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indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el
modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el célculo de los
arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -4691.87, B (NILM) = -2188.00,
C (LSIL) =-1680.51, D (HSIL) = -1809.20, E (IC) = -2990.45. ........evvvvvreeeeiiinnnnnen 60
Fig. 15: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias del fragmento L1_2. Los valores en las intersecciones de las ramas
indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el
modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo de los
arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) =-10333.74, B (NILM) = -3687.07,
C (LSIL) = -2724.25, D (HSIL) = -3580.05, E (IC) = -5505.22. ......cvcveveereerenanann. 61
Fig. 16: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias del fragmento L2_1. Los valores en las intersecciones de las ramas
indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el
modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el célculo de los
arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -3716.46, B (NILM) = -2362.07,
C (LSIL) =-1529.09, D (HSIL) =-1968.31, E (IC) = -1768.45. ........vvvvveeeeeeiiiinnnee. 62
Fig. 17: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias del fragmento L2_2. Los valores en las intersecciones de las ramas
indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el
modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo de los
arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -9161.55, B (NILM) = -2700.40,
C (LSIL) = -3382.50, D (HSIL) =-3341.66, E (IC) = -3312.79. ...ccvvvveeeeeeeeeeeenne, 63
Fig. 18: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdaltiples de
las secuencias de aminoacidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento
L1 1. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a
100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq
se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol:
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A (global) = -2393.63, B (NILM) = -1159.52, C (LSIL) = -1326.81, D (HSIL) = -
1096.13, E (IC) = =1A34.72. ..ottt e e e e 68
Fig. 19: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias de aminoacidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento
L1 2. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a
100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq
se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol:
A (global) = -10108.37, B (NILM) = -3620.82, C (LSIL) = -2015.33, D (HSIL) = -
2999.46, E (IC) = “4326.76.....uueeeeeeeeeeeeiiireeeeee e e e e e asiataeeeeea e e e e s sssaabaeeeeeee e e s e aennneees 69
Fig. 20: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias de aminoacidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento
L2 1. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a
100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq
se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol:
A (global) =-2639.51, B (NILM) =-1866.42, C (LSIL) =-963.60, D (HSIL) =-1287.33,
E QERE1127.55. ...........nvvirieeennnann.. R ... e 70
Fig. 21: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de
las secuencias de aminoécidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento
L2 2. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a
100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq
se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol:
A (global) = -4182.39, B (NILM) = -1278.45, C (LSIL) = -1779.56, D (HSIL) = -
1466.15, E (IC) = =18A4.52.....cccceii. ittt e s e s e e s aa A e 71
Fig. 22: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdaltiples de
las secuencias consenso calculadas para cada grupo de lesion. Los valores en las
intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas
sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para
el célculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol: L1 (izquierda) = -1654.72,
L2 (derecha) = -1584.73. ... 73



Fig. 23: Modelos 3D de las proteinas consenso L1 calculadas para cada grupo de
lesion. En todos los casos, la prediccidn se realiz6 mediante configuracion estandar

a partir del modelo més cercano obtenido en .pb. ... 75
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RESUMEN

La infeccidon por VPH es un factor necesario, mas no suficiente, para la aparicion de
lesiones cervicales neoplasicas que pueden progresar a cancer cervicouterino.
Entre los mas de 200 genotipos de VPH caracterizados a la fecha, un grupo de 14
se consideran de alto riesgo para la progresion de las lesiones neoplasicas
cervicales a cancer; entre ellos se encuentra VPH 51, un genotipo con una
prevalencia mundial estimada entre 0.5 y 4%. Debido a antecedentes de una
prevalencia inusualmente alta de VPH 51 en pacientes con lesiones neoplasicas en
evolucion y pacientes con céancer en la region centro de México, es de interés
conocer si existen variantes regionales que pudieran tener un impacto adicional en
la persistencia de dichas lesiones o en potenciales programas de vacunacion si VPH
51 se incorpora al esquema de vacunacion. Para ello, se realiz6 un estudio
ambispectivo sobre 44 pacientes positivas a VPH 51 y que presentaran grados
variables de evolucion de lesiones cervicales o carcinoma, con el fin de determinar
la variabilidad genética de los genes L1 y L2 de VPH 51 y determinar si existen
variantes de interés. Mediante amplificacion por PCR y secuenciacion, se obtuvieron
las secuencias de L1 y L2 de las muestras de pacientes, y se realizé el analisis
bioinformatico para determinar la presencia de polimorfismos, filogenia y traduccién
in silico para determinar posibles mutaciones, asi como la posibilidad de seleccién
presente sobre las mismas mediante andlisis de neutralidad de D de Tajima. Se
determind la presencia de varios polimorfismos de interés, tanto Unicos como
comunes entre diferentes grupos de lesion, de los cuales s6lo unos pocos producian
alteraciones en la secuencia de aminoacidos traducida in silico de las secuencias
consenso para cada grupo. En particular, se encontro en L1 la presencia comun de
los genotipos V277G y G278S, mientras que en L2 es de especial interés la
secuencia variante EPIAP en los aminoacidos 95 a 99, que podria tener potencial
inmunogénico para ser utilizado como vacuna. Se determind que, pese a la
presencia de variabilidad natural en las secuencias, no existe evidencia suficiente
para afirmar la existencia de variantes regionales de VPH 51 en estos genes, y se

recomiendan estudios mas numerosos para confirmar o refutar esta evidencia.
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ABSTRACT

HPV infection is a necessary, yet not enough, factor for the appearance of neoplastic
cervical lesions that can progress to cervical cancer. Among the over 200 HPV
genotypes characterized so far, a group of 14 is considered of high risk for the
progression of neoplastic lesions to cancer; there HPV 51 can be found, a genotype
with an estimated global prevalence between 0.5 and 4%. Due to a background of
an unusually high HPV 51 prevalence in patients with neoplastic lesions currently in
evolution and cancer patients in Central Mexico, it is of interest to determine if there
exist any regional variants that could generate an additional impact in the
persistence of such lesions or in potential vaccination programs if HPV 51 is ever
added to vaccination schemes. For that, an ambispective study was performed with
44 HPV 51-positive patients in Central Mexico that presented variable degrees of
evolution of neoplastic lesions or carcinoma, with the aim to determine the genetic
variability of L1 and L2 genes of HPV 51 and determine if variants of interest exist.
Using PCR amplification and sequencing, L1 and L2 genetic sequences were
obtained from patient samples, and bioinformatic analysis was carried on
determining the presence of polymorphisms, phylogeny and in silico translation to
determine potential mutations, as well as the possibility of present selection using
Tajima’s D test of neutrality. The presence of several polymorphisms of interest was
determined, both unique and shared among lesion groups, of which only a handful
produced alterations in the amino acid sequence translated in silico from consensus
sequences for each group. In particular, the ubiquitous presence of V277G and
G278S polymorphisms in L1 was detected, as well as the variant sequence EPIAP
in amino acid positions 95 0 99, the latter of which could have immunogenic potential
to be used as a vaccine. It was concluded that, despite the presence of natural
variability among the analyzed sequence, there is not enough evidence to confirm
the existence of regional variants of HPV 51 in these genes, and more numerous

studies are recommended to confirm or refute this evidence.
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IDEA DE INVESTIGACION

El cancer cervicouterino es el cuarto tipo de cancer mas prevalente en mujeres a

nivel mundial, tanto en incidencia como en mortalidad.

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente etioldgico principal involucrado en
el desarrollo de neoplasias intraepiteliales cervicales y cancer cervicouterino a nivel
mundial. Existen mas de 100 genotipos diferentes de VPH identificados a la fecha,
gue se clasifican de acuerdo con su riesgo oncogénico en alto riesgo (HR) y bajo
riesgo (LR1 y LR2). El grupo de los genotipos de alto riesgo comprende los
genotipos 16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 62, 66 y 68. El genotipo 51 (VPH
51) es el séptimo genotipo de alto riesgo mas prevalente a nivel mundial (aprox. 4%)
y no es tan estudiado globalmente como otros genotipos mas prevalentes, tanto en
pacientes sin displasia y con ella. Sin embargo, se ha reportado recientemente una
prevalencia inusualmente elevada de este genotipo en pacientes con lesiones
intraepiteliales de alto grado (HSIL) y carcinoma invasor de células escamosas (IC)
en la regién centro de México, siendo incluso méas prevalente que VPH 16 —
considerado globalmente como el principal genotipo involucrado en la progresion de

las displasias cervicales a cancer.

Se cuenta actualmente con esquemas de vacunacién contra VPH que cubren
genotipos altamente prevalentes como 16, 18, 31 y 33; sin embargo, incluso la
vacuna nonavalente (aun disponible de manera limitada), VPH 51 no se encuentra
cubierto bajo ningun esquema actual. Sumado a ello, hay evidencia de la existencia
de variantes regionales de cada genotipo (menor variabilidad genética que la
intergenotipica) que pudieran suponer un riesgo diferente para la infeccion y
desarrollo de lesiones debido a la incapacidad de la inmunizacién para cubrir las

variantes.

Debido a la escasa informacion respecto a la variabilidad genética de los genes L1
y L2 del VPH 51, particularmente en México, la idea de este proyecto de
investigacion es analizar dicha variabilidad en pacientes con distintos grados de

lesion neoplasica cervical y cancer cervicouterino. Dicho andlisis sera realizado de
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forma intra e intergrupal para determinar no sélo la variabilidad intratipica global,
sino también sitios especificos de mutacion que persisten en estadios de lesion de
severidad creciente. El objetivo inmediato de esta investigacion se perfila en obtener
informacion sobre la posible existencia de variantes y subtipos regionales del VPH
51 en la zona centro de México, cubriendo en adicién distintos grados de lesiones
cervicales neoplasicas — lo que lo distingue de otros estudios en la materia que se
enfocan solo en la comparacion de pacientes con lesiones generalizadas contra las
gue no presentan desarrollo neoplasico. Se espera obtener una informacion mas
precisa sobre esta variabilidad genética que pueda dar pie a futuras investigaciones
en otras regiones del genoma del VPH 51, y asi obtener un modelo genémico
estandar para la region que a su vez contribuya a mejor los métodos de diagnadstico,
prevencion y tratamiento de las displasias cervicales y cancer cervicouterino

atribuibles a VPH 51 y su interaccion con otros genotipos.

El modelo experimental contemplado comprende el uso de un genoma estandar de
VPH 51, con el cual se ha reportado el uso de dos reacciones de PCR punto final
para cubrir la extension total de los ORFs L1 y L2 del VPH 51, previamente
confirmado por genotipificacion en pacientes negativas para lesion intraepitelial o
malignidad (NILM), lesiones intraepiteliales de bajo (LSIL) y alto grado (HSIL) y
carcinoma invasor (IC). Cada ORF sera cubierto por dos productos cuya
secuenciacion confirmara su solapamiento y permitirA ademas su analisis
bioinformatico para la blusqueda general de polimorfismos y su persistencia en

estadios crecientes de severidad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cervicouterino es el cuarto tipo de cancer mas prevalente en mujeres a
nivel mundial, tanto en incidencia como en mortalidad (1), afectando a méas de 500
000 mujeres a nivel mundial, y mas de 300 000 casos nuevos cada afio. Las
mayores tasas de incidencia se concentran de manera consistente en regiones de
desarrollo bajo o medio-bajo, siendo Africa el continente con la prevalencia e
incidencia mas elevadas, seguidas del sureste asiatico y América. En México, ocupa
el segundo lugar en mortalidad por cancer en mujeres, soélo después del cancer de
mama (2).

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente etioldgico principal involucrado en
el desarrollo de neoplasias intraepiteliales cervicales y cancer cervicouterino a nivel
mundial. Existen mas de 150 genotipos diferentes de VPH identificados a la fecha,
gue se clasifican de acuerdo con su riesgo oncogénico en alto riesgo (HR) y bajo
riesgo (LR1 y LR2). El grupo de los genotipos de alto riesgo comprende los
genotipos 16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 62, 66 y 68 (3,4). En general, los
genotipos 16 y 18 se encuentran en mas del 85% de las muestras de pacientes
cuyas lesiones neoplasicas progresan a cancer, y son los mas utilizados en el
diagndstico y prondéstico de progresion en severidad. El genotipo 51 (VPH 51) es el
septimo genotipo de alto riesgo mas prevalente a nivel mundial (aprox. 4%) (5) y no
es tan estudiado globalmente como otros genotipos mas prevalentes, tanto en
pacientes sin displasia y con ella. Sin embargo, se ha reportado recientemente una
prevalencia inusualmente elevada de este genotipo en pacientes con lesiones
intraepiteliales de alto grado (HSIL) y carcinoma invasor de células escamosas (IC)

en la region centro de México, siendo incluso mas prevalente que VPH 16 (6).

VPH 51 actualmente no estd comprendido en ningln esquema de vacunacion
ofrecido a la poblacién general. Estas vacunas se diseiian con base en secuencias
antigénicas presentes en las proteinas de la capside viral, que usualmente estan
codificadas por los ORF L1 y L2 del genoma viral (7). Incluso para los genotipos ya

cubiertos, hay evidencia de la existencia de variantes regionales (3,8,9) de los
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mismos que pudieran suponer un riesgo para la infeccion y desarrollo de lesiones

debido a la incapacidad de la inmunizacion para cubrir las variantes (10).

La informacion respecto a la variabilidad genética del VPH 51 aldn es escasa,
aunque se han detectado algunas variantes regionales. En particular, la informacion
respecto a la variabilidad en los genes L1 y L2 del VPH 51 (7), por lo que son
necesarios estudios enfocados a dicho analisis. Al conocimiento, a la fecha sélo hay
un estudio reportado en la variabilidad de VPH 51 en cuatro genes: E6, E7, L1y L2,
realizado en China y que ha demostrado que, mientras en E6 y E7 no suele haber
una gran variabilidad, si existe la presencia de sustituciones en las secuencias de
L1y L2 que, sibien no alcanzan para distinguir variantes, si ejemplifican que incluso
en una regidon especifica puede haber polimorfismos de cambio de sentido con
potencial implicacién en la virulencia, persistencia y potencial terapéutico de VPH
51 (11). Al existir evidencia de una alta prevalencia de VPH 51 en regiones
especificas de México (6,12), puede enfocarse la investigacion en el estudio
preliminar de las diversas variantes regionales del genotipo que coexisten en la
region (en caso de haberlas) y si tienen efecto sobre la progresion de lesiones

neoplasicas a cancer.

A la fecha, no hay estudios enfocados a la prevalencia de polimorfismos de VPH 51
para diferentes grados de lesion, por lo que los posibles mecanismos que
ocasionarian una diferencia en la respuesta y evolucion de la infeccion todavia se
desconocen; no contribuye ademas que la mayor parte de la informacion depositada
en bases de datos como Gene o Nucleotide (NCBI) provenga de fracciones aisladas
de ORFs caracteristicos para VPH 51, mientras que sélo hay evidencia de unos
pocos genomas completos secuenciados (13) — los cuales proveen solo de

informacion basica sobre variantes genotipicas o técnicas de genotipificacion.

El panorama entonces permite plantear un nuevo paradigma de investigacion
alrededor de VPH 51 a nivel regional. No sélo puede establecerse un estudio
pionero sobre la variabilidad genética y gendmica de VPH 51 para diferentes grados

de lesion en pacientes atendidas en la region — para lo cual hay escasa o nula

16



informacion disponible y extrapolable para el diagndstico —, sino que ademas se
contribuye al acervo genético que permita refinar los estudios filogenéticos
existentes sobre VPH 51, quiza con el descubrimiento de variantes no identificadas
a la fecha. Toda esta informacion puede contribuir al desarrollo de técnicas de
diagndstico e incluso desarrollo de vacunas contra VPH mas especificas para la
poblacion mexicana, afectada de diferente manera por los genotipos ya cubiertos
por las vacunas disponibles. La informacion recolectada de los estudios de
variabilidad sobre VPH 51, en principio de ORFs individuales y posteriormente a
nivel gendmico, es esencial para comprender el contexto general de la distribucion
regional y severidad de la infeccion por VPH 51, tanto en mono-infeccion como en

interaccion con otros genotipos de alto riesgo oncoldgico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el grado de variabilidad en la secuencia de los genes L1y L2 del virus del
papiloma humano (VPH) genotipo 51 en mujeres del centro de México que

presentan distintos grados de displasia cervical o cancer cervicouterino?
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JUSTIFICACION

La nueva informacion disponible respecto a la prevalencia de genotipos de VPH de
alto riesgo que no estan cubiertos dentro de los esquemas de vacunacion se ha
incrementado de manera importante en los ultimos afios, y dado que dichos
genotipos y sus variantes no siempre se encuentran caracterizados al mismo nivel
gue aquellos genotipos mas prevalentes segun la literatura, es de importancia
realizar estudios para detallar la variabilidad genética regional de los mismos, y asi
definir si existen diferencias potenciales en virulencia, persistencia y progresion de
lesiones neoplasicas causadas por la infeccion de estos virus tanto en mono como
en co-infeccion. Respecto a VPH genotipo 51, la informacién respecto a su
variabilidad genética es escasa y apenas ha comenzado a caracterizarse, por lo que
los bancos de informacién sobre secuencias de genes y genomas completos aln
comprenden unas cuantas variantes aisladas y pocos genomas completos
secuenciados. Un estudio de variabilidad a nivel genético, que dé hincapié a
estudios de WGS de aislados de VPH 51 obtenidos de la region centro de México —
reportada como una zona donde la prevalencia de este genotipo es inusualmente
elevada — puede contribuir de forma importante al acervo genético y a una
caracterizacion mas profunda de variantes regionales al realizar la comparacién con

otras secuencias ya reportadas en la literatura.

