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Resumen

Se procesaron un total de 14 muestras positivas a infeccion inicamente por VPH-16, de las cuales 5 fueron diag-
nosticadas citologicamente como citologia normal (CN), 6 como lesion escamosa intraepitelial de bajo grado
(LEIBG) y 3 muestras de cancer. La variante identificada mas frecuente en estas muestras fue la variante E-G350.
Después de la secuenciacion se pudo observar el cambio de citosina a timina en todas aquéllas citosinas que no se
localizan en el contexto 5'CpG3’ y en las citosinas que se encuentran en un dinucleotido CpG pero que carecen de
metilacion. Las citosinas metiladas se mantienen como citosinas después de la modificacion con bisulfito, la mayoria
de las muestras con un diagndstico de citologia normal permanecen sin metilacion en el fragmento de la region L1
analizada, esta metilacion incrementa conforme la lesion progresa. Un hallazgo interesante es que el sitio 6366 carece
de metilacion en las muestras de LEIBG y en 2 muestras de cancer, lo que parece indicar que solo los sitios 6388,
6456 y 6580 pueden indicar progresion. También es el hecho de que la muestra portadora de la variante AA-c y diag-
nosticada como LEIBG, presenta un mayor grado de metilacion que el resto de las muestras catalogadas en el mismo
grupo de lesion, lo anterior puede ser consecuencia de la alta capacidad de progresion a cancer que se le ha atribuido
a mencionada variante, aunque cabe sefialar que la muestra de cancer portadora de esta variante no presenta metila-
cion en la posicion 6366.

Palabras clave: cancer, lesion escamosa. VPH

Abstract

A total of 14 infection-positive samples were processed only for HPV-16, of which 5 were cytologically diagnosed
as normal cytology (CN), 6 as a low-grade squamous intraepithelial lesion (LEIBG) and 3 cancer samples. The most
frequent variant identified in these samples was the variant E-G350. After sequencing, change of cytosine to thymine
could be observed in all those cytosines that are not located in the 5'CpG3” context and in the cytosines that are found
in a CpG dinucleotide but lack methylation. Methylated cytosines remain as cytosines after modification with bisulfite,
most of the samples with a normal cytology diagnosis remain without methylation in the fragment of the L1 region
analyzed; this methylation increases as the lesion progresses. An interesting finding is that the 6366 site lacks methyla-
tion in the LEIBG samples and in 2 cancer samples, which seems to indicate that only the 6388, 6456 and 6580 sites
may indicate progression. It is also a fact that the carrier sample of the variant AA-c and diagnosed as LEIBG, presents
a higher degree of methylation than the rest of the samples cataloged in the same group of lesion; this may be a conse-
quence of the high capacity of progression to cancer that has been attributed to this variant, although it should be noted
that the cancer sample carrying this variant does not present methylation at position 6366.
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Introduccion

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es el agente cau-
sal del Cancer Cérvico Uterino e infecciones anogenitales;
ademas ha sido detectado en tumores extragenitales como
en oral, esofago, laringe y pulmon (Amarante y Watanabe,
2009). El genoma viral se divide en tres regiones: region
larga de control (LCR), regioén temprana y region tardia. La
LCR es una region no codificante donde se localiza el sitio
de origen de la replicacion, asi como los sitios de unién de
factores de transcripcion. La region temprana incluye 6
fragmentos de lectura abiertos (ORF) E1-E7. La region
tardia se conforma por dos genes que codifican para la cap-
side viral, L1 y L2. Estas regiones estan en todos los papi-
lomavirus y estan separadas por dos sitios de poliadenila-
cion (pA): sitios pA temprano (AE) y pA tardio (AL). En
la LCR se encuentra el promotor p97, responsable de la
expresion de los genes tempranos; p670 es el promotor
tardio, regulador de la expresion de los genes tardios
(Duefias, Lizano, Candelaria, Cetina, Arce, y Cervera,
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2005; Zheng y Baker, 2006).

La integracion del genoma de los VPH-AR al genoma
hospedero se considera un evento importante en la progre-
sion del CaCU y otros tipos de cancer anogenitales, se han
reportado evidencias de que la integracion del genoma
viral al genoma celular es un evento clave en la progresion
de las lesiones precancerosas a CaCU (Arias, Peyton, Jos-
te, Vargas y Wheeler, 2006; Vinokurova, Wentzensen,
Kraus, Klaes, Driesch, Melsheimer, Kisseljov, Diirst, et al.
2008).

La metilacion es un fendmeno fisioldgico en la regula-
cion de la expresion de los genes, siendo de vital importan-
cia para mantener el silenciamiento genético (Salozhin,
Prokhorchuk, y Georgiev, 2005).

Estudios que han evaluado la metilacion en el genoma
del VPH-16, han descrito que la metilacion en muestras
derivadas de carcinoma, lesiones precancerosas, infeccio-
nes asintomaticas y lineas celulares cancerosas y precance-
rosas varian entre un 3 y 20% (Badal, Chuang, Tan, Badal,
Villa, Wheeler, Li y Bernard,, 2003; Kalantari, Calleja-
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Figura 1. Identificacion de sitios CpG no metilados

22



Tlamati (2017) (1), 21-26

Tabla 1. Variantes del VPH-16 localizadas en las muestras.

