos en parafina [139]. Sin embargo, existen estudios que reportan que
las infecciones mceltiples de VPH no se correlacionan con el increnento del
riesgo de tener lesiones precancerosas [140]. A pesar de que el mZtodo de
gPCR utilizado no puede detectar VPH-BR, no podemos descartar que las
muestras podr'an tener tambiZn una coinfecci—n con un VPH-BR. EI62.5% de
las muestras con LIEAG presentaron infecciones mceltiples, lo cual fue
estad’sticamente significativo. Como ha sido reportado previamente, las
infecciones mceltiples de VPH, especialmente VPH 16, han sido &ociadas a un
incremento de riesgo de desarrollo de lesiones [141, 142]. La coinfecci—n con
meeltiples tipos de VPH es mis probable que participe en el @sarrollo de
lesiones, y, aparentemente, existe una sinergia entre el VPH mis prevalente, por
lo que deber’a identificarse algcen patr—n posible.

Encontramos una diferencia significativa entre los grupos analizados y la carga
viral del VPH 16, que se encontr— incrementada en las LIEBG, ¢ cual coincide
con un reporte de una poblaci—n en Dinamarcal4]. En otro estudio similar del
VPH 16, se encontr— una carga viral de VPH 16 aumentada en la LIEAG

[143]. Mientras que la asociaci—n de la lesi—n citol—gica y la cargdral puede
diferir entre los diferentes estudios, la carga viral se ha identificado
consistentemente entre las poblaciones como un factor de riesgo para el

desarrollo de CC [54, 67, 144, 145]. Y ademis de que existen estudios que



reportan que el riesgo de las lesiones cervicales se asocian al tipo de VPH
[146].Por lo que la carga viral del VPH 16 podr’a ser un biomarcador indicativo
de una infecci—n activa con potencial riesgo de desarrollo de LIEBG.
Encontramos en este estudio que las pacientes que ten’an una citolog’a normal
con infecci—n de VPH 16, tuvieron una carla viral menor que guellas con una
LIEBG (p=0.012). Lo que podra indicar que existe una replicaci—n acdtva de
VPH, lo cual es consistente con otros estudios donde la carga viral disminuye
conforme aumenta el grado de la lesi—n cervical pero aumend en los casos de
CC [147].

Pocos estudios de VPH hacen un seguimiento adecuado de las pacientes, lo
gue limita los estudios epidemiol—gicos sobre la persistenciade la infecci—n por
VPH y los cambios en la carga viral durante la progresi—n de laenfermedad. Los
estudios que emplean un esquema de seguimiento pueden analizar no solo la
prevalencia y la distribuci—n, sino tambiZn la persistencia @l genotipo, la carga
viral a lo largo del tiempo y el comportamiento de progresi—n tanto de las
infecciones cenicas por VPH como mceltiples infecciones por VPH. Junt@on los
factores socioculturales, el origen Ztnico ha demostrado ser una influencia en la
prevalencia del VPH. Por ejemplo, un estudio realizado en Estados Unidos que
incluy— a 4080 mujeres, de las cuales el 29.7% eran afroameicanas, el 25.6%
eran mexicoamericanas, el 8.9% eran hispanas y el 35.8% eran blancas,
considerando los a—os previos a la vacuna de VPH (2003-2006), el tipo de

vacuna de VPH y los a—os posteriores a la licencia (2011-2014), hubo una



disminuci—n significativa en la prevalencia en los dos primeo grupos, pero no en
las mexicanoamericanas [148].

La infecci—n persistente del VPH es un factor de riesgo para eldesarrollo de
CaCU. La carga viral del VPH fue mifs alta en pacientes con una infecci—n
persistente. Esto ya ha sido reportado previamente como un factor de riesgo en
otros estudios [149].

La detecci—n y tratamiento de las infecciones del VPH ayudarfa reducir la
progresi—n del CaCU. Las neoplasias cervicales intraepitelials son tratadas con
conizaci—n cervical, procedimiento de escisi—n electroquircergica ebucle o
crioterapia, para reducir el desarrollo de CaCU. Las pacientes inclu’'das en este
estudio fueron referidas a la consulta por un resultado de citolog’a anormal o
alguna alteraci—n cervical, que posteriormente, recibieron untratamiento acorde
a su estado cl'nico. Encontramos que el 38.27% de las pacientes VPH positivas
tuvo una infecci—n persistente de VPH. Otros estudios reportan m rango de 10%
a 40.9% [5, 150-152] de infecciones persistentes en sus muestras. En estos
estudios previos se detect— la infecci—n de VPH un a—o despuZde la primer
toma de muestra. Pirtea et al. encontraron un 41% de infecciones persistentes,
similar a nuestros resultados encontrados. Sin embargo la toma de la muestra
de seguimiento se realiz— en un lapso de tiempo menor a émeses de la primer
toma de muestra [5]. Esta persistencia se reduce en un 20% despuZs de un a—o
de seguimiento. En nuestro estudio, la muestra de seguimiento se recolect— en

un lapso de 6 hasta 12 meses posteriores a la primer toma. Por lo que la



persistencia encontrada en este estudio no pareciera deberse al tiempo de toma
muestra de seguimiento.