Este estudio se enfocara en el analisis de variabilidad de dos de los genes conocidos
de VPH 51, L1 (que codifica para la proteina de la capside mayor viral) y L2 (capside
menor). Estos dos genes se cuentan entre los principales estudiados a nivel inter e
intragenotipico para la caracterizacion de variantes, y cuentan con la ventaja
adicional de que ya hay reportes sobre reacciones de amplificacion especifica para
estos genes en VPH 51, las cuales se basan en PCR punto final y secuenciaciéon
Sanger automatizada — ambas técnicas ya comunes y cuyo costo por reaccién ha
disminuido drasticamente en las dos ultimas décadas, por lo que ya son mas
accesibles desde el punto de vista economico-operacional. Mas aun, es con base
en L1 y L2 como se disefian las vacunas contra VPH de primera y segunda

generacion, por lo que el conocimiento de las variantes regionales caracteristicas

18



podria dar lugar, ademas, a un posible desarrollo de vacunas dirigidas de modo mas
especifico a la poblacién mexicana donde este genotipo es mas prevalente.

Debido a la longitud de ambos genes (cada uno supera 1.5 Kbp), no es confiable
realizar una amplificacién Unica para cada gen, por lo que la técnica sugerida
emplea dos reacciones para cada secuencia, que se solapan y de esta forma cubren
toda la extension del gen. La region de solapamiento puede servir como una
verificacion adicional de que la secuenciacion se ha llevado a cabo exitosamente.
Una parte importante del presupuesto tentativo para el proyecto se enfocara
entonces en realizar las genotipificaciones, amplificaciones y secuenciaciones
necesarias para obtener el niumero de secuencias apropiado para llevar a cabo el
analisis bioinformatico, por lo que el trabajo es extensivo pero factible en tanto se

respeten los tiempos de reclutamiento y obtencién de las muestras.
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MARCO TEORICO

Fisiopatologia del cancer cervicouterino.

El cancer cervicouterino es un tipo de cancer heterogéneo en morfologia y
progresion que se origina en la region cervical (14). De acuerdo con su morfologia,
se puede distinguir entre cancer de células escamosas — el mas comun -,
adenocarcinoma, y un tercer tipo de cadncer menos comun denominado carcinoma
adenoescamoso (15). Sin embargo, se sabe que esta clasificacion por si misma
puede resultar ambigua, debido al diverso grupo de linajes celulares involucrados
en el desarrollo de las lesiones neoplasicas, en particular aquéllos asociados de
manera menos especifica con uno o un grupo de factores de riesgo como las

infecciones virales (16).

Histolégicamente, la region cervical esta compuesta por tres zonas, de las cuales la
zona de transformacion (transicion entre el ectocérvix y el endocérvix) es la mas
importante en el desarrollo de las lesiones cervicales que progresan a cancer
(15,17). En esta zona son comunes los fenédmenos metaplasicos, que modifican el
epitelio columnar y las células de reserva a un fenotipo estratificado, de forma
natural desde la pubertad cuando el cérvix se ve expuesto al ambiente &cido de la
vagina, pero también como resultado de una respuesta local a la irritacién (15). La
mayor parte de las lesiones intraepitaliales escamosas inician en esta region o en
la regién ectocervical, mientras que las encontradas en el endocérvix suelen derivan
a procesos patolégicos glandulares que derivan en adenocarcinoma (18). Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que los fendmenos que subyacen al
control estricto del proceso metaplasico y su desregulacion no son tan sencillos, con
poblaciones celulares localizadas de manera adyacente al epitelio de
transformacion que pudieran jugar un papel regulatorio de la homeostasis de todo
el epitelio cervical (19,20).

Las lesiones precancerosas evolucionan de forma progresiva, y su clasificacion
obedece a varios sistemas ideados de acuerdo a las caracteristicas histopatolégicas

observadas en las biopsias (21) (fig. 1). En la actualidad, el sistema Bethesda —
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creado en 1988 vy refinado en 2001 y 2014 — es el recomendado para clasificar las
lesiones cervicales precancerosas tanto escamosas como glandulares (22,23), y de
forma general divide las lesiones escamosas en: negativas para lesion intraepitelial
o malignidad (NILM), lesiones escamosas intraepiteliales de bajo (LSIL) y alto grado
(HSIL) y carcinomas invasores de células escamosas (IC) que corresponden
propiamente a las distintas etapas de evolucion de cancer cervicouterino (24). Las
lesiones glandulares se clasifican en NILM, células atipicas (AC) y endocarcinomas
(EC). Este sistema ha sido adecuado ademas para incluir interpretaciones también
de biopsias liquidas, lo que permite su compatibilidad con métodos menos invasivos
de muestreo (23,25).

normal cervical Céance

de VPH

VPH = virus de papiloma humano

Cérvix Infeccion e
rCéncer

Fig. 1: Esquema general de la evolucion de las lesiones cervicales asociadas a la infeccion por VPH. De izquierda a derecha:
NILM, LSIL, HSIL e IC. Tomada de (2).

Entre los factores de riesgo mas comunes para cancer cervicouterino se

encuentran:
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e Infeccion por virus del papiloma humano (abordada mas adelante).

e Conducta sexual activa: inicio temprano de la actividad sexual, multiples parejas
sexuales, conductas sexuales de alto riesgo (26).

e Fumar, que incrementa hasta dos veces el riesgo de padecer cancer
cervicouterino que una mujer que no fuma, ademas de otros tipos de cancer
(27,28).

e Sistema inmune comprometido (incluye la infeccion por VIH) (29).

e Otras infecciones propias del aparato reproductor femenino, tales como
Chlamydia trachomatis, HSV 2, etc. (30,31)

e Uso prolongado de anticonceptivos orales (carcinogénesis inducida por
estroégenos) (32).

e Estatus socioeconémico bajo, asociado con una pobre educacion sexual y
reproductiva (33).

e Factores endogenos: genéticos, hormonales e inmunolégicos (34,35).

Epidemiologia del cancer cervicouterino.

De acuerdo a las estadisticas presentadas en el informe GLOBOCAN 2018, el
cancer cervicouterino es el cuarto tipo de cancer mas prevalente en mujeres a nivel
mundial, con aproximadamente 570 000 mujeres afectadas al afio y una incidencia
de mas de 300 000 casos nuevos cada afio (1). Estandarizando por edad, el este y
sureste africano son las zonas con mayores proporciones de prevalencia e
incidencia (en algunos paises, superiores a 40 por cada 100 000 mujeres), seguidos
por el sureste asiatico y América Central y el Caribe (fig. 1), aunqgue en numeros
brutos China e India contribuyen en conjunto a aproximadamente 35% de todos los

casos de cancer cervicouterino a nivel mundial (36).
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Fig. 2: Incidencia y mortalidad de cancer cervicouterino a nivel mundial. Las zonas més oscuras indican una mayor incidencia
o mortalidad segun corresponda. Tomado de (1).

En lo que respecta a México, el cancer cervicouterino ocupa el segundo lugar en
prevalencia y mortalidad (s6lo después del cancer de mama) (2), con una tasa de
mortalidad de aprox. 6.0 casos por cada 100 000 mujeres y una tasa de incidencia
ligeramente superior a 10 casos por cada 100 000 afos-mujer, equiparable con
paises de un nivel de desarrollo similar como Brasil o Colombia (36). La tasa de
mortalidad en México por cancer cervicouterino ha disminuido considerablemente
desde un 2.5% en los afios noventa, y un 1.5% adicional en la primera década del
siglo XXI (37), pero de manera no homogénea a lo largo del territorio nacional:
estados como Morelos, Tamaulipas 0 Quintana Roo reportan tasas de mortalidad
superiores a 9.0 por cada 100 000 mujeres, mientras que Durango y Baja California
Sur se ubican por debajo de 2.0 muertes por cada 100 000 mujeres (2). La region
centro de México se ubica alrededor de la media nacional (fig. 3).
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Fig. 3: tasas ajustadas por edad de mortalidad por cancer cervicouterino a nivel nacional, medidas en casos por cada 100,000
mujeres. La media nacional (5.40 por cada 100,000 se indica en color claro). Tomado de (2).
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Virus del papiloma humano (VPH): genotipos y su papel en el desarrollo del
cancer cervicouterino.

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente etioldégico necesario, mas no
esencial, para el desarrollo de lesiones neoplasicas cervicales y céancer
cervicouterino (38). Se estima que en mas del 90% de todos los casos de este

cancer, uno o mas genotipos de VPH estan involucrados (39).

A la fecha, se han secuenciado los genomas de mas de 150 genotipos de VPH que
infectan a humanos, y mas de 60 a animales (3,8,40) (fig. 4).. Entre los
papilomavirus que infectan al ser humano se pueden encontrar los grupos alfa, beta,
gama, mu y nu. La gran mayoria de los virus selectivos que infectan mucosas
producen infecciones asintoméaticas o pueden producir sélo la aparicién de verrugas
(genotipos de bajo riesgo, LR-VPH), pero existe un grupo selecto de genotipos
(todos alfa) que son los principales asociados a la aparicion de lesiones neoplasicas:
16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 62, 66 y 68. En particular, los genotipos 16
y 18 estan reportados como los mas prevalentes — en casi el 80% de todos los casos

de cancer cervical a nivel mundial (38,41).

25



]

Bonign cutaneous |
lesions  wsualy  at |
palmar  ond Eiﬁﬂ’l"!
epithelial tes.  Not |
associcted with
cancer.

Alpha-papilimavirvs

Mucosal & culaneous

cervical
can lowwisk mucosal types
that ae asociated with

Mu-papillomavirus

cutaneous

and cutaneows Jesions,
although o prefeence s

wsaly apporent. Low-fisk HPY
only rarely found in
High-risk DNA is found
5 of cows of cervicd

'vHPp};W’O

["JHDVIQ '743
2hpy
82Hpyg
a2HPVT7
azHPY29

Nu-papillomavirus

cutaneous

Group Includes  highvisk and
fow-isk CUaNGoUs fypes.
Typicaly osscciated with
unapparent  infections  In
fmmunccompetent  hosts,  but Gamma-papillomavirus
con prolferate in ¥y cutaneous

Immuncsuppressed hosts ond in
EV patients. Persistert infection is
thought fo predispose fo the

development of skin cancer. P
especialy in immuwiosuppressed B
mu\vldl.t:x. 5 Some fypes defected of ol

sifes. DNA only very rarely
found i skin cancers.

’Ben‘gﬂ cufaneous  lesions.

cufaneous

Fig. 4: Cladograma circular de los diferentes grupos de papilomavirus que infectan a humanos (y algunos murinos como
secuencias externas). Los genotipos de alto riesgo para cancer cervicouterino (HR-VPH) se indican en rojo. Tomado de (40).

El genoma de la mayor parte de los alfa papilomavirus (y encontrandose analogos
también en los grupos beta y gama) sigue la estructura basica bien definida para
VPH 16 (3,4,40) (fig. 5). Se trata de un genoma de ADN circular de cadena sencilla
gue esta conformado por dos grandes grupos de marcos de lectura: genes de
expresion temprana (genes E) que incluyen los genes para la replicacion y
oncogenes necesarios para la estabilidad y supervivencia viral, y genes de
expresion tardia (L) que codifican para las proteinas mayores (L1) y menores (L2)
de la capside. Ademas, se incluye una region larga de control (LCR) que sirve como
region promotora y reguladora de la expresion génica viral, y uno o mas puntos de
fractura donde se rompe la estructura circular y se pasa de una conformacion

gendémica episomal a la integrativa, que se inserta en el genoma hospedero (3).

La expresion adecuada de los genes, en particular de los oncogenes E6 y E7, es

clave para el desarrollo de la neoplasia intraepitelial y es una de las caracteristicas
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definitivas que distinguen a los genotipos de alto riesgo del resto (fig. 6). La
interaccion de E6 y E7 con reguladores clave del ciclo celular y la homeostasis,
como p53 y pRB, se encuentra elevada en los genotipos HR, mientras que en los
LR la expresién de E6 y E7 es nula o minima y el efecto oncogénico no existe
(42,43). Sin embargo, durante la infeccion suele ocurrir un periodo de latencia donde
el virus se inactiva o la lesion recede debido al fracaso de la infeccion (fig. 7); los
casos que desarrollan lesiones de alto grado y carcinomas son el resultado de una
reactivacion de la infeccion, la integracion exitosa del genoma viral al hospedero y

la desregulacion producto de la actividad oncogénica (8,44,45).

E2 E2 El SPI E2 E2 TATA PE

Fig. 5: Esquema general del arreglo genémico del VPH 16. Incluye los grupos de genes de expresion temprana (E) y tardia
(L). El tamafio del genoma de los papilomarivus varia segin el genotipo, pero se encuentra normalmente entre 7000 y 8500
pb. Tomado de (40).
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Fig. 6: Expresion de los genes virales del VPH de alto riesgo durante la infeccién del epitelio cervical. Los genes E6 'y E7 se
mantienen activos hasta la etapa de replicacion viral, momento en cuya expresion es interrumpida por la fractura del genoma.
E4 modula el ensamblaje de las particulas virales, y no se conocen puntos de fractura en este gen en todos los genotipos de
alto riesgo. Tomado de (40).

i) UNINFECTED EPITHELIUM iii) HIGH-RISK HPV INFECTION

/\

Cell cycle entry and cell proliferation only in
the basal ond parabasal cell layers stimulated
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may still be stimulated by growth factors as
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box).
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layers leading to neoplasia (red box). E6/E7
also drive cell cycle eniry in the upper
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Fig. 7: Diferencia en la expresion de E6 y E7 entre genotipos de bajo y alto riesgo, que determinan si la formacion de lesiones
neoplésicas puede ocurrir 0 no. Tomado de (40).
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Fig. 8: Distintos escenarios de la infeccion por HR-VPH. Una infeccién activa conduce a la formacién de neoplasias que
pueden permanecer o no estaticas hasta su reactivacion (latencia viral). El sistema inmune contribuye a resolver un gran
numero de infecciones, lo que explica los nimeros bajos de lesiones de alto grado y cancer respecto al total de infecciones
por VPH. Los fendmenos especificos que subyacen a la reactivacion de la infeccion ain se encuentran en estudio. Tomado

de (40).
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar el grado de variabilidad genética en los genes L1 y L2 del virus del
papiloma humano (VPH) genotipo 51 en pacientes con displasias cervicales de

gravedad creciente y cancer cervicouterino en la region centro de México.

Objetivos especificos.

e Estandarizar las técnicas de amplificacién de los genes L1 y L2 especificas
para el VPH genotipo 51 a partir de ADN de muestras de pacientes con
distintos grados de lesiones cervicales y cancer cervicouterino.

e Analizar las secuencias obtenidas de la amplificacion de los genes L1y L2
del VPH 51 mediante alineamientos multiples y filogenia.

e Determinar la ubicacion y prevalencia de polimorfismos en las secuencias
obtenidas de lesiones cervicales de distinto grado de los genes L1 y L2 de
VPH 51.

e Agrupar las secuencias obtenidas mediante cladograma y comparar la
distancia génica de los clusters calculados.

e Analizar el posible efecto sobre la estructura de las proteinas L1y L2 de los
polimorfismos mas prevalentes sobre la secuencia consenso de los
principales clusters calculados mediante analisis filogénico de las secuencias
analizadas.

e Comparar los clusters de secuencias calculados con la variabilidad genética

reportada para VPH 51 en otros estudios.
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HIPOTESIS

e La variabilidad genética de los genes L1y L2 de VPH 51 en la region centro
de México es diferente respecto a la reportada en otras partes del mundo.

e Elgrado de variabilidad genética de los genes L1y L2 de VPH 51 en la region
centro de México disminuye conforme la gravedad de la lesion neoplasica

cervical aumenta.
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METODOLOGIA

Diseno del estudio

Tipo de estudio.