Clave de 1a muestra Cambio Nucleotidico respecto a la variante Prototipo Variante
CQI129 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ771 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
TH805 Timina por Guanina posicion 350 E-G350

TH90 G145T, T183G, T286A, A289G, C335T, T350G y A532G AA-c
CQ359 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ2971 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ2308 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ2545 G145T, T183G, T286A, A289G, C335T, T350G y A532G AA-c

MCl1 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ3544 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CQ1239 Guanina por Adenina posicion 176 E-A176/g

CC80 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CC186 Timina por Guanina posicion 350 E-G350
CC188 G145T, T286A, A289G, C335T, T350G y A532G AA-a

Macias, Tewari, Hagmar, Lie, Barrera-Saldana, Wiley y
Bernard 2004).

En un estudio realizado por Brandsma y colaboradores-
donde se evalud la metilaciéon del ADN del VPH-16, se
encontrd una alta frecuencia de metilacion en sitios CpG
en particular en el gen E5 y region L2/L1. De este modo la
progresion neoplasica se asocid generalmente con un nu-
mero creciente de sitios CpG metilados y al aumento de la
proporcion de moléculas de VPH-16 metilados en estas
regiones (Brandsma, Sun, Lizardi, Tuck, Zelterman, Hai-
nes, Martel, Harigopal, Schofield y Neapolitano 2009).

Recientemente se ha reportado que la metilacion en el
gen L] del VPH-16 se asocia positivamente con el diag-
noéstico histologico (Oka, Kajita, Nishimura, Ohbayashi y
Sudo,2013).

Nosotros intentamos demostrar que la determinacion de
la metilacion en 4 sitios de L1 puede ser un factor clave
para identificar el diagnéstico citoldgico y el riesgo de
progresion a cancer en lesiones precursoras.

Materiales y Métodos

Obtencion de muestras

La recoleccion de muestras y el diagnostico citoldgico,
fueron realizadas por el servicio de diagndstico oportuno
de CaCU y deteccion de VPH en el Laboratorio de Citopa-
tologia e Histoquimica de la Unidad Académica de Cien-
cias Quimico Biologicas [UACQB] de la Universidad Au-
tonoma de Guerrero [UAGro].

Se obtuvieron muestras exo-endocervicales de la zona
de transformacion escamo cilindrica de mujeres que acu-
dieron a mencionado servicio de deteccion.

Las muestras de cancer fueron captadas en el Instituto

Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega”
Extraccion de ADN genomico

El ADN fue extraido mediante el método estandar SDS
-proteinasa K-fenol-cloroformo. Brevemente, se agregara
proteinasa K hasta una concentracion final de 100ug/ml y
se incubo a 65°C durante 20 minutos. Se agregd la mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico [25:24:1] y se centri-
fugd para recuperar la fase acuosa. Lo anterior se realizd
por 3 veces. Se agregd cloroformo/alcohol isoamilico
[24:1], se centrifugd y recuper6 la fase acuosa a la cual se
agreg6 LiCl, nuevamente se centrifugd y recuperd el so-
brenadante. E1 ADN se precipitd agregando NaCl 5M e
isopropanol agitando lentamente, por inversion. El ADN se
incubo a -20°C toda la noche para posteriormente realizar
un lavado con etanol al 70%, se centrifugd y desecho el
sobrenadante. Una vez seco, el ADN fue resuspendido en
agua desionizada.

Determinacion de la variante del VPH

El diagnostico citoldgico fue realizado por citologia en
base liquida en el Laboratorio de Citopatologia de la
UACQB vy la tipificacion viral por INNO-LiPA HPV geno-
typing Extra.

La identificacion de variantes del VPH-16 se realizd
mediante secuenciacion de productos de PCR positivos al
gen E6 del VH-16, dichos fragmentos fueron obtenidos
con el uso de los iniciadores F048
(5"GAACCGAAACCGGTTAGTAT3") y R622
(5'CAGTTGTCTCTGGTTGCAAAZ"), las condiciones de
PCR fueron las descritas por Casas, Galvan, Ordoiiez, Lo-
pez, Guido y Berumen en 2009, el producto de PCR fue
marcado y secuenciado mediante Big Dye Terminator v3.1
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Figura 2. Identificacion de sitios CpG metilados

Ready Reaction Kit, Applied Biosytems en un secuencia-
dor automatico de DNA ABI Prism 310 Genetic Analizer.

Una vez obtenida la secuencia se hizo BLAST utilizan-
do Standard Nucleotide BLAST (National Center for Bio-
technology Information [NCBI], 2014) de acuerdo al ali-
neamiento obtenido se revisaron los cambios nucledtidicos
en base a lo reportado por Cornet, Gheit, Franceschi, Vig-
nat, Burk, Sylla, Tommasino, Clifford, et al. en 2012 y se
clasifico a la variante.