En un estudio realizado en el 2002 en el noreste de MZxico [130] se encontr— un
19.4% de persistencia de infecci—n de VPH, a diferencia de negotros, que
encontramos un 38.27%. No obstante, este estudio realizado en el 2002 fue en
poblaci—n abierta, mientras que este trabajo fue un tamizge en pacientes con
alteraciones ginecol—gicas. En este mismo estudio, los VPH con mgor
prevalencia en las muestras de seguimiento (3 a—0s posteriores a la primer
toma), fueron 16 y 18, mientras que en esta investigaci—nlos VPH mas
prevalentes fueron 59 y 56.

Este estudio nos permiti— analizar factores virales asociados cond persistencia,
ya que llevamos a cabo un estudio de seguimiento en pacientes que asistieron a
la clI'nica de colposcop’a. Estos estudios de seguimiento permiten una
evaluaci—n mis precisa de la resistencia viral. Evaluamos pacietes con alto
riesgo de desarrollar CaCU en la consulta de colposcop’a. Todos estos
pacientes ten’an antecedentes de enfermedades de transmisi—nsexual previas.
El uso de la inspecci—n visual con fcido acZtico (VIA) para idenficar lesiones
cancerosas, la detecci—n de VPH de alto riesgo y la cuantificacir-de las cargas
virales, combinadas con el uso de la colposcop’a por un mZdico especializado,
nos permitieron evaluar a los pacientes de forma integral y exhaustiva. Las
pacientes con un resultado de VPH positivo y una citolog’a anormal, tienen que
confirmarse con VIA colposc—pica, ya que esta tZcnica mejora la sesibilidad

para la detecci—n de CaCU. La VIA colposc—pica tiene el poteial de ser una



herramienta de detecci—n de CaCU, especialmente en pa’ses & bajos recursos

[153].

En la poblaci—n analizada, s—Ilo el 3.4% de las mujeres recdiron alguna vacuna

del VPH. En nuestro pa’s, la vacunaci—n de las ni-as de 9 all a—os de edad

comenz— en el 2009, por lo que la mayor'a de las pacients que participaron en

este estudio no fueron vacunadas. Las pacientes vacunadas presentaron

infecciones con altas cargas virales por los VPH 39, 45, 51, 52, 56 y 58, ademis

de presentar infecciones meeltiples de mis de un tipo de VPH.S—Ilo 3 pacientes
vacunadas presentaron infecci—n por VPH 16 o 18. Siete pacients presentaban

una lesi—n intraepitelial al momento de la consulta, ydos de ellas presentaban

verrugas genitales, que son causadas generalmente por los VPH 6 y 11. Estas

pacientes hab’an recibido la vacuna contra VPH 16 y 18.

Los estudios de detecci—n de los tipos de VPH han ayudado acomprender la

evoluci—n del VPH en diferentes poblaciones, donde las vacuas no han

alcanzado la completa cobertura de la poblaci—n sexualmente activa. Nuestro
estudio tiene la ventaja de que detectamos y cuantificamos 14 VPH-AR, lo cual

es de gran utilidad para la detecci—n de pacientes en riesgo de desarrollo de
lesiones precancerosas. Nos enfocamos en identificar VPH-AR y su prevalencia,

los cuales estfn asociados al riesgo de progresi—n a ctncer.

No encontramos diferencias significativas entre los otros tipos de VPH y su

carga viral con los grupos analizados, lo cual podr'a deberse a la presencia de

infecciones mceltiples. No descartamos la posible sinergia entrelas infecciones

meeltiples, lo cual podr’a incrementar el riesgo de desarrollarlesiones.



Determinamos tambiZn el rango de las cargas virales de los 14 VPH-AR
detectados con el estuche de gPCR. En nuestra poblaci—n fue mayor la carga
viral al comparar el VPH 16 vs el VPH 18, mientras que el VPH 18 se encontr—
por debajo del 52, 56, 59 y 66, lo que podr'a estar asociado a su capacidad
carcinogZnica y al grado de lesi—n en el que fue encontrado. Es importante
incrementar el n,emero de muestras para encontrar una posible aseiaci—n.

El tamizaje de genotipificaci—n mejorart el manejo delCaCU en la prictica
cl'nica. Para desarrollar una vacuna eficaz, tienen que realizarse estudios
epidemiol—gicos para determinar los tipos de VPH de poblacioes o freas
espec’ficas. Y aunque este tipo de estudios se han realizado en nuestro pa’s, la
distribuci—n de los genotipos var'a entre las regiones de MZico. Se han
reportado coinfecciones en CaCU y lesiones premalignas, lo cual es muy comeen
en mujeres j—veneg154, 155].