El estudio fue de tipo cuantitativo, observacional, descriptivo y retrospectivo. Se
dividira a los sujetos de estudio de acuerdo con su diagndstico histopatolégico
confirmado, correspondiente a uno de los cuatro principales grados de lesién
intraepitelial cervical del sistema Bethesda: negativo para lesion intraepitelial o
malignidad (NILM), lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL), lesidon

intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL) y carcinoma invasor (IC).

Caracteristicas de la muestra.

El universo de estudio comprendié pacientes del sexo femenino que hubiesen sido
atendidas en servicios de Medicina Preventiva en el Hospital General de Zona
(HGZ) 1y el Hospital de la Mujer de Aguascalientes. Debido a que la disponibilidad
de muestras para cada tipo de lesién a considerar en el estudio es variable, se tomo
un muestreo a conveniencia (no aleatorio) de acuerdo con la disponibilidad de
pacientes, sin estratificacion por edad o estatus socioeconémico. Tomando en
consideracion la experiencia previa en la recoleccion y resultados reportados de
genotipificacion para VPH 51 en las mujeres del universo de estudio, se estimo
inicialmente un tamafio muestral de 20 pacientes por cada grado de lesion (NILM,
LSIL, HSIL y IC), para un N = 80.

Criterios de seleccion.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
e Pacientes del sexo femenino. e Paciente cuya informacion
e Pacientes en edad reproductiva. sociodemografica, clinica e historial
e Paciente con evaluaciéon gineco-obstétrico no haya sido
histopatolégica y diagndstico de recabado al momento  del
lesion cervical intraepitelial de enrolamiento.
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acuerdo con el sistema de
clasificacion Bethesda.
Paciente con diagndstico
confirmado de infeccion por VPH.

Paciente que haya consentido su
participacion en el estudio y haya
firmado el consentimiento informado
(en el caso de menores de edad,
consentimiento adicional del padre o

tutor legal).

Paciente sin evaluacion y
diagnostico, o con diagnéstico no
definitvo de lesibn  cervical
intraepitelial de acuerdo al sistema
de clasificacion Bethesda.

Paciente sin infeccion por VPH 51,
aun presentando infeccion por otros
genotipos de VPH.

Paciente que no haya consentido su
participacion en el estudio, no haya
firmado el consentimiento informado
0 éste no se encuentre disponible al
momento de la recepcion de la
muestra (en el caso de menores de
edad, consentimiento adicional del

padre o tutor legal).

Criterios de eliminacion

Muestra insuficiente, de mala calidad o indebidamente manejada al momento

de su recepcién para el analisis molecular.

Paciente que, aun

firmado el consentimiento

informado, decida

voluntariamente no seguir participando en cualquier etapa del estudio.
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Variables por analizar.

Tipo de

Unidad de

Variable . Operacionalizacién Dimensiones Indicadores . indice Valor
variable medida
Sin lesion e Negativo para NILM
lesién cervical
0 malignidad
e Lesion
Lesion escamosa LSIL
escamosa intraepitelial de
Categérica D_|agnost|c,o_ intraepitelial _ bajo grado
L NP histopatolégico de Sistema
Grado de lesién Politbmica S ) N/A .
. lesion cervical Bethesda e Lesion
Ordinal . g
intraepitelial escamosa
intraepitelial de HSIL
alto grado
e Carcinoma
invasor
Carcinoma IC
Tiempo de vida < 18 afios.
extrauterina 18-27 afios.
Edad Coqtlnua cumphdo g N/A Afos cumplidos Afos N/A 28-37 ar~los
De intervalo paciente, expresado 38-47 afos.
como ndmero 48-57 afios
entero > 58 afios.
Categoria asignada Clase alta Alta
L. de acuerdo con la
Nivel Categorica capacidad Clase media Media
) P Politbmica o . N/A N/A N/A
socioecondmico . econdmica y social
Nominal 4 ) _
perCIblda de la Clase baja BaJa
paciente
L. Nivel basico Primaria
Categorica Ultimo grado escolar Grado escolar
Escolaridad Politbmica 9 Grado escolar N/A .
Nominal completado completado Secundaria
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e Nivel medio Bachillerato
superior
e Nivel Licenciatura
superior
Posgrado
NUmero de ¢ Nulipara 0 hijos
nacimientos vivos
Namero de hijos COI’.ItII’lua que.ha tenido la e Unipara Numero dg hijos N}Jmero de N/A 1 hijo
De intervalo paciente a lo largo nacidos vivos hijos
de su vida e Multipara > 1 hijo
reproductiva
N 5 12-17 afios
Edad en la que la Afios cumplidos ~
Edad del primer | Continua aciente tuvo su al momento del 18-23 anos
P . pa VS N/A . Afios N/A 24-29 afios
parto De intervalo primer nacimiento primer 30-35 af
vivo nacimiento vivo A rimos
> 35 afios
Edadalague la Afios cumplidos 11-16 afios
o . . al momento de la o
Edad de inicio Continua paciente tuvo su g 2 o 17-22 afios
- . . 2 N/A primera relacion | Afios N/A ~
de la vida sexual | De intervalo primera relacién sexual 23-28 afios
sexual consensuada consensuada >29 afios
La paciente utiliza
Uso de condén N co’ndon como Uso afirmativo o e Usacondon Si
durante las Categodrica método de .
. A . N/A negativo N/A |
relaciones Dicotomica proteccién al e No usaconddn NO
sexuales sostener relaciones
sexuales
La paciente sufre e Presenta Si
constantemente de infecciones con
. L. . . Presenta o no .
Infecciones Categorica infecciones e frecuencia
vaginales Dicotomica vaginales, N/A P . N/A
. . infecciones con
frecuentes diagnosticadas . e No presenta
frecuencia . .
como tales por un infecciones con NO
médico frecuencia
. La paciente admite Admite o no el ° Usq . St
Uso de Categorica . ) anticonceptivos
. . A utilizar algun N/A uso de N/A
anticonceptivos Dicotémica . . .
método anticonceptivos
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anticonceptivo e Nousa e NO
actualmente anticonceptivos
Uso de tabaco C.ateg’(’)ri'ca La paciente N/A Admite o no el N/A * Usatabaco * Sl
Dicotémica consume tabaco uso de tabaco
e Nousatabaco | e NO
e Frecuencia e Numero de e Numerode | N/A e 1vez/dia
de consumo veces al dia veces por e 2 veces/dia
de tabaco que se fuma dia e >2
Frecuenciay veces/dia
Habitos de Continua cantidad de tabaco
consumo de . utilizado por la e Cantidadde | ¢ NUmero de e NUmero de e 1-3
tabaco De intervalo paciente que lo consumo de cigarrillos cigarrillos cigarrillos
consume tabaco que se e 46
consumen cigarrillos
por vez « >7
cigarillos
La paciente tiene N/A Admite o no N/A e Sin e NO
AHE de cancer Categérica antggedentes antecedentes antecedentes
cervicouterino Dicotémica fam||,|ares Clcaios P
de cancer e Al menos un o Si
cervicouterino antecedente
La paciente tiene N/A Admite 0 no N/A e Sin e NO
AHE de cancer Categérica ante_gedentes antecedentes antecedentes
de otro tipo Dicotémica famillgies cgrc_anos p
de céancer distinto al e Al menos un o Si
cervicouterino antecedente
Conteo absoluto de N/A Ndmero de NuUmero de N/A NUmero de
polimorfismos en polimorfismos en | polimorfismos polimorfismos
una secuencia una secuencia
respecto al
Numero de Continua consenso
polimorfismos en | Absoluta
la secuencia De Proporcion | Conteo relativo de N/A e Sublinaje % de sitios e Sublinaje e <1%
polimorfismos en e Variante polimérficos e Variante e 1-10%
una secuencia e  Genotipo e  Genotipo o >10%

respecto al total de
sitios probables
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Proporcion de e  Mutacion e  Mutacion o <1%
polimorfismos "
Prevalencia de Continua presente_s en una e  Polimorfismo Z:)I(ijri;rl;:gzs e  Polimorfismo e 1-10%
. . - secuencia o cluster N/A raro raro
polimorfismos De Proporcion : respecto al
y que pe,r3|sten en CONSENso
dos 0 mas grados e  Polimorfismo e Polimorfismo e >10%
de lesién contiguos comuln comun
Localizacion puntual Posicion
Posicion de Categodrica de los polimorfismos después del sitio NGmero de
polimorfismos Politémica persistentes cuya N/A de inicio del Posicion (base) | N/A posici6n
prevalentes Nominal prevalencia ha sido o
determinada
Sin efecto Sin cambio de aa Silenciosa
Efecto del
polimorfismo sobre Reemplazo de Cambio de aa Cambio de
Tipo de Categérica la expresion génica | un aa Efecto producido sentido
. i N y la estructura en la proteina
polimorfismos Politémica . . N/A L . .
prevalentes Nominal primaria de I<_31_ Proteina trunca resultar?t'e enla Interrup_cflon de la Sin sentido
proteina codificada traduccion traduccién
de acuerdo a la
traduccion in silico Cambio de Desplazamiento Cambio de ORF
marco de lectura
Medida de e Seleccion e D<O
divergencia que negativa
analiza la seleccion
Neutralidad y Continua 0 neuligiEERina . i . *  Seleccion e D=0
seleccion génica | De Proporcion selt_accm_n) de un N/A D de Tajima Adimensional positiva
polimorfismo en un
conjunto de e 0

secuencias
alineadas

e No seleccion
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Consideraciones éticas.

Acorde con la normatividad vigente y los convenios internacionales aplicables a la
investigacion con sujetos humanos, y atendiendo a los requerimientos
comprendidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, Que establece
los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres
humanos, se sometid este protocolo de investigacidn a consideracion de los
Comités de Etica de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, HGZ 1
Aguascalientes y Hospital de la Mujer de Aguascalientes para su revision y
deliberacion. El protocolo debié ser aprobado por todos los comités pertinentes
antes de comenzar el reclutamiento de las pacientes. Para solicitar la participacion
a las pacientes de estudio, en todos los casos se les inform6 debidamente del
contenido, protocolos y alcances de la investigacion, y se solicitdé su consentimiento
a través de la Carta de Consentimiento Informado (Anexo 1). Ninguna muestra
enviada al laboratorio fue procesada si el Consentimiento Informado no hubo sido

enviado y debidamente firmado junto con el espécimen.

Atendiendo ademas a las recomendaciones oportunas de los Comités de Etica, se
hicieron las modificaciones adecuadas al protocolo antes, durante y después de su
ejecucion para garantizar en todo momento la integridad de la informacién
almacenada de las pacientes, resultados de las pruebas de laboratorio y el analisis
de datos ejecutados. Para ello, se guardé de manera segura y confidencial toda
evidencia de dichos datos como bitacoras, bases electronicas y fotografias, y sélo

fueron divulgadas atendiendo los lineamientos éticos ya mencionados.

Técnicas de recoleccion de datos.

Las pacientes fueron reclutadas al momento de su atencion en los Modulos de
Medicina Preventiva de las unidades receptoras, para su revision de rutina, o de
aquéllas que fueron atendidas como parte de seguimiento como parte de un
diagndstico previo de lesiones cervicales. Se informd a las pacientes del contenido,
procedimiento y alcances del estudio, y aquéllas que desearon participar
voluntariamente firmaron el consentimiento informado (Anexo 1). El médico o

pasante llené el cuestionario adjunto (Anexo 2) con informacién sociodemogréfica y
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clinica de la paciente de forma anonima, y enviado debidamente rellenado junto con

la muestra destinada al analisis molecular.

Se tomaron dos tipos de muestras: un raspado cervical estdndar para la prueba de
citologia cervical de acuerdo al Manual de Procedimientos para la Toma de la
Muestra de Citologia Cervical, y un raspado empleando citobrush almacenado en
un tubo eppendorf con 1 mL de medio de transporte (de 10 mM de Tris pH 8.0, 0.4
M de NaCl, 2 mM de EDTA disédico pH 8.0, 50% de etanol gbm) a temperatura
ambiente para su analisis posterior. De acuerdo con los resultados de la citologia,
en caso de encontrarse un resultado anormal, se tomé a la paciente una biopsia
cervical que fue analizada en la Clinica de Displasias para determinar el diagndéstico
histopatoldgico preciso. El diagndéstico definitivo de la lesion fue vaciado en el
formato del cuestionario, y dicho cuestionario fue enviado junto con la muestra
almacenada en medio de transporte, debidamente identificada con el nimero de
folio asignado a la paciente, al Laboratorio de Virologia e Ingenieria Genética de la

Universidad Autbnoma de Aguascalientes para llevar a cabo el anélisis molecular.

Andlisis de laboratorio.

Las muestras de citobrush debidamente recibidas fueron registradas en una
bitacora de acuerdo con su numero de folio asignado, donde ademas fue vaciada la
informacién recabada en el cuestionario anexo para su analisis posterior. Las
muestras fueron preservadas selladas a temperatura ambiente alejadas de la luz

hasta su procesamiento.

El medio de transporte fue recuperado en un tubo limpio, y la secrecion mucosa
contenida en el citobrush fue recuperada con 1 mL de medio de colecta (misma
composicién del medio de transporte, pero sustituyendo el etanol por H20 gbm) en
un segundo tubo. Las muestras se sometieron a centrifugacion a 13 000 rpm
durante 7 min para recuperar la fraccion celular, se elimino el sobrenadante, se
evaporo el exceso de etanol por incubaciéon a 60 °C durante 5-10 min, y el ADN se
extrajo del paquete celular utilizando el Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit Kit

(Jena Bioscience, Jena, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante para
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el procesamiento de muestras de células animales (Anexo 3) y eluyendo las dos
partes de la muestra en un mismo vial. La integridad del ADN fue verificada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer SB, y revelando mediante
tincion con bromuro de etidio al 0.005% y observacién utilizando un transiluminador

de radiacién UV.

La presencia de la infeccién por VPH fue determinada mediante genotipificacion
empleando PCR anidada multiplex de acuerdo al protocolo de Sotlar et al. (46). Los
oligos utilizados comprendieron una primera reaccion (Anexo 4A) y una reaccion
multiplex secundaria (Anexo 4B). La primera reaccioén se llevo a cabo utilizando 1X
del buffer de reaccion (Invitrogen), 1.5 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 0.8 uM de
cada oligonucleétido, 2 U de Taq polimerasa y 200-400 ng de ADN extraido, a un
volumen final de 50 pL. La primera amplificacion consistio en una desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
1 min, alineamiento a 55 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 1 min; terminando
con una extension final a 72 °C durante 10 min. La segunda reaccion utilizé la misma
mezcla que la primera excepto dNTPs (0.4 mM) y Taqg polimerasa (2.5 U), se
utilizaran 5-7 pL del producto de PCR obtenido en la primera reaccién como ADN
molde, y cada coctel se llevdo a cabo en un tubo por separado. La segunda
amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento a 53 °C
por 45 sy extension a 72 °C durante 45 s; terminando con una extension final a 72
°C durante 5 min. Los productos de amplificacion se observaron en un gel de

agarosa al 1.5 % revelado con bromuro de etidio y radiacion UV.

Una vez confirmada la presencia de VPH 51, se procedi6 a la amplificacion
especifica de los genes L1 y L2 de este genotipo mediante las reacciones de PCR
punto final reportadas por Xu et al. (11) sujetas a estandarizacidon respecto a la
temperatura de alineamiento y la concentracion de MgCl.. Debido al tamafio de los
genes (alrededor de 2 Kpb cada uno), a fin de cubrir toda su extension se llevaron
a cabo dos reacciones por separado para cada gen, utilizando los oligonucleétidos
del Anexo 4C y las siguientes condiciones de reacciéon: 1X de buffer de reaccion
(Invitrogen), 0.4 mM de dNTPs, 0.8 uM de cada oligonucledétido segun la reaccion
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correspondiente, 2.5 U de Tag polimerasa (Invitrogen) y 200-400 ng de ADN total
extraido. La concentracion de MgCl: fue estandarizada utilizando un gradiente de
concentracion desde 1.5 mM a 2.5 mM, a intervalos de 0.25 mM. El programa de
reaccion utilizado consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a una
temperatura por estandarizar durante 60 s, y extension a 72 °C durante 90 s; se
realizard una extension final a 72 °C durante 7 min, y los productos amplificados
fueron conservados a -20 °C hasta su uso. Para estandarizar la temperatura de
alineamiento, se hizo uso de la funcién VeriFlex del termociclador Verity (Applied
Biosciences), que permite establecer un gradiente de temperaturas para un paso
determinado de la reaccidn — en este caso, se utilizé un gradiente de 52 a 56 °C a
incrementos de 1 °C. El resultado fue determinado mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.25% en buffer TBE y revelando con bromuro de etidio y radiacién
UV. La mejor concentracion de MgClz y temperatura de alineamiento 6ptima fue

determinada en conjunto, de acuerdo con los siguientes criterios:

1) Amplificacion exitosa de los fragmentos esperados.

