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RESUMEN EN ESPANOL

El VPH58 es el segundo tipo viral de mayor incidencia en el ambito Suramericano y
Nacional en mujeres con citologia normal y con lesiones de alto grado. Ademas este virus
se encuentra dentro de los ocho tipos virales mas altamente prevalentes en cancer
cervical invasivo. A nivel mundial hay muy pocos estudios de variantes sobre los ORF E6 y
E7 del VPH58, de los cuales algunos han mostrado una asociacion entre ciertas variantes
moleculares con la severidad de la neoplasia cervical y con el riesgo de cancer cervical en
poblaciones asidticas. Sin embargo en el pais no se han desarrollado estudios de variantes
moleculares del VPH58. Nuestro objetivo fue determinar presencia y persistencia en
infecciones prevalentes e incidentes de variantes de E6 y E7 de VPH58 en mujeres con
citologia normal seguidas durante un periodo de 7 afos pertenecientes a la cohorte de
Bogota. Se realizo una revision sistematica de literatura para determinar las variantes
reportadas a nivel mundial que incluyeron la informaciéon de ambos ORFs. Se analizaron 34
mujeres con infecciones prevalentes y 71 con infecciones incidentes con VPH58, con su
respectivo seguimiento, el analisis de variantes se realizo mediante secuencia de E6/E7 y
mediante el desarrollo de la técnica de RLB. La secuencia referencia de VPH58 fue
utilizada para comparar las variantes obtenidas. El analisis de carga viral se realizo
mediante Gp5+/Gp6+PCR-EIA (método semi cuantitativo). Resultados: Se realizd una

revision de la literatura y se identificaron 24 variantes de E6/E7VPH58 reportadas a nivel



mundial. Se desarrollé y valido un RLB para la identificacion de las variantes de
E6/E7VPH58 reportadas en la literatura y de dos nuevas variantes sin reportes previos,
identificadas inicialmente por la técnica de secuencia. Se analizaron un total de 169
muestras VPH58 positivas provenientes de las mujeres de la cohorte, se detectaron un
total de seis variantes, cuatro reportadas previamente en la literatura y dos variantes
nunca reportadas. La variante T307/A694/G744/A761 fue la de mayor frecuencia, tanto
en infecciones incidentes como en prevalentes. Las variantes no reportadas en la
literatura fueron A169/T307/A599/A694/G744/A761 y T307/A694/G744/A761/G763 con
una muestra cada una. Ninguna de las muestras analizadas presento la secuencia
referencia del VPH58. En el analisis de eliminacion de las variantes ninguna se asocié con
mayores 0 menores tasas de eliminacion. Cuando se realizo el analisis teniendo en cuenta
las infecciones con VPH58 prevalentes o incidentes, tampoco se observaron diferencias
en los tiempos de eliminacion. En el analisis multivariado se observo que en mujeres cuya
edad de inicio de relaciones sexuales es superior a 15 afos existe una mayor eliminacion
al compararlas con las mujeres con inicio de relaciones sexuales menores de 15 anos. Asi
mismo las mujeres con una paridad de uno o mas tuvieron una mayor tasa de eliminacion
de la infeccion al compararlas con mujeres nuliparas. Se pudo determinar una tendencia
entre cargas virales altas y una mayor persistencia de la infeccion. No se observo

asociacion de otros factores de riesgo con la eliminacion de la infeccion.

ABSTRACT

HPV58 is the second viral type in higher incidence in south America and Colombia in
normal cytology healthy woman and High grade lesions woman. Moreover that virus is
found in the eight type virus with most prevalent in invasive cervical cancer.

In world wide, there are few studies about HPV 58 variants including E6 ORF and E7 ORF,

they found association in some molecular variants with the severity of cervical neoplasia



and the risk of cervical cancer in Asian population. However in our country there aren’t
studies with HPV58 molecular variants.

Our aim was determine presence and persist in prevalent and incident infection of HPV58
E6 and E7 variants in woman with normal cytology followed during seven years period
that join to Bogota cohort. It was systematic bibliographic review for determine reported
variants in level world that included ORF E6 and E7 information. It was analyze and follow
34 women with prevalent infection and 71 women with incident infection HPV58 positive.
The analyze variants was take out with sequence direct E6/E7 and the developed RBL
technique. The reference sequence HPV58 was used to compare with founded variants.
The load viral analysis was carry out Gp5+/Gp6+PCR-EIA (semi quantitative method).
Results: It found 24 E6/E7 HPV58 variants reported in the world literature with
bioinformatics research. It was validated and developed a RLB technique for the
identification of variants reported and two new variants without previous reported. They
were identified initially with the sequence technique. It analyzed 169 HPV58 positive
samples originated of cohort women It was detected six variants, four reported previously
in the literature and two variants never reported, , the variant T307/A694/G744/A761 was
the more frequency variant as incident infection as prevalent infection. There are variants

no reported in literature A169/T307/A599/A694/G744/A761 (one sample) and
T307/A694/G744/A761/G763 (one sample).