Determinacion de la metilacion del gen L1 del VPH-16

Se realiz6 modificacion de 1pug de ADN con bisulfito
de sodio utilizando el KIT EZ DNA Methylation-Gold™
Kit, posteriormente y utilizando los iniciadores especificos
para ADN modificado los cuales son dirigidos especifica-
mente a la region comprendida entre los nucledtidos xxxxx
y xxxxx del genoma del VPH-16. Se utilizé el siguiente

programa de amplificacion: 94°C x 10 minutos, 94°C x 30
segundos, 54°C x 30 segundos, 72°C x 30 segundos por 40
ciclos, 72°C x 7 minutos y una temperatura final de 4°C.
Los productos de PCR positivos fueron purificados me-
diante precipitacion con Isopropanol al 75% para poste-
riormente ser secuenciados mediante el método fluorescen-
te de secuenciacion en ciclo (Big Dye Terminator v3.1
Ready Reaction Kit, Applied Biosytems) usando los mis-
mos iniciadores especificos.

La mezcla el marcaje y las condiciones del ciclaje usa-
das fueron: 94° C 3 min; 96°C 30 seg; 50°C 25 seg; 72°C
2min por 25 ciclos.

Posterior al marcaje se realizé una segunda repurifica-
cion utilizando el método de precipitacion por Isopropanol
75%. La secuenciacion fue realizada en un secuenciador
automatico de ADN ABI Prism 310 Genetic Analizer
(Applied Biosytems) por duplicado.
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Tabla 2. Metilacion del gen L/ en muestras positivas a VPH-16

CLAVE Dx Cit Var Sitio 6366 Sitio 6388 Sitio 6456 Sitio 6580
CQ129 CN E-G350 U u U U
CQ771 CN E-G350 U u U U
THS805 CN E-G350 U M M U
TH90 CN AA-c U u U M
CQ359 CN E-G350 U u U U
CQ2971 LEIBG E-G350 U M U U
CQ2308 LEIBG E-G350 U M U U
CQ2545 LEIBG AA-c M M uM M
MCl1 LEIBG E-G350 U M U M
CQ3544 LEIBG E-G350 UM U U
CQ1239 LEIBG E-A176/g U M U U
CC80 Cancer E-G350 U M M M
CC186 Cancer E-G350 U M M M
CC188 Cancer AA-a 6] M M M

Resultados

Se procesaron un total de 14 muestras positivas a in-
feccion tnicamente por VPH-16, de las cuales 5 fueron
diagnosticadas citolégicamente como citologia normal
(CN), 6 como lesion escamosa intraepitelial de bajo grado
(LEIBG) y 3 muestras de cancer.

Las variantes identificadas en estas muestras se enlis-
tan en la tabla 1, siendo la variante mas frecuente la va-
riante E-G350.

Después de la secuenciacion se pudo observar el cam-
bio de citosina a timina en todas aquéllas citosinas que no
se localizan en el contexto 5'CpG3” y en las citosinas que
se encuentran en un dinucleotido CpG pero que carecen de
metilacion (véase figura 1).

Las citosinas metiladas se mantienen como citosinas
después de la modificacion con bisulfito, esto sélo puede
observarse en la secuenciacion (véase figura 2).

Como puede observarse en la tabla 2, la mayoria de las
muestras con un diagndstico de citologia normal permane-
cen sin metilacion en el fragmento de la region L1 analiza-
da, esta metilacion incrementa conforme la lesion progre-
sa.

Discusion y conclusiones

Un hallazgo interesante es que el sitio 6366 carece de
metilacion en las muestras de LEIBG y en 2 muestras de
cancer, lo que parece indicar que solo los sitios 6388, 6456
y 6580 pueden indicar progresion.

Un punto mas a recalcar es el hecho de que la muestra
portadora de la variante AA-c y diagnosticada como
LEIBG, presenta un mayor grado de metilacion que el
resto de las muestras catalogadas en el mismo grupo de

lesion, lo anterior puede ser consecuencia de la alta capaci-
dad de progresion a cancer que se le ha atribuido a mencio-
nada variante, aunque cabe sefialar que la muestra de can-
cer portadora de esta variante no presenta metilacion en la
posicion 6366.

La importancia de la metilacion en L1 ha sido previa-
mente descrita como un indicador de integracion viral y de
progresion, como nosotros en este estudio lo podemos co-
rroborar, sin embargo es importante sefialar, que aun no
existe un estudio que ponga de manifiesto el efecto de
mencionada metilacion en la expresiéon de oncoproteinas
virales o en la interaccion de factores de la transcripcion
con la region L1 del genoma del VPH-16.

La metilacion en otras regiones del genoma del VPH-
16 debe ser analizada en busca de encontrar una homoge-
neidad mas concreta en cuanto a metilacion del virus en la
progresion del cancer cérvicouterino lo cual, hasta ahora,
no ha podido ser logrado.
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