2) Ausencia de otras bandas, indicadoras de una amplificacion inespecifica.
3) Buena eficiencia de amplificacion.

4) Producto de PCR no degradado.

El programa final seleccionado fue utilizado para amplificar los fragmentos de los
genes L1 y L2 de todas las muestras seleccionadas y confirmadas como VPH 51
positivas. Se determiné ademas la concentracion y pureza de los productos de PCR
mediante cuantificacion espectrofotométrica a 260, 280 y 230 nm utilizando el
equipo NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Reino Unido), contando como
aceptable si cumplia con todos los requisitos siguientes (de lo contrario, se repite la

amplificacion):

e Presenta una concentracion minima de 200 ng/uL (necesaria para la
secuenciacion).

e Presenta un cociente A260/A280 entre 1.8 y 2.0 (sin contaminacion por
ARN).
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e Presenta un cociente A260/A230 mayor a 2.0 (sin contaminacion por
proteinas o compuestos fendlicos).

e Presenta un espectro UV/visible no alterado significativamente, consistente
con un maximo de absorcion a 260 nm, sin otros picos prominentes (en

particular a 230 nm o inferior).

La secuenciacion fue llevada a cabo utilizando los servicios del Laboratorio Nacional
de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) (IPICYT, San Luis
Potosi, MX), el cual cuenta con servicio de secuenciacion Sanger automatizada.
Para cumplir con los requerimientos establecidos para un correcto procesamiento
de las muestras enviadas, los productos de PCR cuantificados fueron diluidos con
H20 gbm estéril a una concentracion no menor a 50 ng/uL en un volumen minimo
de 50 uL, de los cudles se tomaron 9 pL para realizar una electroforesis de
corroboracion y 1 uL para verificar la concentracion. Las muestras fueron enviadas
en refrigeracion a LANBAMA junto con la hoja de informacion anexa solicitada, que
requiere que cada muestra sea debidamente identificada junto con su
concentracion, método de purificacion y evidencia fotografica de la electroforesis de
corroboracion. Se enviaron ademas viales de oligonucle6tidos propios utilizados
para la secuenciacion, que fueron los mismos utilizados para las reacciones de

PCR, a una concentracion de 1.5 yM y a un volumen minimo de 10 yL/muestra.

Los resultados de la secuenciacion fueron recibidos por medio electronico en
formato .txt, .doc y. ab1, y guardados para su analisis posterior.

Analisis estadistico y bioinformético.

Con la informacién proporcionada por el cuestionario adjunto, se elaborar6 una base
de datos en Microsoft Excel donde se vaciaron las respuestas que corresponden a
las variables sociodemogréficas y clinicas. La base ademas contiene celdas para
vaciar los resultados de la genotipificacion de VPH (incluyendo la presencia de otros
genotipos aparte de 51). Dicha informacion fue cotejada con los registros de la

bitacora para la concordancia de resultados en caso necesario.
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Las variables sociodemogréficas y clinicas fueron analizadas mediante estadistica
descriptiva, de manera global y grupal, reportandose en forma de media y
desviacion estandar (variables continuas) y porcentajes (variables categoricas).
Para la comparacion intergrupal se utilizaron pruebas de contraste como ANOVA o
Kruskal-Wallis (continuas) y chi cuadrada (categdéricas), manejando como hipétesis
nula la no diferencia intergrupal y verificando previamente normalidad y
homocedasticidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov y Levenne respectivamente),
interpretando un valor p < 0.05 como estadisticamente significativo. Estos analisis

se llevaron a cabo utilizando los softwares SPSS 24.0 (IBM) y GraphPad Prism 8.0.

Las secuencias recibidas fueron convertidas a formato FASTA para llevar a cabo

alineamientos simples y mdultiples:

e Alineamiento simple: cada secuencia fue comparada con otras ya existentes
en bases de datos utilizando la herramienta BLASTn (NBCI) (47), para
verificar que se tratase de una correspondiente a VPH 51 y no a otro
genotipo, gen u organismo.

e Alineamiento  mdltiple: aquellas secuencias confirmadas como
pertenecientes a VPH 51 fueron sometidas a un alineamiento mudltiple
utilizando la herramienta MUSCLE (48).

Como resultado del alineamiento multiple se realizé el conteo absoluto y relativo de
polimorfismos por secuencia, obteniendo un consenso preliminar por grupos y de
forma global. Las secuencias y los consensos fueron traducidos in silico empleando
la herramienta Translate ExPASy) (49) para identificar los efectos de los
polimorfismos sobre la estructura primaria de la proteina mas probable de acuerdo
con los ORF hipotéticos, y un modelaje tridimensional utilizando el software UCSF
Chimera (50).

El analisis filogenético se llevo a cabo utilizando el programa MEGA X (51), para
calcular clusters en un cladograma mediante el método de maxima verosimilitud vy,
de ser posible, usando matrices Bayesianas para optimizar el método. Una vez

calculadas las distancias entre cada cluster, se procedio a realizar la prueba de
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neutralidad de los polimorfismos mas prevalentes y persistentes segun la prueba de
D de Tajima (52).

Recursos disponibles para el estudio

Recursos humanos y materiales.

La parte experimental del estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Virologia e
Ingenieria Genética (edificio 23) de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. En
dichas instalaciones se dispone del material y reactivos necesarios para procesar y
analizar las muestras: cabinas de bioseguridad, termociclador Verity (Applied
Biosystems), refrigerador de ultracongelacion (-20 °C), camaras de electroforesis y
transiluminador. Los insumos consumibles y reactivos también pueden almacenarse

en el laboratorio.

Respecto al andlisis de datos, la Universidad Autbnoma de Aguascalientes posee
acceso a los softwares estadisticos MiniTab 18.0, SPSS 24.0 y GraphPad 8.0 — este
ultimo sera el prioritario para el procesamiento y presentacion de datos por su
conveniencia. No se dispone actualmente en la Universidad de acceso a software
bioinformatico especializado como MEGA X, el cual fue descargado aparte para su

uso.

Para la recoleccion de las muestras, fue fundamental la participacion de los Médulos
de Medicina Preventiva y Salud Reproductiva de las unidades receptoras de
pacientes, por lo cual este proyecto fue llevado a cabo en colaboracion con el HGZ
1y el Hospital de la Mujer de Aguascalientes, atendiendo la necesidad de la practica
privada en caso necesario también como fuente de muestras. La toma de muestras
fue llevada a cabo por el personal adscrito o pasante del servicio que desease
participar en el proyecto y que estuviese capacitado para la correcta toma de
muestras. El medio de transporte fue proporcionado listo para su uso por el
Laboratorio de Virologia e Ingenieria Genética. El diagnostico histopatologico de las
lesiones cervicales fue llevado a cabo en la Clinica de Displasias respectiva por

personal capacitado.
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Recursos financieros.

La mayor parte del recurso econdmico fue obtenido sometiendo este proyecto a

consideracion en la Universidad Autonoma de Aguascalientes como un proyecto de

investigacion por parte del Laboratorio de Virologia e Ingenieria Genética — ya que

se cuenta con el antecedente del proyecto PIBB18-4, un estudio similar al propuesto

(pero sobre el gen E6 y un grupo limitado de lesiones) que ya recibi6 financiamiento

suficiente por parte de la Universidad.

e La mayor parte del recurso financiero se destind al servicio externo de

secuenciacion, el cual tiene un costo (a la fecha de mayo 2020) de 120
pesos/secuencia sin importar su tamafio, costo que pudo disminuir si se
envia un nimero grande de secuencias a la vez.

Una segunda parte del presupuesto la abarcé la genotipificacién de las
muestras obtenidas. Como sélo las muestras positivas para VPH 51 seran
consideradas posteriormente, se calculé que se requeriran al menos 300
muestras (entre todos los grupos de lesiéon) para genotipificacidon, a un costo
estimado solo en reactivos de 50 pesos/genotipificacibn como minimo.

Una parte menor se destind a la amplificacion de los fragmentos a
secuenciar. Esta reaccién se llevé a cabo sélo en las muestras positivas a
VPH 51, con lo que se debieron cubrir 320 reacciones (sin contar las
necesarias para estandarizacion) al mismo costo estimado de 50

pesos/cuatro reacciones (dos para L1y dos para L2).

La tabla de balance entre el presupuesto probable y los costos de operaciéon se

muestra a continuacion:

CONCEPTO Presupuesto Costos
INGRESOS
Presupuesto ordinario $35,000.00 -
(2 periodos anuales)
Presupuesto extraordinario $40,000.00 -
(1 periodo)
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EGRESOS

Servicios de secuenciacion - $38,400.00

(320 secuencias, maximo $120.00/secuencia)

Genotipificacion de VPH -| $15,000.00

(300 muestras)

Amplificacion especifica de L1y L2 de VPH 51 -| $10,000.00

(100 muestras, ya contando estandarizacion)

Otros consumibles (incl. gastos de envio) -| $10,000.00
TOTALES

Balances estimados $75,000.00 | $73,400.00

Balance final estimado $1,

El balance positivo era candidato de ser incrementado aiin mas si se reduce el costo
por secuencia obtenida ($100/secuencia a partir de 50 secuencias enviadas
simultAneamente, ademas de ahorrarse en envios) y haciendo uso de insumos y
reactivo ya disponible en el laboratorio; el ahorro no se estimé al momento, pero
podria haberse elevado hasta $10,000.00 de acuerdo con la disponibilidad de

recursos.

Difusion e impacto de lainvestigacion

Esta investigacion forma parte de una linea de reciente creacion, encaminada al
analisis gendmico y aplicaciones clinicas y tecnologicas del conocimiento generado
en torno al VPH genotipo 51. Partiendo de la evidencia que sugiere una inusual
prevalencia de este genotipo en la region, los resultados de esta investigacion y
otras serian presentados, primero por separado y después en conjunto,
aprovechando los espacios de difusion cientifica disponibles como Seminarios de
Investigacion Institucionales, Congresos Nacionales en las areas de Genética
Humana, Virologia y/o Ginecologia y otros que se consideren necesarios, ya sea en

forma de ponencias o carteles.
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Para la publicacion de los resultados, al final de esta investigacion se elabor6 un
articulo en forma para su envio a una revista indexada especializada en el ramo, a
fin de dar a conocer los hallazgos a la comunidad cientifica. Se esperaba que, al
agrupar la evidencia resultante del analisis de diversos genes del VPH 51, los datos
generados sirviesen para establecer una linea formal de analisis a nivel genémico,
mucho mas especializado, que contribuyesen a incrementar el acervo genético
existente del VPH 51 en bases de datos bioinformaticas, y cuyas secuencias serian
de libre acceso para otros grupos de investigacion con lineas similares. Finalmente,
respecto a la generacion de tecnologia, se esperaba que la evidencia reunida
respecto a la variabilidad de los genes L1 y L2 del VPH 51 sirviese como punto de
partida para el establecimiento de una secuencia consenso que podria ser
posteriormente utilizada, mediante técnicas de Ingenieria Genética, para producir
una vacuna que contenga a VPH 51 junto con otros genotipos prevalentes y que

estuviese encaminada a su uso por la poblacién regional o nacional mexicana.
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RESULTADOS

Verificacion de la amplificacion de los genes L1y L2 de VPH 51 mediante
alineamiento y PCR in silico

La primera verificacion por realizar fue la concordancia de las secuencias reportadas
por Xu et al. (11), que de acuerdo con la secuencia de referencia M62877.1
(GenBank) permitirian la amplificacion de las regiones gendémicas ilustradas en las
figs. 9 y 10. La amplificacion in silico fue verificada empleando Primer-BLAST (53),
y un resumen de los resultados se muestra en la fig. 11. Para ninguno de los casos
se mostraron amplificaciones inespecificas potenciales, excepto para otros

genomas aislados correspondientes a VPH 51.

HPV51_gtype_sotlar_F (319 .. 339)
@ (7224 ..7243) HPV51L1 2R / HPV51_gtype_sotlar_R (520 .. 541)

@ (6261 ..6280) HPVS51L1 1R

@ (6141 .. 6157) HPV51L1 2F —_,

HPV51_M62877.1
7808 bp

(5566 ., 5586) HPV51L2_2R

@ (5366 .. 5385) HPV51L1 1F

@ (4857 .. 4877) HPV51L2_ 1R
(4798 .. 4818) HPV51L2 2F

© (4012 .. 4032) HPV51L2_1F

Fig. 9: Mapa de amplificacion de los oligonucledtidos dirigidos contra los genes L1y L2 del VPH 51. El genoma de referencia
(GenBank: M62877.1) es circular debido a la forma episomal previa a la ruptura e integraciéon al genoma hospedero. Cada
fragmento amplificado incluye sus oligonucledétidos flanqueantes del mismo cédigo de color. Se incluye ademas el fragmento
de 223 pb amplificado en la genotipificacion mediante PCR multiplex propuesta por Sotlar et al. (46) que permite la deteccion
de VPH 51 (HPV51_gtype_sotlar). Elaborado con ayuda del software SnapGene (Insigntful Science, disponible en
WWW.Snapgene.com).
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Fig. 10: Simulacién de un gel de agarosa al 2.0% de las secuencias a amplificar de la fig. 9. MW; marcador de peso molecular
100 bp (Promega). Carril 1: HPV_gtype_sotlar. Carril 2: HPV51L1_1. Carril 3: HPV51L1_2. Carril 4: HPV51L2_1. Carril 5:
HPV51L2_2. Elaborado con ayuda del software SnapGene (Insigntful Science, disponible en www.snapgene.com).

Sin embargo, al observar los parametros determinados por la PCR in silico, se
observaron dos situaciones diferentes. Mientras que los oligonucleétidos destinados
a la amplificacién del gen L1 (VPH51L1 1y VPH51L1 2) mostraron relativamente
poca auto complementariedad 3’ (> 3.00), los oligonucleétidos para L2 si mostraron
valores mas elevados de auto complementariedad; mas aun, los oligonucleétidos
del primer fragmento de L2 (HPV51L2 1) poseen un %GC mas bajo del
recomendado, lo que podria ocasionar problemas para lograr una amplificacién
exitosa. Sin embargo, la alta especificidad de los oligonucledtidos para su
amplificacion, en especial debido a la ausencia de amplificacion en otros genotipos
relacionados — en especial VPH 82 — 0 secuencias enddgenas de Homo sapiens,
es suficiente para probar la estandarizacion, aunque con posibles modificaciones

respecto al protocolo original.
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Primer pair 1

Sequence (5'>3) Template strand  Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer  GGTATTGCCCACATCTCCTA Plus 20 5366 5385 5638 5000 3.00 2.00
HPV51L1_1 rReverseprimer  TTTGCTCCCTGCGTAAATGA Minus 20 6280 6261 57.81 4500 3.00 1.00
Product length 915
Primer pair 1
Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer  GGATTTCGCTGCCCTAC Plus 17 6141 6157 5492 5882 300 000
HPVS51L1_2 geverseprimer  TACCCACATACACCCGTACA Minus 20 7243 7224 STTT 5000 4.00 200
Product length 1103
Primer pair 1
Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TGCAACATCCCAATTAACTAC Plus 21 4012 4032 5416 3810 4.00 0.00
HPV51L2_1 Reverseprimer  TGTGGATGGCTTACTAATAAA Minus 21 4877 4857 5222 3333 6.00 4.00
Product length 866
Primer pair 1
Sequence (5'->37) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self i Self 3
Forward primer  TAGCTGCTCCCCGCTTGTATA Plus 2 4796 4818 60.76 5238 500 400
HPV51L2_2 Reverse primer CACAATTCGAGACACAGGTGC Minus 21 5686 5566 5980 5238 4.00 200

Product length 789

Fig. 11: Resumen de PCR in silico de los fragmentos de L1y L2 estudiados. La longitud de cada fragmento corresponde con
los estimados tedricos reportados previamente. El valor aceptable tanto de auto complementariedad como

complementariedad 3’ es menos a 3.00.

Estandarizacion de la técnica de amplificacion de los genes L1y L2 de VPH 51
mediante PCR punto final

Fig. 12: Genotipificacion de muestras modelo, observadas
tras una electroforesis en gel de agarosa al 2.0%. Una
banda de 223 pb en la segunda reaccion indica la presencia
de VPH 51. Carriles 1-4: muestras genotipificadas. MW:
marcador de peso molecular 100 pb (Jena Bioscience).
Carril 5: primera amplificacion, E7AS/LCR. Carril 6: muestra
negativa para VPH.