None samples analyzed present reference sequence of HPV58. In the analysis of clearance
infection none variants analyzed was related with clearance rates lower or high, as well as
no observed lower rates clearance in the prevalent and incident infections.

In the multivariate analysis was observed that in women whose age at first intercourse is
more than 15 and women with parity greater than one there were greater clearance rates.
It was determine a tendency with load viral among high viral loads and greater persistence

of the infection. There was no association with other risk factors and the elimination of

the infection.
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INTRODUCCION

El cancer cervical es el segundo cancer mas comuin en mujeres a nivel mundial después del
cancer de seno,con una estimacion de 493000 casos nuevos, de los cuales el 83% ocurren
en paises en vias de decarrolld y con 274000 muertes reportadas cn cl 2002(1). En la
poblacion de mujeres colombianas se reportan 33504 casos de cancer anualmente, donde
el cancer cervical presenta una incidencia de 5936 casos y una mortalidad anual de 2853(2)
constituyéndose en el de mayor incidencia y mortalidad en la poblacion de mujeres
colombianas. La probabilidad de fallecer en los 5 afios siguientes del diagnostico de cancer
de cuello uterino se encuentra cerca del 40% (3) constituyéndose en un problema de salud
publica debido a sus implicaciones en el estandar de vida de la persona y costos de
atencion médica. Dentro de |os factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer cervical
se han relacionado componentes como la edad, nimero de partos, edad de inicio de
relaciones sexuales, numero de parejas sexuales, uso de anticonceptivos orales vy
principalmente la infeccion con el virus de papiloma humano (VPH)(4-6). En este aspecto se
ha estimado que la prevalencia de VPH a nivel mundial en carcinoma cervical es cercana al
90%(7) y se considera que la presencia de la infeccion es necesaria pero no suficiente para
el desarrollo del cancer cervical(8). En la mayoria de los casos la infeccion por el VPH es un
fenomeno transitorio que puede llegar a producir lesiones intraepiteliales cervicales de
bajo grado que en la gran mayoria de los casos van a regresan espontaneamente y solo un
pequefio grupo de mujeres infectadas progresaran hasta cancer cervical(9). Los fendmenos
de progresion y eliminacion varian entre otros de acuerdo al grado de la lesién, sin
embargo se desconocen los principales mecanismos que estdn implicados en la

persistencia o eliminacion de la infeccion y en la progresion de la lesion.

La clasificaciéon de los virus de papiloma incluye tipos, subtipos y variantes. Dentro de los
tipos de alto riesgo, el VPH 58 a nivel de Suramérica ocupa el segundo lugar en prevalencia

(7%) después del VPH 16 (15%) en mujeres con citologia normal(10). Asi mismo la
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informacion obtenida de estudios a nivel mundial muestran una alta prevalencia de las
infecciones por VPH 58 en lesiones de alto grado y aunque se observa una menor
prevalencia en canceres invasivos, este virus esta catalogado como uno de los 8 tipos mas
prevalentes en este tipo de cancer. En Colombia, en un estudio de cohorte acerca de la
historia natural del virus del papiloma humano, su papel y el de otros cofactores en el
desarroll6 de cancer cervical realizado por el Instituto Nacional de Cancerologia y la
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC), en un grupo de 2200 mujeres
con bajos ingresos economicos en Bogota, Colombia, mostro que este tipo viral es el
segundo mas prevalente (6.2%) e incidente (11.2%) después de las infecciones por VPH 16
en mujeres con citologia normal, (5;6;11) y los resultados del seguimiento de mujeres
positivas para diferentes tipos de VPH de la cohorte mostré que los virus que pertenecen a
la especie alfa 9 a la que pertenece el VPH 58 también muestran una persistencia mayor
comparada con otros virus de alto y bajo riesgo(11). Adicionalmente los resultados de la
cohorte parecen mostrar que mujeres infectadas con VPH 16 6 VPH 18 presentan un mayor
riesgo de adquirir una subsiguiente infeccion con el VPH 58 que con otros tipos virales(12).