Con secuenciaci—n de la regi—n L1 de 34 muestras VPH positivas se catruy—
un frbol filogenZtico para determinar los subtipos de algunos VPH-AR. En las
muestras VPH 16 positivas encontramos que eran cepas VPH A4 (asifticas)
(4/4). En reportes previos [124], las cepas no europeas se han asociado a un
mayor riesgo de evoluci—n a CaCU,lo cual pudimos observar en nuestra
poblaci—n, ya que estas lesiones se presentaron en pacientes auna edad muy
temprana. Encontramos otras variantes de VPH-AR, de las cuales acenno se ha
reportado asociacion con el riesgo de evoluci—n a CaCU

La integraci—n del VPH en el genoma humano es un paso creo para la

evoluci—n a CaCU. Nosotros logramos secuenciar 22 muestras con lsiones



precancerosas. En estudios previos se ha analizado la integraci—ndel VPH en el

genoma humano en muestras de tumores, mientras que el nuestro es el primer

reporte de integraci—n del VPH en lesiones precancerosas.

Se identificaron desde 1 hasta 63 integraciones por muestra, todas las muestras

presentaron al menos un tipo de VPH-AR. Utilizamos la secuenciaci—n masiva
con el mZtodo reportado por Hu et al, ya que se enriquecen las secuencias

blanco h'bridas y por lo tanto podemos detectar un mayor namero de

integraciones en las muestras [75]. Las muestras que analizamos correspond’an

a cZlulas cervicales de pacientes con infecciones persistentes, por lo que este

resultado es relevante, ya que estamos observando que la integraci—n viral estt
presente en lesiones precursoras (desde ASCUS hasta LIEAG), lo cual no ha

sido reportado previamente. Logramos identificar muestras con integraci—n del
VPH en LIEBG, lo cual nos indica que la integraci—n del virusse pude dar en

etapas tempranas y que esta integraci—n puede ser un biomarcaor asociado a

persistencia.

Los genes afectados que encontramos en nuestro estudio concuerdan con

reportes previos de integraci—n del VPH en el genoma humanopor lo que estos

podran ser biomarcadores de predicci—n de riesgo y persistencia, @ra la

probable evoluci—n a CaCU75, 83, 156, 157].

Las limitaciones de este estudio incluyen una selecci—n no a@arosa de las

muestras y falta de datos epidemiol—gicos de algunas pacietes. A pesar de esta

selecci—n, la poblaci—n represent— distribuciones normales, loaunos permiti—

cumplir nuestros objetivos.



Para disminuir la tasa de mortalidad de CaCU en MZxico, debemos expandir la
cobertura de la prueba de Papanicolaou, mejorar los programas de control de
calidad para los laboratorios de citopatolog’a, integrar estrategias de detecci—n
(prueba de Papanicolaou combinada, pruebas de VPH y vacuna contra el VPH),
mejorar la cobertura de la colposcop’a e implementar nuevas estrategias

educativas de salud sobre el CaCU.



VIIl. CONCLUSIONES

8. Conclusiones

La persistencia de las lesiones por VPH se encuentra entre los factores de
riesgo mifs importantes para la progresi—n de CaCU y quizts elprimero para la
progresi—n a lesiones ldentificamos los VPH 16, 18, y 39 como los tipos mis
prevalentes en muestras citol—gicas en mujeres Mexicanas con akraciones
ginecol—gicas. Los VPH 16, 18, 31, 35, 39, 45, 52, 56, y59 se encontraron
asociados a cargas virales altas, mientras que los VPH 16, 18, 51, 52, 59, y 68
se encontraron asociados a infecciones meeltiples.La carga viral del VPH 16 se
encontr— aumentada en LIEBG. El 30% de las pacientes con citlog’a normal
presentaron infecci—n por VPH. El 57% de las pacientes con infecei—n mceltiple
de VPH no pudieron eliminar la infecci—n viral. Este estudioprovee mayor
evidencia de que las infecciones mceltiples son un potencial bomarcador para la
persistencia de infecci—n por el VPH. Esta informaci—n podr'a seraliosa para
identificar biomarcadores tempranos para la predicci—n de lesioes cervicales.
Se encontraron 4 muestras VPH 16 del linaje A, sublinaje A4, tres secuencias de
VPH 51 del linaje A, sublinaje Al; una muestra de VPH 31 del linaje C y una
muestra VPH 11 del linaje A.

Este es el primer reporte de hallazgos de integraci—n viral en lesiones
precursoras de bajo y alto grado con infecci—n persistente, pord que se propone
a la integraci—n del VPH en lesiones precursoras como un potenciadbiomarcador

de evoluci—n a ctncer.
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