Con las muestras de ADN previamente
destinadas para estandarizacion (no
incluidas dentro del conjunto final de
muestras de estudio), se realiz6 la
verificacion de integridad y
genotipificacion, con el fin de comprobar
que las muestras siguieran siendo viables
para su uso en la estandarizacién de la
amplificacion de L1 y L2. De las 10
muestras almacenadas, se verificé que 7
contenian ADN de buena calidad y con una
amplificacion exitosa para el fragmento de
VPH 51 (fig. 12). Con un volumen
aproximado de 30 uL por muestra, se
procediéo a la estandarizacion con estas

muestras.
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Con base en experiencia previa con la amplificacion del gen E6 siguiendo el mismo
protocolo (11), se optd por incrementar la concentracion de dNTPs en la reaccién
de 0.2 a 0.3 mM para la amplificacion de los fragmentos del gen L1y a 0.4 mM para
los del gen L1, con el fin de garantizar una proporcion aproximada de 300 pb/0.1
mM de dNTPs en la mezcla y evitar un agotamiento prematuro que pudiera resultar
en la sintesis de amplicones incompletos. La concentracion de oligonucle6tidos no
mostro interferencia en la reaccidn exitosa, asi que su concentracion (0.8 yM) no
fue modificada inicialmente (ver mas abajo). Las variables por estandarizar fueron,

entonces:

1) La concentracion de MgClz, que fue probada para cada reaccion en
concentraciones de 1.5 a 2.5 mM, a un gradiente de 0.5 mM.

2) Latemperatura de alineamiento, que debido a la auto complementariedad de
algunos oligonucledtidos fue elevada de un punto central de 54 a 56 °C, en
un gradiente de 2 °C desde 54 hasta 60 °C.

Los resultados se muestran en la fig. 13. De acuerdo con las amplificaciones, se
observo un requerimiento minimo de 2.0 mM de MgClz para lograr una amplificacion
minima (a 1.5 mM no se observo amplificacion en ningun caso), en conjunto con
una temperatura de 56 y 58 °C — de ahi que 57 °C sea la temperatura candidata por
ser el punto medio entre ambas. Sin embargo, el rendimiento no es igual para todas
las reacciones: en particular, para el caso de la amplificacion de los fragmentos del
gen L2 el rendimiento es marcadamente inferior al encontrado para el gen L1. Se
desea que la temperatura de alineamiento sea igual o similar para ambas
reacciones, por lo que los resultados de estandarizacién obtenidos hasta ahora para
L2 no fueron definitivos hasta esta etapa.

Con el fin de optimizar el rendimiento sin comprometer la especificidad de las
reacciones, se llevdo a cabo un ajuste de la concentracion de MgClz y
oligonucledtidos de manera simultanea a diferentes temperaturas, partiendo del
hallazgo central de 57 °C, considerando las siguientes condiciones: 1.5 mM de
MgCl2, 0.6 uM de cada oligonucleétido en cada reaccion, y temperaturas de
alineamiento de 57, 59y 61 °C; los resultados se muestran en la fig. 13. Se logré un
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buen rendimiento sin presencia de amplificaciones inespecificas amplificando los
fragmentos L1 _1yL2 2a57 °C,ylos fragmentosL1 2y L2 1a59 °C.

1103 pb
915 pb

866 pb
789 pb

Fig. 13: Estandarizacion de técnicas de amplificacion de L1y L2 de VPH 51. Cada gel corresponde a un fragmento donde se
probaron las variables de [MgCl,] y temperatura de alineamiento. La observacion se realizé en un gel de agarosa al 1.5%. Los
resultados positivos se muestran en el anexo 4. Para todos los geles, carril 1: 2.0 mM, 54 °C; carril 2: 2.5 mM, 54 °C; carril 3:
2.0 mM, 56 °C; carril 4: 2.5 mM, 56 °C; carril 5: 2.0 mM, 58 °C; carril 6: 2.5 mM, 58 °C; carril 7: 2.0 mM, 60 °C; carril 8: 2.5
mM, 60 °C. MW: marcador de peso molecular 100 pb (Jena Bioscience).
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Caracteristicas de las pacientes analizadas

Fueron secuenciadas con éxito 44 muestras de pacientes distribuidas en los cuatro
grupos de lesion: NILM (n = 7), LSIL (n = 17), HSIL (n = 13) e IC (n = 7). Las

caracteristicas sociodemograficas y clinicas, recogidas mediante el cuestionario

anexo, se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de las pacientes analizadas, distribuidas por grupo de lesion. Las
variables continuas se muestran como media + SD, y las categéricas como n (%), separadas por categorias seguin
corresponda a las politdbmicas, y a los resultados positivos en el caso de las variables dicotémicas.

. LSIL HSIL
Variable
(n=17) (n=13)
Edad (afios) 26.85+4.91 | 36.12+13.20 34.38 +9.02 39.14 + 5.43 0.134
Nivel Bajo: 1 (14.3) | Bajo: 1 (5.9) Bajo: 1 (7.7) Medio: 7
socioeconémico | Medio: 6 Medio: 16 Medio: 12 (100.0) 0.768
(85.7) (94.6) (92.3)
Primaria: 1 Primaria: 2 Primaria: 5 Secundaria: 2
(14.3) (11.8) (38.5) (28.6)
Secundaria: 3 | Secundaria: Secundaria: 4 | Bachillerato: 3
42.9 11 (64.7 30.8 42.9
Escolaridad ( ) ( . ) ( ) ( ). 0.094
Bachillerato: 2 | Bachillerato: 2 | Bachillerato: 4 | Superior: 2
(28.6) (11.8) (30.8) (28.6)
Superior: 1 Superior: 2
(14.3) (11.8)
Numero de hijos 2.00 £ 0.82 2.82 £2.07 2.92+2.78 2.14 £ 0.90 0.695
Edad piREl 21.00+3.11 | 1950+3.11 | 19.64+2.84| 2314+358| 0.076
parto (afos)
Edad iniciovida | 15594198 | 1806+370 | 17.69+149| 21.14+204| 0.035
sexual (afios)
Uso de condon 2 (28.6) 4 (23.5) 4 (30.8) 1(14.3) 0.871
Infecciones 5 (71.4) 6 (35.3) 9 (69.2) 4(57.1) | 0.222
vaginales
Anticonceptivos
hormonales 2 (28.6) 1(5.7) 4 (30.8) 3(42.9) 0.182
Uso de tabaco 4 (57.1) 11 (64.7) 7 (53.8) 4(57.1) | 0.944
No. De cigarros
consumidos 1.75+0.50 2.82+1.40 4.00+2.16 3.50+1.92 0.179

(/dia)
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Tiempo de
consumo de 8.25+5.38 4.36 + 4.01 11.57 £9.43 12.50 £ 5.00 0.070
tabaco (afios)

AHF cancer 1(14.3) 3(17.6) 2 (15.4) 4(42.9) | 0.466
cervicouterino
AHF otros tipos 0 (0.0) 2 (11.8) 2 (15.4) 2(28.6) | 0.483

de cancer

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias
significativas en la mayoria de las variables del cuestionario, salvo en el caso de la
edad de inicio de la actividad sexual (p = 0.035), donde el andlisis post hoc de Tukey
determind que las pacientes del grupo IC tienen una media de edad de inicio de la

actividad sexual mayor que la del resto de los grupos (21.14 afios, p = 0.043).

Analisis de polimorfismos y arboles filogenéticos en las secuencias génicas

Las secuencias de los fragmentos L1_1, L1 2 y L2 2 fueron recibidas del servicio
de secuenciacion en formatos .docx (secuencia en texto) y .ab1 (electroferograma).
Para analizar las secuencias, las secuencias en formato .docx fueron transformadas
a formato .txt y comparadas mediante BLASTn (NCBI) con las secuencias presentes
en la literatura y verificar su identidad como secuencias pertenecientes a los genes
L1 y L2 de VPH 51. Posteriormente, las secuencias confirmadas como
pertenecientes al genoma de VPH 51 fueron procesadas manualmente para
eliminar los primeros 25-50 nt de cada secuencia segun su alineamiento con la
secuencia mas cercana a la reportada previamente, y cada secuencia perteneciente
a cada fragmento fue convertida a formato FASTA. En total, 44 secuencias
concordantes con alineamientos de secuencias ya reportadas de L1y L2 de VPH
51 fueron consideradas, mientras que 10 (22.72%) fueron eliminadas debido a que
reportaban una mayor similitud con VPH 82 (filogénicamente cercano con VPH 51

y considerado solo de potencial riesgo oncoldgico).

Las secuencias reunidas bajo un mismo archivo FASTA (un archivo por cada
segmento analizado) fueron sometidas a un alineamiento multiple de secuencias

(MSA) empleando el programa MUSCLE (48), y fueron visualizadas empleando los
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programas Jalview (54) y MEGA (51). El nimero de polimorfismos por segmento
fueron calculados manualmente por conteo simple e identificacién de posicién a
partir de la posicion 0 definida segun la posicion del coddn de inicio correspondiente
al marco de lectura adecuado para los fragmentos L1 1y L2 1,y del primer punto
donde se presentara una conservacion superior al 80% hasta la identificacion del
codon de paro en las secuencias L1 2y L2 2, en ambos casos tomando en cuenta
la secuencia de referencia de los genes L1 o L2 segun correspondiera. Los
polimorfismos identificados, asi como su prevalencia, se muestran en las tablas 2-
5. Se eligi6 un umbral de relevancia de 20% de prevalencia para un polimorfismo
en su grupo de lesion (acorde con el numero de muestras en cada uno). Los
principales hallazgos al momento de realizar la comparacion e identificacion de

polimorfismos comunes fueron los siguientes:

e L1 1: en este segmento se encontraron cuatro polimorfismos en el grupo
NILM, todos con una prevalencia de 28.57%. Dos de estos polimorfismos,
A126C y G495T, también se identificaron en el grupo HSIL, con una
prevalencia de 40%. En el grupo LSIL, s6lo dos (A129T y A266C) de los cinco
identificados tienen una prevalencia superior al 20%, y en IC se identificé una
insercion, Ins[794C], no presente en ninguno de los otros grupos.

e L1 2: un mayor numero de polimorfismos fueron encontrados en este
fragmento: 16 en NILM, 12 en LSIL, 17 en HSIL y 13 en IC, dentro de los
cuales HSIL retne la mayor proporcion de polimorfismos con una prevalencia
superior a 20% (hasta 50% respecto a la secuencia de referencia en algunos
de ellos). Para polimorfismos comunes, s6lo T270C se encontré en dos
grupos — NILM y HSIL — mientras que el resto fueron Unicos para su grupo.

e L2 1: para este fragmento, el hallazgo méas notorio es la presencia universal
de tres polimorfismos en todos los grupos de lesion — Ins[285A], G292A y
Del[298]. Asimismo, el nucle6tido G96 también se encuentra modificado en
todos los grupos de lesion, pero la base de sustitucion es distinta (G96A en
LSIL, HSIL e IC, y G96T también se encontro en HSIL; en todos los casos la

prevalencia de este polimorfismo fue superior al 20%).
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e L2 2:en este fragmento no se encontraron polimorfismos compartidos entre

los grupos, pero se identifico C149A en todas las muestras del grupo NILM,

C142A en el 60% de las HSIL, y los cinco polimorfismos de sustitucion

identificados en IC tuvieron una prevalencia superior al umbral.

Tabla 2: Polimorfismos detectados en el alineamiento mdltiple de secuencias para el fragmento L1_1 y su prevalencia,
expresada como porcentaje a la derecha de cada polimorfismo. Cada prevalencia superior al umbral de 20% se resalta en

negrita, y cada polimorfismo encontrado en mas de un grupo de lesion se sefiala sombreado.

Al126C 28.57 A129T 23.08 Al126C 40.00 Ins612C 14.29
C247T 28.57 A158G 7.69 G171A 10.00
G495T 28.57 A266C 23.08 C251T 40.00
C527G 28.57 T615G 15.38 G255A 20.00
T616G 15.38 A429G 20.00
G495T 40.00
C532G 40.00
C541T 20.00
A615T 20.00

Tabla 3: Polimorfismos detectados en el alineamiento mdltiple de secuencias para el fragmento L1_2 y su prevalencia,
expresada como porcentaje a la derecha de cada polimorfismo. Cada prevalencia superior al umbral de 20% se resalta en

negrita, y cada polimorfismo encontrado en mas de un grupo de lesion se sefiala sombreado.

NILM LSIL HSIL

G132A 28.57 T2G 7.69 C119T 20.00 Ins14T 28.57
Al142C 28.57 T5C 7.69 A134C 50.00 Ins80T 14.29
A213G 28.57 A31C 7.69 A145C 20.00 Ins119 14.29
T234C 14.29 G131A 38.46 A216G 50.00 G147A 42.86
A243G 28.57 A141C 15.38 A246G 20.00 A158C 28.57
T270C 28.57 A212G 38.46 T273C 20.00 A158T 14.29
A346C 28.57 A345C 23.08 T270C 20.00 A234G 42.86
T360C 28.57 A443G 23.08 T279C 20.00 A264G 42.86
G430A 28.57 A484C 23.08 A317T 10.00 T291C 28.57
A444G 28.57 A545G 23.08 A344C 40.00 T291A 14.29
G492A 14.29 A221C 7.69 T363C 40.00 A368C 42.86
A531C 14.29 Del[546:550] 7.69 T350C 20.00 A473G 42.86
G532C 14.29 A447G 40.00 G521A 28.57
C533G 14.29 T453G 20.00
C536G 14.29 G525A 20.00
C539G 14.29 C551T 20.00

A560T 20.00
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Tabla 4: Polimorfismos detectados en el alineamiento mdltiple de secuencias para el fragmento L2_1 y su prevalencia,
expresada como porcentaje a la derecha de cada polimorfismo. Cada prevalencia superior al umbral de 20% se resalta en

negrita, y cada polimorfismo encontrado en mas de un grupo de lesién se sefiala sombreado.

NILM LSIL HSIL IC

Ins7A 42.86 A28G 15.38 G96T 40.00 G3C 28.57

T46G 28.57 G94A 23.08 G96A 20.00 G4C 28.57
T137G 28.57 G96A 23.08 G97A 10.00 G7A 28.57

C244T7 28.57 G150A 15.38 A192C 20.00 C8A 28.57
Ins285A 100.00 A274G 23.08 C238T 40.00 G96A 14.29
G292A 100.00 Ins285A 100.00 G247A 10.00 Ins284A 100.00
Del[298] 100.00 G292A 100.00 Ins285A 100.00 G291A 100.00
G324A 28.57 Del[298] 100.00 G292A 100.00 Del[297] 100.00

C381T 14.29 C305T 7.69 Del[298] | 100.00 G328C 14.29
C435A 14.29 G329A 15.38 G329A 40.00 G421T 14.29
C435T 14.29 G329C 23.08 G329C 10.00 A433C 14.29
Ins553G 100.00 C433A 38.46 G362A 10.00 InsG536 100.00
A561G 14.29 T436C 15.38 C381T 40.00 T539C 100.00
A561T 14.29 Ins536G 100.00 Ins536G 100.00 | Ins[TA]559 | 100.00
Ins575T 100.00 T540C 100.00 C433A 50.00

Ins582T 100.00 | Del[559:560] | 100.00 C436T 20.00

T588A 14.29 A561C 100.00 A557C 100.00

T588C 14.29 C562T 100.00 C558T 100.00

C717A 28.57 T610C 7.69 C629A 30.00

A719G 14.29 G695T 7.69 C686T 20.00

C722A 14.29 T696G 7.69 C696T 50.00

Tabla 5: Polimorfismos detectados en el alineamiento multiple de secuencias para el fragmento L2_2 y su prevalencia,
expresada como porcentaje a la derecha de cada polimorfismo. Cada prevalencia superior al umbral de 20% se resalta en

negrita, y cada polimorfismo encontrado en mas de un grupo de lesion se sefiala sombreado.