Lla mayoria de los estudios que se han realizado a nivel mundial sobre variantes
moleculares de VPH han sido para los VPH 16 y 18 y principalmente hacia las regiones E6 y
E7 ya que estas regiones codifican para proteinas virales que son cruciales en las
propiedades oncogénicas de VPH(13). Estudios experimentales han mostrado que las
variantes también pueden estar jugando un papel importante en la persistencia viral. El
estudio de las variantes moleculares de VPH ha permitido establecer cuando se presenta
una infeccion persistente por el mismo tipo viral, ya que hay una deteccion continua de Ia
misma variante a lo largo del tiempo, o si se trata de una reinfeccion cuando la variante
detectada es diferente. De forma adicional estudios epidemiolégicos han demostrado que
algunas variantes moleculares se han asociado con el desarrollo de lesiones intraepiteliales
cervicales de alto grado y cancer invasivo(14-17). Sin embargo en la actualidad hay muy
pocos estudios de variantes moleculares del VPH 58 y no hay ningun estudio de
seguimiento. Este trabajo constituye el primer reporte a nivel nacional y mundial en el que
se analiza la presencia y persistencia de variantes moleculares de los ORF E6 y E7 del virus
del VPH 58. El andlisis se realizé en cepillados cervicales provenientes de mujeres con
citologia normal, con infecciones por VPH 58 (prevalentes e incidentes), las cuales fueron

seguidas por un periodo de siete afios. Asi mismo se realizaron analisis de carga viral como
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factor de riesgo en la persistencia de la infeccién. Adicionalmente asociado al desarrolld
del trabajo se desarrollé y validé una técnica molecular para la deteccion de variantes de
los ORF E6 y E7 de VPH 58 basada en la técnica de Reverse Line Blot de gran utilidad para

estudios epidemiolégicos del VPH 58,



1. MARCO TEORICO

1.1 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO VPH

Todos los virus del papiloma humano son virus no envueltos de tipo ADN de doble cadena
con capsides icosaedrales con 55nm de diametro que poseen 72 capsomeros, cada
capsomero contiene 5 moléculas de proteina L1, y la proteina L2 se encuentra en una
proporcidon mucho menor, entre 12 a 36 moléculas por capside (18-20). Los VPH exhiben
un tropismo por células epiteliales. Mas de 100 tipos de VPH infectan epitelios del tracto
genital, entre los que se encuentran algunos tipos de alto riesgo que llevan al desarrollé de

lesiones cervicales de alto grado y cancer cervical.

1.1.1 GENOMA DE VPH

Todos los virus del papiloma humano poseen un ADN circular de doble cadena de
aproximadamente 8kb. Este se encuentra dividido en tres regiones, la region temprana y
tardia llamadas asi por su momento de expresion dentro del ciclo viral y una region larga
de control “LCR” o region no codificante “NCR”. Las tres regiones de todos los
papilomavirus se encuentran separadas por dos sitios de poliadenilacion (pA): un sitio

temprano de pA (Ag) y un sitio tardio de pA (AL).

1.1.1.1 Regi6n temprana.

Esta region corresponde aproximadamente al 50% del genoma viral (~4.5 kb) y codifica seis
marcos de lectura abierta “ORF”. El ORF E1, codifica para una proteina de 68 a 76 kD
esencial para la replicacion del ADN viral. E2, codifica para una proteina altamente
fosforilada de ~48 kD que esta involucrada en la regulacion de la expresion de los genes
tempranos y en el mantenimiento del estado episomal del genoma viral. En VPH — 16 y

VPH — 18 Ia proteina E2 suprime los promotores desde los cuales se transcriben las



proteinas E6 y E7 (transformantes); cuando parte del genoma del VPH-16 se integra en el
genoma de la célula hospedera la integridad de los ORFs E1 y E2 es alterada, con lo cual la
funcion represora de E1 y E2 sobre E6 y E7 puede verse afectada(21). E4 esta contenido
completamente en el ORF E2 y se ha observado su relacién con la regulacion del promotor
de hTERT(22). E5 codifica una proteina que se localiza preferencialmente en los sistemas
membranosos celulares y esta relacionada con la retencion de las moléculas de HLA clase |
en el Aparato de Golgi(23), ademas es una region pobremente conservada entre los VPH.
E6 codifica una proteina multifuncional de 16 a 19 kD y se ha descrito su union con
diferentes proteinas célulares, especialmente con el supresor tumoral p53 para su
degradacion(24). E7 codifica una proteina fosforilada acidica de 10 a 14 KD que tiene la
capacidad de interactuar con pRB formando complejos en su estado
hipofosforilado(25;26), estas dos proteinas presentan un alto potencial oncogénico(27) por
los complejos que forman con p53 y pRB. Figura No. 1

Figura No 1. Genoma del VPH 16
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1.1.1.2 Region tardia.