NILM LSIL HSIL IC

T14G 14.29 T110C 7.69 T104C 30.00 T176G 28.57
C149A 100.00 C126T 7.69 C142A 60.00 T176C 28.57
T501A 28.57 G193A 23.08 G210A 40.00 G334T 42.86
C517G 28.57 C233A 38.46 A325C 10.00 G336T 28.57
C518A 28.57 C412A 23.08 T478G 10.00 C371G 28.57
C533G 28.57 A435C 30.77 T516G 10.00
A578C 28.57 C440A 7.69 A523G 20.00
G614A 28.57 A443C 7.69 G640A 40.00
A615G 28.57 T533G 15.38 G745A 20.00

G620T 28.57 T600G 23.08 T835A 20.00
C634G 28.57 C605G 7.69
T645A 28.57 A647C 23.08
T647A 28.57
T692A 28.57
T834G 28.57
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T785G 14.29

Con los alineamientos respectivos, también se construyeron arboles filogenéticos

utilizando el programa MEGA X (51), empleando el método de Tamura-Nei a 200

iteraciones y demas configuracion estandar. Los arboles finales fueron calculados,

para cada fragmento, primero para todas las secuencias en conjunto y

posteriormente para cada grupo de lesion. Los arboles de cada fragmento se

observan en las figuras 14-17, junto con sus log likelihoods (LLs). Tras realizar una

comparacién del calculo de probabilidad de las ramificaciones en cada arbol y del

arbol global, se observo lo siguiente:

L1 1: en el arbol global, las muestras de los grupos LSIL y HSIL tienden a
agruparse en los mismos clusteres, mientras que para NILM e IC tienden a
dispersarse de acuerdo con sus respectivas similitudes entre los clisteres
formados por LSIL y HSIL. Las muestras IC80 e IC126 son las mas lejanas
al resto, de manera consistente con la observacion de un alto namero de
polimorfismos Unicos para estas dos secuencias. Para los arboles
individuales, se observa que tanto en NILM como en IC las muestras tienden
a agruparse por pares en una alta proporcion de los arboles calculados, en
LSIL cada muestra se separa en una baja proporcion de los arboles
(indicativo de una divergencia dispersa entre la mayor parte de las muestras)
y para HSIL casi todos los arboles calculados (valores de ramas cercanos al
100) generan los mismos clusteres.

L1 2: para el arbol global, se observa que IC60 e IC80 presentan la mayor
divergencia, mientras que para el resto de las muestras se observa una baja
probabilidad de formacion de subgrupos que combinen NILM con los otros
grupos de lesion. Se identifica aqui también que LSIL y HSIL tienden a formar
un mayor namero de clisteres comunes a todos los arboles calculados, vy el
resto de las muestras se dispersan entre dichos grupos. Al momento e
separar por grupo de lesion, en el grupo NILM las muestras se organizan por

pares de casi la misma distancia génica, LSIL tiende a conservar el
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comportamiento de divergencia por pares de muestras en una alta proporciéon
de &rboles calculados, para HSIL cuatro de las muestras (HSIL64, HSIL83,
HSIL94 y HSIL113 no forman clusteres sino que se van separando
sucesivamente del cluster principal formado por el resto de las muestras, y
en IC se identifica que, a diferencia del resto de las ramas del arbol, el cluster
de IC60 e IC80 siempre se observa independientemente de la iteracion
actual.

L2_1: NILM78 y NILM101, tanto en el arbol global como en el individual de
NILM, se observan como muestras con una divergencia marcada respecto a
otros clusteres formados. Las muestras LSIL y HSIL, una vez mas, tienden a
agruparse entre ellas mismas en el arbol global para casi todos los
calculados, con una alta probabilidad de verosimilitud para los arboles
individuales de ambos grupos. Respecto a IC, la muestra que presenta una
mayor distancia de las demas es IC9, que es la Unica en no formar subgrupo
con otra excepto con la secuencia de referencia.

L2 2: aqui, NILM95 y NILM124 son las dos muestras de su grupo que
divergen mas temprano tanto en el arbol global como en el intragrupal, con
el resto de las muestras distribuyéndose entre diferentes clusteres en el arbol
global. LSIL58 y LSIL69 muestran un comportamiento similar en su grupo, lo
mismo que HSIL11 e IC9. Para el resto de los casos, la distribucion obedece
a una divergencia por pares con probabilidad alta, pero en este caso las
muestras NILM también muestran un comportamiento a agruparse entre ellas

mismas, similar a LSIL y HSIL.
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Fig. 14: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de las secuencias del fragmento L1_1. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la
probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el célculo de los arboles. Log likelihoods de cada
arbol: A (global) = -4691.87, B (NILM) = -2188.00, C (LSIL) = -1680.51, D (HSIL) = -1809.20, E (IC) = -2990.45.
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Fig. 16: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de las secuencias del fragmento L2_1. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la
probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el célculo de los arboles. Log likelihoods de cada
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62



HSIL 36

68

% IC 80
4*|£w -
IC 126

I: IC9
™ Refseq

IC 60

IC71

IC 105

LSIL4 5 LSIL 4
LSIL 15
LSIL 14 ™ LSIL 15
HSSILTS
LSIL I
Bk LSIL 14
HSIL 27
HSIL 25 sz
SIL n LSIL 41
LSIL 41
LSIL 18
) s st
LRSE',;;(? W B
o)
HSIL 11 LSIL 62
NILM 78 .
NILM 101 8
HSIL 83 Refeeq
A LSIL 19
NILM 124
LSIL 69 = LSIL 18
3k pyyyes i
10
LSIL 62 Lt
:_CSESS LSIL 58
NILM 95
IC126 LSIL 69
—— NILM 57
] NILM 112
s rgLM 108
[ p—. 0 HSIL 25
HSIL 94 “
by Y -
HSIL 27
E] HSIL 53
B 100 NILM 78 . HSIL 36
s NILM 101 67 |: HSIL 8
x
100 Refseq Refseq
NILM 112 HSIL 11
- E NILM 108 [ HsiL113
92 NILM 57 sl hsies
NILM 95 [ —
NILM 124 100 \; HSIL 64

Fig. 17: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mdltiples de las secuencias del fragmento L2_2. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la
probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods de cada
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A continuacion, para verificar como se comportaba la seleccion de los polimorfismos
detectados, la distancia génica y determinar si existiria la probabilidad de
divergencia con estas secuencias en el futuro, se realiz6 una prueba de neutralidad
génica empleando el método de D de Tajima (52) en el programa MEGA X (51). La
prueba se realizé para cada fragmento, primero tomando todas las secuencias
independientemente de su grupo de lesién, y posteriormente agrupandolas por
grupo de lesion. Un valor de |D| > 2 se considerdé como indicativo de seleccién
génica positiva o negativa (dependiendo del signo), significativo si 8 < 0.05. Los
resultados del analisis global para cada fragmento se muestran en la tabla 6. Aqui,
el fragmento L1 2 y L2 2 poseen de manera mas marcada un mayor numero de
sitios variables (997 y 911 respectivamente) en comparacion con L1 _1y L1 2, que
ya se ha demostrado poseen una mayor estabilidad. De acuerdo con el analisis,
L1 1 y L1 2 poseen un indicativo de seleccién negativa (mayor tendencia a la
divergencia que el valor critico); sin embargo, ninguno de los cuatro fragmentos
posee una aneutralidad significativa, por lo que se considera que no divergen en el

tiempo mas alla de los limites estadisticos establecidos por el modelo.

Tabla 6: Andlisis de neutralidad génica para las secuencias de cada fragmento, empleando D de Tajima. Todas las secuencias
alineadas con éxito para cada fragmento son consideradas en el analisis, que emplea 200 iteraciones para realizar una
prediccion de seleccion o aneutralidad en el tiempo. m: numero de secuencias empleadas en el andlisis. S: numero total de
sitios variables encontrados en el alineamiento. Ps: proporcion de sitios variables respecto al nimero total de sitios probables
de variacion. 6: estadistico de significancia para la seleccién positiva o negativa. 17: diversidad nucleotidica relativa. D:
estadistico de Tajima.

Secuencias m S Ps (0] m D
L1 1 38 537 0.50234 0.11956 0.05963 -1.89132
L1 2 38 997 0.73579 0.17512 0.07499 -2.16295
L2 1 38 318 0.33974 0.08086 0.03233 -2.25655
L2 2 38 911 0.64564 0.15367 0.08228 -1.75679

Por su parte, el andlisis por grupos, mostrado en la tabla 7, identifico en L1 para
LSIL y HSIL (0.022 y 0.029) y en L2_1 para LSIL, HSIL e IC (0.015, 0.043 y 0.040)
una seleccion significativamente mayor respecto al valor critico, pero que no es
indicativa de una mayor acumulacion de polimorfismos respecto al tiempo (ninguno
de sus valores D es inferior a -2). Por otro lado, en L1 2 y L2 2, en ambos casos

para LSIL, si hay una mayor acumulacion de polimorfismos, pero su seleccion no
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es significativa. Se identific6 entonces que, si bien en todos los casos hay
secuencias candidatas a ofrecer una mayor seleccion génica respecto al critico, la
seleccidon aun permanece estable y, a nivel génico, no hay indicativo de divergencias
actuales respecto a las secuencias de referencia que indiquen la presencia

persistente de variantes Unicas, 0 su probabilidad de aparicién constante.

Tabla 7: Andlisis de neutralidad génica para las secuencias de cada fragmento separadas por grupo de lesion, empleando D
de Tajima. Todas las secuencias alineadas con éxito para cada fragmento, y para cada grupo de lesién, son consideradas en
el andlisis, que emplea 200 iteraciones para realizar una prediccion de seleccién o aneutralidad en el tiempo. m: nimero de
secuencias empleadas en el andlisis. S: nimero total de sitios variables encontrados en el alineamiento. Ps: proporcion de
sitios variables respecto al nimero total de sitios probables de variacién. 6: estadistico de significancia para la seleccién
positiva o negativa. 17: diversidad nucleotidica relativa. D: estadistico de Tajima.

Secuencias m S Ps (0] m D

L1 1 NILM 8 132 0.138510 0.053420 0.061760 0.852047
L1 1 LSIL 14 68 0.072110 0.022675 0.016058 | -1.291377
L1 1 HSIL 11 81 0.085624 0.029233 0.023083 | -1.004755
L1 1 1IC 8 425 0.411822 0.158829 0.164244 0.187204
L1 2 NILM 8 320 0.272109 0.104946 0.083819 | -1.104389
L1 2 LSIL 14 225 0.197368 0.062063 0.029005 | -2.399592
L1 2 HSIL 11 353 0.300426 0.102570 0.068395 | -1.613995
L1 2 IC 8 748 0.598879 0.230973 0.192182 | -0.923297
L2_1 NILM 8 208 0.227074 0.087577 0.065073 | -1.406906
L2_1 LSIL 14 43 0.048260 0.015176 0.009053 | -1.759923
L2 1 HSIL 11 115 0.128348 0.043820 0.028693 | -1.657509
L2 1 IC 8 94 0.105145 0.040552 0.038631 | -0.257667
L2_2 NILM 8 358 0.391257 0.150898 0.117877 | -1.200999
L2_2 LSIL 14 498 0.491124 0.154435 0.082201 | -2.116299
L2 2 HSIL 11 477 0.447887 0.152916 0.131609 | -0.675720
L2 2 IC 8 473 0.499472 0.192634 0.136370 | -1.604253

Traduccion in silico y analisis de mutaciones en secuencias proteicas.

Considerando los sitios elegidos para el procesamiento de secuencias génicas, ya
previamente descrito, se llevo a cabo la traduccion in silico de todas las secuencias
empleando la herramienta ExPASYy (49). Los seis posibles marcos de lectura fueron
obtenidos, y de ahi para cada secuencia se seleccionoé la secuencia de aminoacidos
mas probable a generar el fragmento de la proteina L1 o L2 llevando a cabo un
alineamiento simple BLASTp (47). La secuencia seleccionada fue convertida a

formato FASTA, para su posterior alineamiento multiple de la misma forma que las
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secuencias génicas, empleando configuraciones para secuencias de aminoacidos

estandares, y con éstos se construyeron arboles filogenéticos globales y por grupo

de lesion para cada fragmento, empleando el método de James-Taylor-Thornton

(JTT) a 200 iteraciones. Los arboles calculados se ilustran en las figuras 18 a 21.

Realizando las observaciones pertinentes, y comparando con los arboles obtenidos

con las secuencias génicas con anterioridad, estos fueron los hallazgos mas

relevantes:

L1 1:eneléarbol global, se observa que las distancias entre secuencias NILM
son inferiores respecto al arbol génico, y existe una mayor probabilidad de
encontrar las mismas ramas en un arbol inferido del modelo al reducirse la
cantidad de sitios variables en el alineamiento multiple de proteinas. Los LLs
de los cuatro arboles intragrupales son similares, y menores que los
encontrados en los arboles de secuencias génicas.

L1 2: la distribucion de las muestras LSIL y HSIL en el arbol global es similar
al caso del arbol génico, donde se agrupan entre cllisteres ellas mismas, con
las muestras NILM e IC intercaladas entre dichos clusteres. Sin embargo, si
hay una diferencia importante en la distribucion de las muestras NILM en su
arbol intergrupal, donde si se observaba una divergencia por pares en las
secuencias geénicas, en este nuevo arbol cada una de las muestras diverge
individualmente de la rama primigenia a intervalos regulares. De entre todos
los arboles de alineamientos de secuencias de aminoacidos, los de L1_2 son
los que poseen un menor valor LL (por ejemplo, LL arbol global =
—10108.37), por lo que la divergencia en este fragmento ocurre de manera
mas pronunciada que en el resto de los fragmentos.

L2 1. los arboles globales, tanto de las secuencias génicas como de
aminoacidos, poseen una distribucion similar, donde la formacion de
clusteres es poco pronunciada, y predomina la divergencia de muestras
individuales con una probabilidad similar entre las ramas. El comportamiento
dentro de cada grupo de lesion tampoco varia considerablemente respecto
al arbol génico, excepto en el caso de HSIL, donde HSIL56, HSIL64, HSIL83
y HSIL114 divergen individualmente en lugar de hacerlo por pares. Aqui se
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tiene una estabilidad relativa, caracterizada por bajos LLs (particularmente
en LSIL, donde el valor de LL es superior a -1000.00, indicativo de una baja
divergencia).

e L2 2:respecto al &rbol génico global, donde se observaba un gran numero
de pequefios clusteres, en el arbol proteico se distinguen tres principales
ramas que divergen de la rama primigenia, y a partir de las cuales comienzan
a ramificarse cada una de las muestras. El comportamiento de los arboles en
cada grupo presenta un comportamiento diferente sus respectivos arboles
génicos — excepto para NILM. En particular, en LSIL se distingue un patron
de divergencia simétrica que no se presentaba en el arbol génico, mientras
gue en HSIL hay una divergencia heterogénea entre las muestras. Los LLs
identificados son similares entre si para los arboles intragrupales,
ligeramente superiores a los de L2_1.

Para estas secuencias también se realizo un analisis de neutralidad mediante D de
Tajima (52), cuyos resultados se exhiben en las tablas 8 (globales) y 9 (por grupo
de lesion). Comparado con el andlisis de neutralidad de las secuencias génicas, se
obtiene un numero de sitios variables en los analisis globales equivalente con la
traduccion in silico, marcadamente mayor en L1 2 (S=399)y L2 2 (S = 283), y
mostrando en L1 1 una seleccion negativa indicativa para L1_1, pero no
signifivativa (D = -2.08, © = 0.102). Para el resto de los fragmentos no se
encontraron selecciones indicativas o significativas. Separando por grupo de lesion,
se determinb que L1 1 HSIL y L2 1 LSIL poseian selecciones no superiores a las
criticas pero significativas con el analisis inferencial, mientras que L1 1 NILM y

L2 2 LSIL presentaban selecciones mayores a la critica, pero no significativas.
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Fig. 18: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos multiples de las secuencias de aminoacidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento L1_1. Los valores
en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el
célculo de los arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -2393.63, B (NILM) = -1159.52, C (LSIL) =-1326.81, D (HSIL) = -1096.13, E (IC) =-1134.72.
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Fig. 19: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos maltiples de las secuencias de aminoécidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento L1_2. Los valores
en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo
de los arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -10108.37, B (NILM) = -3620.82, C (LSIL) = -2015.33, D (HSIL) = -2999.46, E (IC) = -4326.76.
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Fig. 20: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos multiples de las secuencias de aminoéacidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento L2_1. Los valores
en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el célculo
de los arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -2639.51, B (NILM) = -1866.42, C (LSIL) = -963.60, D (HSIL) = -1287.33, E (IC) = -1127.55.
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Fig. 21: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos mltiples de las secuencias de aminoécidos resultantes de la traduccion in silico del fragmento L2_2. Los valores
en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo
de los arboles. Log likelihoods de cada arbol: A (global) = -4182.39, B (NILM) = -1278.45, C (LSIL) =-1779.56, D (HSIL) = -1466.15, E (IC) = -1844.52.
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Ensamblaje de consensos y prediccién de variaciones estructurales en L1y
L2.

Tomando en cuenta los alineamientos mdultiples obtenidos de las secuencias de
aminoacidos, se tomaron las secuencias consenso calculadas segun el programa
Jalwiew (54) y considerando las posiciones relativas a las secuencias de referencia
de cada fragmento, se realiz6 un ensamblaje para obtener una secuencia Unica de
L1 y L2 para cada grupo de lesion. Dichas secuencias fueron sometidas a un
alineamiento mdltiple para realizar el andlisis filogénico y la identificacion de
variaciones en la secuencia de aminoacidos, cuyos resultados se muestran en las
tablas 8 y 9, y la fig. 22. De las mutaciones no silenciosas detectadas, en L1 se
concentran todas en la segunda seccion (proveniente de L1 _2) de la proteina,
siendo V277G comun a todos los grupos de lesion, y G278S presente en LSIL y
HSIL; el resto son variaciones unicas en NILM e IC. En L2, en cambio, la secuencia
EPIAP del aminoacido 95 a 99 esta presente en todos los grupos de lesién, asi
como una inserciéon de glicina en la posicion 179 y D180H; también se encuentra
presente T300K en NILM y HSIL.

Tabla 8: Mutaciones no silenciosas detectadas en los fragmentos ensamblados de L1 para cada grupo de lesion, respecto a
la secuencia de referencia. Las mutaciones detectadas en mas de un grupo de lesion se muestran en sombreado.

NILM LSIL HSIL IC
L212A V277G V277G A211C
A214G G278S G278S A214V
A215H L221Q
Ins[LVCK]221 V277G
Ins[MVIPC]250 G278S
Ins[Y]259 Ins[LTII]287
V277G Ins[LL]298
G278C Ins[L]312
A313T
T314Q
Ins[IL]348
Ins[W]410

Tabla 9: Mutaciones no silenciosas detectadas en los fragmentos ensamblados de L1 para cada grupo de lesién, respecto a
la secuencia de referencia. Las mutaciones detectadas en mas de un grupo de lesion se muestran en sombreado.

D95E D95E D95E D95E
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L96P L96P L96P L96P

W97l W97l W97l W97l

HI98A HI98A HI98A HI98A

H99P H99P H99P H99P

Ins[G]179 Ins[G]179 Ins[G]179 Ins[G]179

D180H D180H D180H D180H

Ins[LRFYD]255 Ins[G]229 T300K Ins[TS]464
INs[WWCATWCFCV]274 | Ins[EA]303 InsfRRWHCGACM]486
T300K Ins[AEV]344

Ins[R]486

El analisis de los arboles filogenéticos mostré una mayor probabilidad de agrupar
las ramas en L2 que en L1, aunque en ambos casos el valor LL es indicativo de una
poca divergencia. En el caso de L1, IC es la secuencia que mas diverge, y LSIL y
HSIL son las dltimas en separarse, acorde con el analisis de variaciones puntuales
donde ambos fragmentos tienen la misma secuencia. Para L2, las secuencias
tienden a agruparse mas entre si que con la secuencia de referencia, debido al
namero mayor de variaciones comunes a todos los fragmentos respecto a la
referencia. En este caso, LSIL es la que presenta menor nimero de variaciones, y
la que diverge primero; NILM y HSIL se agrupan al final. El analisis de neutralidad
con D de Tajima (tabla 10) muestra una baja seleccién negativa, cercana a la
neutralidad y significativa tanto en L1 como en L2; esto indica que las variaciones al
hacer el analisis de los fragmentos completos son poco frecuentes y no indican una

constante aparicion de variantes divergentes entre las muestras analizadas.

L1 LSIL consensus align L2 NILM consensus

47 t—————— L1 HSIL consensus align 57 L2 HSIL consensus

L1 Refseq whole|P26536 L21C

- -

Fig. 22: Arboles filogenéticos calculados a partir de los alineamientos multiples de las secuencias consenso calculadas para
cada grupo de lesion. Los valores en las intersecciones de las ramas indican la probabilidad de 0 a 100 de que dichas ramas
sean predichas por el modelo de 200 iteraciones. Refseq se utiliza como outlier para el calculo de los arboles. Log likelihoods
de cada arbol: L1 (izquierda) = -1654.72, L2 (derecha) = -1584.73.

L1 NILM consensus align L2 LSIL consensus

L1 IC consensus align L2 Refseq whole|P26539
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Tabla 10: Analisis de neutralidad génica para las secuencias de cada proteina consenso, empleando D de Tajima. Todas las
secuencias alineadas con éxito para cada fragmento, y para cada grupo de lesion, son consideradas en el analisis, que emplea
200 iteraciones para realizar una prediccién de seleccién o aneutralidad en el tiempo. m: nimero de secuencias empleadas
en el andlisis. S: nimero total de sitios variables encontrados en el alineamiento. Ps: proporciéon de sitios variables respecto
al nimero total de sitios probables de variacion. ©: estadistico de significancia para la seleccién positiva o negativa. :
diversidad nucleotidica relativa. D: estadistico de Tajima.

_ Secuencias .. m S P o0 7T D
L1 whole 5 11 0.020873 0.010019 0.008918 -0.790615
L2 _whole 5 15 0.02994 0.014371 0.012375 -1.015434

Finalmente, para L1 se realiz6 una verificacion de la estructura de las proteinas
consenso (fig. 23), modelando mediante el mismo método la secuencia de
referencia para comparacion. En el caso de LSIL y HSIL, no hay variacion en el
plegamiento o la estructura de las cadenas, mientras que para NILM soélo se
observan las cadenas de la estructura central de mayor tamafo debido a las
inserciones detectadas. En IC si se observa un plegamiento anormal de las
cadenas, con deficiencias en el ensamblado hexamérico debido al mayor namero
de inserciones detectadas. Sin embargo, pese a ello, ain en IC se mantiene la
estructura base conocida de L1 en VPH 51. En el caso de L2, este analisis no fue
posible debido a que se desconoce la estructura exacta de L2 incluso en genotipos
mas comunes como VPH 16, por lo que se requiere un modelaje de novo que no se
puede llevar a cabo debido al nimero insuficiente de secuencias consenso para
obtener un modelo probabilistico confiable (se requieren al menos 5 ensamblados

por grupo de lesion para obtener un modelo minimo).
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Fig. 23: Modelos 3D de las proteinas consenso L1 calculadas para cada grupo de lesion. En todos los casos, la prediccion se realizé mediante configuracion estandar a partir del modelo
mas cercano obtenido en .pb.
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DISCUSION

El papel del virus del papiloma humano en el desarrollo del cancer cervicouterino es
ampliamente conocido desde hace casi 40 afios; sin embargo, los mecanismos por
los cuales solo un grupo selecto de genotipos de entre los mas de 200 existentes
(de los cuales no todos infectan al humano) son considerados de alto riesgo para el
desarrollo del cancer cervicouterino no siempre se explican con claridad. Si bien
alrededor del 85% de todos los casos de cancer cervicouterino reportados a nivel
mundial incluyen la infeccion con los genotipos 16 y/o 18 del VPH, de manera
regional otros genotipos han sido analizados, y su prevalencia ha resultado

inusualmente alta.

El genotipo 51 del VPH fue caracterizado por primera vez en 1991 (55), y esta
considerado dentro de los genotipos de alto riesgo para el desarrollo de cancer
cervicouterino, asi como de otros tipos de cancer de células escamosas como el
cancer oral, anal y vaginal (40); esto pese a que la evidencia sugiere que se
encuentra en el séptimo lugar de los genotipos de alto riesgo en prevalencia de
casos de mujeres infectadas con VPH, con una prevalencia mundial estimada entre
0.5y 4% de todos los casos confirmados (56). A lo largo de las ultimas dos décadas,
sin embargo, han surgido estudios que indican una prevalencia mas elevada que la

reportada a nivel mundial, como ya se ha mencionado con anterioridad.

De manera mas local, un estudio llevado a cabo por Gutiérrez-Campos et al. en
2019 identificé que, en pacientes con carcinoma invasor invariantemente del grado
de avance, la prevalencia de VPH 51 superaba a la de VPH 16, encontrandose en
casi la mitad de las pacientes con carcinoma, y con una prevalencia mas elevada
gue el promedio en grados precursores de lesion cervical neoplasica (6). Un estudio
posterior en la region occidental de México realizado por Molina-Pineda en 2020
encontré un resultado similar, pero extendiendo el estudio a la comparacion de la
prevalencia entre mono- y co-infecciones, y determinaron que VPH 51 se
encontraba en una prevalencia similar tanto en solitario como en presencia de al
menos otro genotipo de alto riesgo, en particular VPH 16 (57). En este estudio no

llevé a cabo un andlisis de co-infecciones entre VPH 51 y otros genotipos, pero se
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buscara optimizar este tipo de andlisis considerando la presencia de otros genotipos
de importancia y emergentes, en particular debido a la evidencia de que VPH 51
pudiera interactuar con VPH 16, lo que explicaria su alta prevalencia conjunta en

casos de carcinoma invasor en la region centro-occidente de México.

Por su parte, Hao et al. encontraron en un estudio con 53 pacientes con cancer
cervicouterino de diferentes edades que el VPH 51 exhibe una tendencia bimodal
en la distribucion de edad (58), coincidencia parcial encontrada en este trabajo,
donde la edad de inicio de la vida sexual, normalmente correlacionada con la edad
propia de la paciente que reporta, fue estadisticamente significativa mayor para las
pacientes del grupo de carcinoma invasor (IC) respecto a las que no presentaban
lesiones malignas o que presentaban lesiones precancerosas. Hao et al.
concluyeron en la importancia de realizar el escrutinio no sélo de lesiones malignas,
sino también de lesiones benignas que pudieran modificar su comportamiento en el
futuro cuando la edad de la paciente se incrementara. Gianella et al. confirmaron
parcialmente este resultado en un estudio de cohorte retrospectiva con 1332
pacientes, donde encontraron una tendencia de incremento de riesgo significativa
de progresion a HSIL asociada con la edad creciente de la paciente y la infeccion
por VPH 51 (59).

Los reportes de variantes en VPH 51 también han incluido otras regiones del
genoma, tales como LCR para determinar sublinajes especificos de baja
prevalencia en la poblacién general (60). Si bien los reportes de regiones como E6
o0 E7 aun son escasos para VPH 51, si hay evidencia en otros genotipos de mayor
prevalencia y baja variabilidad (como VPH 58) que estas regiones son muy estables
entre los diferentes genotipos (58), y la caracterizacion mediante homologia hace
factible su uso para determinar linajes de manera mas precisa, en particular en
poblaciones muy heterogéneas como la mexicana. Los cambios observados en
variantes de interés también pueden mostrar efecto sobre epitopos virales, incluso

en variantes ya plenamente caracterizadas (61).

Respecto a la etnia, la mayor parte de los estudios de prevalencia de VPH 51 se
concentran en Asia suroriental (particularmente China), donde VPH 51 aparece
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constantemente como uno de los genotipos de mayor prevalencia fuera de los mas
prevalentes VPH 16 y VPH 18 (62,63). También en otras regiones como Africa
central el genotipo 51 aparece mencionado, pero con una prevalencia menor en
comparacion con otros genotipos locales de alto riesgo, en particular VPH 33 (64).
La mayor parte de estos estudios se realizan sobre poblacion general e
indistintamente de la presencia o estado de evolucion de una lesion neoplasica o
carcinoma; por ejemplo, el estudio de Gallegos-Bolafios et al. donde encontraron
una prevalencia elevada de co-infeccion de VPH 51 y VPH 52 en pacientes con
lesiones neoplasicas, por lo que no se descarta la posibilidad de que el riesgo se
incremente si existe la persistencia de genotipo 51 con otros genotipos de alto riesgo
(12), aunque falta analizar detalladamente la correlacién de dichas co-infecciones

con el diagndstico de una lesion neoplasica de determinado grado.

La variabilidad presente en los genes L1 y L2 del VPH ha sido estudiada por afnos,
y es de especial interés al considerar que el desarrollo de las vacunas profilacticas
actualmente distribuidas en el mercado se basa en la obtencion de particulas
similares a virus (VLPS), las cuales se componen de proteinas de la capside viral
pero carecen del genoma de origen, por lo que no tienen potencial replicativo al ser
administradas; como coadyuvantes en la construccion de las VLPs se suelen utilizar
otros genomas virales base como bacteriéfagos, que completan los espacios en la
geometria de la cépside e incrementan su capacidad inmunogénica (65). Las
vacunas profilacticas basadas en VLPs de L1, como Gardasil-4 o Gardasil-9 (Merck
& Co), son las mas empleadas a nivel mundial como profilacticos, mientras que las
vacunas basadas en L2 tienen un serio inconveniente: L2 no puede auto
ensamblarse para formar VLPs por su cuenta, por lo que la construccion se los
vectores de expresion que contengan suficientes particulas inmunogénicas de L2
es un reto mayor (66). Aun con esta dificultad, se han logrado progresos en la
obtencién de algunas vacunas potenciales que han llegado a etapas variables de
ensayo clinico, empleando VLPs de diversas fuentes y que son generalmente de
tipo multimérico (66—68). La prediccion de las secuencias inmunogénicas en el caso
de L2 se hace generalmente mediante andlisis in silico, de forma similar a como se

hace de manera rutinaria en genotipos como VPH16 o VPH18 (69), que consiste de

78



forma general en la identificacion de péptidos en la secuencia de L2 candidatos a
activar la respuesta inmune, y posteriormente ensamblarlos en vectores quimeéricos
gue incluyan ademas adyuvantes para potenciar la respuesta inmune. Dado que L2
tiende a presentar una menor variabilidad que L1 entre subtipos y variantes de un
genotipo dado de VPH (65), L2 ha ganado interés como candidato a la reformulacion
y reestructuracion del disefio de las vacunas contra VPH, que podrian incluir a
multiples genotipos dado el potencial inmunogénico cruzado de L2 (67). En este
estudio se encontrd en L2 la persistencia entre grupos de lesion (y pacientes con
ausencia de lesiones cervicales) del polipéptido EPIAP en las posiciones 95 a 99,
gue al encontrarse lejos de las regiones de sefalizacién nuclear tiene potencial de
ser utilizado en el disefio de una vacuna multimérica. Esta evidencia debe ser
contrastada con la informacion disponible de la estructura de L2, dado que este
polipéptido variante no se encuentra registrado en la literatura o bases de datos de
las variantes mas conocidas de VPH 51. La filogenia sugiere que, ademas, la
variabilidad de L2 en VPH 51 de manera regional es estable y corresponde a una
variabilidad natural, por lo que un disefio empleado segun la evidencia encontrada
entre estos estudios y las variantes encontradas en otro lugar, si es que son
identificadas apoyandose en un modelo cuasiexperimental, reduciendo asi la
necesidad de disefiar vacunas regionales y abaratando asi el precio de los
esquemas de vacunacion (70). Respecto a L1, se tiene la presencia comun de
V277G en todos los grupos de lesién, asi como de G278S en LSIL y HSIL, que no
presentan impacto en el ensamblaje de los mondmeros en la proteina completa
segun las predicciones del modelo in silico. En IC se encontr6 un ensamblaje
anormal en dos de las cadenas, que de acuerdo con el modelo pueden ensamblarse
entre si debido a la presencia de multiples inserciones de aminoacidos en dichas
posiciones; sin embargo, para esta etapa la expresion de L1 se encuentra
interrumpida por la integracién del genoma viral (71), por lo que no existiria impacto
potencial para la formacién de particulas virales, pero si tiene potencial para
determinar si esta capacidad de dimerizacion andémala presenta una capacidad

aumentada de infectividad o persistencia del virus en la célula epitelial — lo cual,
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dado que estas inserciones no se encuentran reportadas, no es posible determinar

hasta este punto.

La relacion entre los genotipos surgentes de VPH en lesiones cervicales, la
variabilidad genética de dichos genotipos y la posibilidad de instalar esquemas de
vacunacion o reestructurar los existentes requiere, en primer lugar, una
caracterizacion completa de como se comportan dichos genotipos en las
poblaciones locales (72). En este estudio se observo que, si bien existe una cierta
variabilidad natural de VPH 51 circulante en la poblacion femenina afectada
(independientemente del grado de lesion), dicha variacion no esta sujeta a una
seleccidén constante que conduzca a la aparicion de nuevas variantes en estado
activo; la evidencia reunida indica que la divergencia génica en L1 y L2
(particularmente la seccién C-terminal de L1) corresponde a la variabilidad esperada
segun los modelos filogénicos empleados, y que la futura aparicion de dichas
variantes es poco probable, aunque el incremento de la prevalencia del genotipo 51

podria modificar esto en el futuro.

En cuanto a la filogenia en VPH, particularmente en los genotipos de alto riesgo
mejor caracterizados como VPH 16, ha habido avances que permiten elucidar con
mayor claridad la evolucién del virus con el hospedero. Por ejemplo, Mandishore et
al. encontraron que el VPH si puede co-evolucionar con la respuesta adaptativa del
infectado, lo cual tiene efecto significativo sobre el tropismo epitelial y la capacidad
de transmision, particularmente en estadios iniciales o intermedios de la enfermedad
(NILM, LSIL e incluso CIN2/3 en HSIL) (73). Por su parte, un metaanalisis publicado
por Bowden et al. sugirié que dicha variabilidad asociada a la divergencia y aparicion
de variantes podria estar relacionada con una mayor persistencia y reducido tiempo
de evolucion de la lesiébn cervical a cancer (74). Empleando técnicas de
secuenciacion masiva, también ha sido posible determinar, en el caso de HPV 16
en varios de sus genes la presencia de variantes en la secuencia que no solamente
determinar un sublinaje, sino que también pueden variar entre hospederos y son

reflejo de una constante adaptacién del virus a la respuesta inmune (75).
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Una vez conocido esto, se puede decidir si el genotipo 51 en cuestion es candidato
a la formulacién de nuevas vacunas que lo incluyan de manera especifica (76), y
parece ser que al momento no existe evidencia suficiente de variantes regionales
circulantes, al menos no basandose Unicamente en las estructuras de L1y L2. Se
recomienda entonces realizar el estudio de secuenciacion de genoma completo de
las secuencias mas variantes en L1 y L2 (por ejemplo, IC60 o IC80, en caso de
disponibilidad) para confirmar esta aseveracion, o de lo contrario reforzar el banco
de secuencias presente con dichos genomas completos secuenciados. Esto debido
a evidencia reciente que sugiere que dichas variantes en VPH 51 si existen, y que
dependiendo de las variantes utilizadas en la secuenciacion y caracterizacion del
modelo in silico pueden determinar si dichas variantes son relevantes o0 no: un caso
a mencionar es el estudio de la region capitalina y metropolitana en México por
Ortiz-Gutiérrez et al., que determinoé la presencia constante de las mutaciones 121L,
E26R, I52L, V71G y F72l en L1 de VPH 51 en pacientes co-infectadas con VPH y
VIH (77) — dichas mutaciones no fueron detectadas en este estudio, y una
caracterizacion mas profunda podria determinar si estas mutaciones fueron
excluidas por el método de secuenciacion aqui empleado, o si estan presentes en
una region especifica de la Republica Mexicana. Ejemplos de como podria llevarse
este método podrian inluir el uso de técnicas especificas como TAME-seq, que tiene
la capacidad de detectar la presencia de variantes de baja prevalencia mediante
enriquecimiento post-secuenciacion (78), combinado con andlisis in silico de
genoma completo como fue empleado por Liu et al. para determinar alteraciones en
la filogenia de varios genotipos de VPH en poblaciones no caucasicas (79), que
generalmente estan excluidas de estos estudios en el hemisferio occidental. Un
ejemplo integrado de este uso se encuentra en Mirabello et al., que realizaron
estudios GWAS asociados al diagnostico histopatolégico en VPH 16 sobre 3200
mujeres, y que permitieron encontrar variantes no reportadas de los sublinajes
A1/A2 sobre dicha poblacion (80).

Una extension de los estudios de variabilidad ha extendido el paradigma mas alla
de la presencia de variantes en el genoma, y lo ha extendido también al epigenoma

y los mecanismos de silenciamiento génico del hospedero. Asi, por ejemplo, se ha
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conocido que ciertos miRNAs también presentan modificaciones entre pacientes y
poblaciones que pueden estar asociadas a una progresion mas lenta o acelerada
de la enfermedad, incluso a cancer (81). También la metilacion del genoma viral ha
sido estudiada, y se han encontrado variantes en dichos patrones, en particular
sobre L1 y LCR de genotipos como VPH 16, VPH 18 e incluso VPH 51, de
significancia clinica por potenciales alteraciones de la replicacion del genoma viral
y expresion de genes de la capside (82). Con esta informacion también ha sido
posible generar modelos de proteinas E6, E7 y L1 mediante prediccion de dominios
(83), que pueden ser utiles como ya se ha mencionado anteriormente en el disefio
de vacunas mediante VLPs y que pueden llegar a fase clinica mas rapidamente,
con el fin de reducir la tasa de infeccion actual por VPH en poblaciones vulnerables

gue no cuenten con acceso facilitado a la vacunacion actual (84).
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CONCLUSIONES

La variabilidad genética encontrada en L1 y L2 de VPH51 en la regidon centro de
México es similar a la encontrada en otras partes del mundo, con una estabilidad
relativa tanto en L1 como en L2, salvo en el caso de la variante EIPAP del
aminoécido 95 a 99 de L2, la cual es la variante de mayor potencial detectada en

ambos genes.

La variabilidad genética encontrada en L1y L2 de VPH51 es menor a la variabilidad
critica sugerente de la aparicion constante de nuevas variantes en la poblacién

femenina del centro de México.

La mayor parte de los polimorfismos detectados tanto en L1 como en L2 de VPH51
son silenciosos. Los que llegan a prevalecer en las secuencias consenso calculadas
son tanto Unicos a cada grupo de lesién, como algunos encontrados en dos o0 mas

grupos de manera simultanea.

Las mutaciones V277G de L1, y la variante EPIAP 95-99, Ins[G]179 y D180H de L2
en VPH51 son comunes a todos los grupos de lesion, aunque no generan
variaciones estructurales significativas. En el caso de L1 en IC, existe una variacion
en ensamblaje debido a la presencia de mdultiples inserciones en el extremo C-

terminal del modelo.

EPIAP 95-99 en L2 no se encuentra reportada en la literatura, por lo que se
considera conveniente analizar en el futuro esta secuencia con potencial
inmunogénico que pudiera contribuir a la posibilidad de obtener vacunas dirigidas

contra VPH51 mas efectivas en la poblacion del centro de México.
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ANEXO 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA.

Lugar: Universidad Auténoma de Aguascalientes, Laboratorio de Ingenieria

Genética

Fecha:

Yo, , por medio de la

presente autorizo mi participacion en el proyecto de investigacion titulado:
Variabilidad genética en los genes L1y L2 del Virus del Papiloma Humano

genotipo 51 en pacientes con displasia cervical y cancer cervicouterino en el

centro de México, registrado ante el Comité Estatal de Investigacion en Salud del

ISSEA con el nimero

Se me ha explicado que mi participacion consistird en |la toma de _muestra de

raspado cervical parala determinacion de la presencia de VPH 51 v el analisis

de la secuencia de sus genes L1 y L2. Declaro que se me ha informado

ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y molestias derivados de

mi participacién en el estudio, que son los siguientes: molestias, calambres,

retorcijones, dolor o leve sangrado. El Investigador Principal ha respondido

cualquier pregunta y aclarado cualquier duda que le he planteado acerca de los
procedimientos que se llevaran a cabo, los resultados que deriven del andlisis de la
muestra que proporciono, el impacto de la investigacion o cualquier otro asunto

relacionado con la misma.

Entiendo ademas que conservo el derecho de no continuar mi participacién en

el estudio en cualguier momento en que lo considere conveniente, sin que esto

conlleve penalizacién alguna por parte del equipo de investigacion o la Unidad

Médica.

El Investigador Principal me ha dado garantias de que respetara mi identidad en las

presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
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relacionados con su privacidad seran manejados en forma confidencial. También se
ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga
durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi

permanencia en el mismo.

El Investigador me ha informado que mi muestra no podra ser utilizada para ningin

otro fin al que se ha establecido.

Nombre y firma de la paciente Nombre y firma del Investigador

Principal
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ANEXO 2: CUESTIONARIO ADJUNTO A LA TOMA DE MUESTRA

Fecha: No. de folio:

EL PRESENTE CUESTIONARIO ES TOTALMENTE CONFIDENCIAL; EN EL NO
APARECE SU NOMBRE, DOMICILIO, NI NINGUN OTRO DATO PERSONAL,
POR LO QUE LE ROGAMOS QUE LOS DATOS QUE APORTE SEAN
ABSOLUTAMENTE VERIDICOS.

a) INFORMACION A SER PROPORCIONADA POR EL MEDICO TRATANTE

Diagnastico e informacion clinica:

b) INFORMACION A SER PROPORCIONADA POR LA PACIENTE

Edad:

Escolaridad:

¢,Cuantos hijos tiene?

¢A qué edad tuvo su primer hijo?

¢A qué edad inici6 su vida sexual?

¢,Cuantos comparieros sexuales ha tenido?

N o g M wDdPRE

¢, Siempre ha utilizado proteccién (condon) en sus relaciones sexuales?
Si NO

De no ser asi, ¢,con cuantas parejas ha utilizado condén?

8. ¢Con qué frecuencia se realiza su Papanicolaou?
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9. ¢Padece de infecciones vaginales frecuentes (diagnosticadas por su médico)?

Sl NO
10. ¢ Toma usted anticonceptivos?

Sl NO

Si su respuesta es afirmativa, ¢ durante cuantos afos los ha tomado o los tom6?

11.¢;Fuma o fumo usted?

Sl NO

Si su respuesta es afirmativa, ¢durante cuanto tiempo fumé o ha fumado?

¢Cuéntos cigarrilos al dia fuma o fumé en  promedio?

12. ;Ha habido casos de cancer cervicouterino en su familia?

-

Sl NO

Si su respuesta es afirmativa, ¢,quién lo padecio?

13. ¢ Ha habido casos de otro(s) tipo(s) de cancer en su familia?

Si NO

14.Si su respuesta es afirmativa, ¢ quién lo padecié?

15.Considera que, de acuerdo a su situacién socioeconémica actual, pertenece a

clase:

ALTA MEDIA BAJA

Nombre y firma del médico tratante:
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ANEXO 3: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS
DE HISOPADO CERVICAL

(Adaptado del inserto contenido con el Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Jena

Bioscience, Jena, Germany)).
Componentes del Kit
(50 preps; todo se preserva a temperatura ambiente excepto donde se indique).

e Blood Lysis Buffer (55 mL) [no utilizado en esta modalidad del protocolo].
e Lysis Buffer (16 mL).
e RNasa A (7.5 mg).
o Resuspendida a 50 mg/mL con H,O gbm y preservada a -20 °C.
e Proteinasa K (5 mg).
o Resuspendida a 10 mg/mL con H,O gbm y preservada a -20 °C.
e Binding Buffer (16 mL).
e Activation Buffer (6 mL).
e Washing Buffer (12 mL).
o Se afiaden 48 mL de etanol absoluto antes de su uso (volumen final = 60
mL).
e Elution Buffer (5 mL).

e Columnas y tubos colectores de 2 mL (50 cada uno).

Material adicional

e Termoblock o bafio de calor a 60 °C.
e Bario de hielo.

o \ortex.

e Microcentrifuga (min. 10 000 g).

e Tubos eppendorf de 1.5 0 2 mL, estériles.

Preparacién de ADN a partir de células animales
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A. Lisis celular.

1. Ala muestra de tejido homogenizado o paquete celular, afiadir 300 pL de
Lysis Buffer y 2 yL de RNasa A. Agitar vigorosamente con vortex por 30-
60 s.

2. Afadir 8 uL de Proteinasa K y mezclar por pipeteo.

3. Incubar a 60 °C durante 20 min. Retirar del termoblock y dejar enfriar por
5 min.

4. Anadir 300 pL de Binding Buffer y agitar brevemente con vortex.

5. Incubar el tubo en bafio de hielo por 5 min.

6. Centrifugar a 10 000 g por 5 min.

B. Activacion de la columna.
1. Montar una columna en un tubo colector de 2 mL.
2. Anadir 100 uL de Activation Buffer en la columna.
3. Centrifugar a 10 000 g por 30 s. Descartar el flujo del tubo y montar.
4

. Utilizar inmediatamente la columna para la siguiente etapa.

C. Carga de la columna.
1. Tomar el sobrenadante del tubo centrifugado en la etapa A, paso 6, y
colocarlo directamente en la columna.
2. Centrifugar a 10 000 g por 1 min.

3. Descartar el flujo del tubo colector.

D. Lavado primario.
1. Anadir 500 yL de Washing Buffer en la columna.
2. Centrifugar a 10 000 g por 1 min.

3. Descartar el flujo del tubo colector.

E. Lavado secundario.
1. Anadir 500 yL de Washing Buffer en la columna.
2. Centrifugar a 10 000 g por 1 min.
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3. Descartar el flujo del tubo colector.

4. Centrifugar una vez mas a 10 000 g por 1 min para remover residuos de

Washing Buffer de la columna.
Descartar el flujo y el tubo colector, y montar la columna en un tubo

eppendorf limpio y rotulado de 1.5 0 2 mL (tubo de elucion).

F. Elucion del ADN.

1.

R

Afnadir 40-50 yL de Elution Buffer directamente en el centro de la columna
(sin tocar la matriz compacta).

Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

Centrifugar a 10 000 g durante 2 min.

Descartar la columna.

Almacenar el ADN a 4 °C (uso inmediato) o a -20 °C (conservacion).
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ANEXO 4: SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADAS EN
LAS REACCIONES DE PCR

A. Oligonucleo6tidos consenso E6/E7

Oligo Am(glkl)c):on Secuencia (5'-3')
E7AS TCATCCTCCTCCTCTGAG

630
LCRS AAGGGAGTAACCGAAACGGT

B. Oligonucleétidos para la genotipificacion de VPH, reacciones multiplex

Genotipo Amplicon

Coctel Secuencia (5'-3')

de VPH (pb)
CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC
16 457 CAT ATA TTC ATG CAA TGT AGG TGT
A
CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA
18 322
GTT GTG AAA TCG TCG TTT TTC A
| GAA ATT GCA TGA ACT AAG CTC G
31 263
CAC ATA TAC CTT TGT TTG TCA A
CAA AGG GGA ACT GCA AGA AAG
59 215
TAT AAC AGC GTA TCA GCA GC
GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG
45 151
ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT
ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA
33 398
I GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA
6/11 334  TGC AAG AAT GCA CTG ACC AC
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Coctel

Genotipo Amplicon

de VPH

58

52

56

85

42

43

44

68

39

51

66

(Pb)

274

229

181

358

277

219

163

333

280

223

172

Secuencia (5'-3')

TGC ATG TTG TCC AGC AGT GT
GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC
GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT
TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG
CTAATAGTT ATT TCA CTT AAT GGT
GTG TGC AGAGTATGT TTATTG
TTT CTG TCA CAATGC AAT TGC
CAA CGA GGT AGA AGA AAG CAT C
CCGACCTGTCCACCGTCCACCG
CCC AAAGTAGTGGTCCCAGTTA
GAT CTT TCG TAG TGT CGC AGT G
GCATAATGT CTG CAC GTAGCT G
CAT GAA ACT GTA GAC AGG CCA AG
TAA ACAGTT ATATGT AGT GTA CCG
TAT CAG CAC GTC CAG AATTGAC
GCA GAA GGC AAC TAC AAC GG
GTT TAC TGG TCC AGC AGT GG
GAC GAC CAC TAC AGC AAACC
TTATGAAATCTTCGT TTG CT

GAG TAT AGA CGT TAT AGC AGG
TTT CGT TACGTT GTC GTG TACG

TTC AGT GTATGG GGC AAC AT
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Coctel

Genotipo Amplicon

de VPH

(Pb)

Secuencia (5'-3')

AAA CAT GAC CCG GTC CAT GC

C. Oligonucleétidos para la amplificacion especificade L1y L2 de VPH 51

Gen

L1

L2

Oligo

HPV51L1-1F
HPV51L1-1R
HPV51L1-2F
HPV51L1-2R
HPV51L2-1F
HPV51L2-1R
HPV51L2-2F

HPV51L2-2R

Amplicon

(Pb)

915

1103

866

789

Secuencia (5'-3')

GGT ATT GCC CAC ATC TCC TA
TTT GCT CCC TGC GTA AAT GA
GGATTT CGC TGC CCT AC

TAC CCA CAT ACACCC GTACA
TGC AAC ATC CCA ATT AAC TAC
TGT GGA TGG CTT ACT AAT AAA
TAG CTG CTC CCC GCT TGT ATA

CAC AAT TCG AGA CAC AGG TGC

100



	PORTADA
	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	IDEA DE INVESTIGACIÓN
	PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN
	JUSTIFICACIÓN
	MARCO TEÓRICO
	Fisiopatología del cáncer cervicouterino.
	Epidemiología del cáncer cervicouterino.
	Virus del papiloma humano (VPH): genotipos y su papel en el desarrollo del cáncer cervicouterino.

	OBJETIVOS
	Objetivo general.
	Objetivos específicos.

	HIPÓTESIS
	METODOLOGÍA
	Diseño del estudio
	Análisis de laboratorio.
	Análisis estadístico y bioinformático.
	Recursos disponibles para el estudio
	Difusión e impacto de la investigación

	RESULTADOS
	Verificación de la amplificación de los genes L1 y L2 de VPH 51 mediante alineamiento y PCR in silico
	Estandarización de la técnica de amplificación de los genes L1 y L2 de VPH 51 mediante PCR punto final
	Características de las pacientes analizadas
	Análisis de polimorfismos y árboles filogenéticos en las secuencias génicas
	Traducción in silico y análisis de mutaciones en secuencias proteicas.
	Ensamblaje de consensos y predicción de variaciones estructurales en L1 y L2.

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS
	ANEXOS