Esta region corresponde aproximadamente a un 40% del genoma viral, queda corriente
abajo de la region temprana y codifica para los ORF L1 y L2 que codifican para la proteina
mayor de la capside L1 y la proteina menor de la capside L2. La proteina L1 es utilizada
como el principal componente de las vacunas producidas en la actualidad(28) por su alta
inmunogenicidad. Esta proteina tiene la capacidad de auto ensamblarse en particulas
similares a virus o VLPs (Virus Like Particle) cuando es expresada en sistemas
recombinantes (29;30) . La proteina menor de la capside L2, aproximadamente 73 kD es

menos inmunogénica que L1. Figura No. 1

1.1.1.2 Region larga de control.

Es un segmento de aproximadamente 850 pares de bases correspondiente al 10% del
genoma de los papilomavirus, esta region aunque no codifica para proteinas soporta los
origenes de replicacion de multiples factores virales que son importantes en la regulacion
de la RNA polimerasa Il. Se divide en dos dominios; el RE2 (Respondedor a E2) regulado por
la presencia de E2, en esta region se localiza el origen de replicacion viral y es desde donde
se transcriben los oncogenes E6 y E7. El otro componente es el CE (Celular Enhancer) que
constituye un potenciador de la trascripcion que es activado por factores transcripcionales

celulares(31). Figura No. 1

1.1.2 TAXONOMIA VPH.

Los virus del papiloma humano son miembros de la familia Papillomaviridae, estan
agrupados en 5 géneros diferentes denominados: alfa-papillomavirus, beta-papillomavirus,
Gamma-papillomavirus, Mu-papillomavirus y Nu-papillomavirus. El VPH 58 se ubica en el
geénero Alfa-papillomavirus, especificamente en la especie 9. Para el afo 2.001 se habian
identificado aproximadamente 86 genomas completos de VPH y 16 de otros Papilomas.

(32)Figura No. 2



Figura No. 2 Arbol filogenético de Virus de Papiloma Humano
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los nimeros que identifican los tipos, muestran como se agrupan los mismos de acuerdo a especie y los arcos
externos indican el agrupamiento de las especies de acuerdo a genero. Ejemplo: los VPHs tipo 16, 33, 31, 35,
52,58y 67 pertenecen a la especia 9 del genero Alfa- papillomavirus.

1.1.2.1 Tipos y subtipos de VPH.

La determinacion taxonomica de los VPHs se basa en su secuencia genomica, vy
principalmente en las variaciones del ORF de L1 que es la region del genoma mas
conservada, es asi como un aislamiento de VPH es reconocido como nuevo tipo cuando su
genoma completo ha sido clonado y la secuencia del ADN del ORF L1 posee una diferencia

mayor al 10% de los tipos previamente clasificados(32). Dentro de un mismo tipo viral se



presentan variaciones intratipicas, denominadas subtipos que se caracterizan por poseer
diferencias dentro de la secuencia entre el 2% y 10%(32-35).

Dependiendo de su potencial oncogenico los VPH se han agrupado asi: Los VPH BR (Bajo
Riesgo) 6,11, 13, 44, 40, 42, 43, 54, 55, 57,61, 70, 72, 74, 79, 81, 83, 84, los tipos VPH AR
(Alto riesgo) 16,18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82, y tipos de VPH cuyo
potencial no se ha definido 26, 53, 66, 34(5;34,36)

1.1.2.2 Variantes moleculares.

La definicion de variantes segun algunos autores son aquellos aislamientos de un tipo
especifico que presentan cambios en nucledtidos, no por encima del 2% en regiones

codificantes y hasta un 5% en regiones no codificantes(33-35).

El estudio de las variantes moleculares ha aportado datos sobre fendmenos como la
colonizacion europea y africana del nuevo mundo a partir del estudio de las variantes de

VPH 16 predominantes en el continente americano(37;38).

1.1.2.3 Ramas Filogenéticas.

La clasificacion en ramas filogenéticas no es desarrollada por todos los autores como un
consenso general y ha sido implementada principalmente para el VPH 16 que ha sido el
mas ampliamente estudiado, sin embargo para el caso del VPH 58 aun no existe una

clasificacion por ramas filogenéticas.

Los analisis de ramas filogenéticas para el virus del VPH 16 se han desarrollado mediante el
analisis de las secuencias de los genes virales E6 E7, L1 y LCR lo que ha permitido realizar
una agrupacion teniendo en cuenta su distribucion geogrifica en E (europeas), As
(asiaticas), AA (asiatico-americanas), Afl (africana 1) y Af2 (africana 2) y NA1l
(Norteamericana 1) (39;40). Otros investigadores agrupan estos grupos en dos ramas
filogenéticas Europeas (E) y no Europeas (n-E) (34;35;41). Las variantes AA, Af, As son
referidas también como Ax, ya que los cambios existentes en su genoma son muy similares

y conservados entre estas(42;43).



1.1.3. CICLO VIRAL VPH.

El ciclo viral de los papilomavirus se encuentra unido al programa de diferenciacion celular
del epitelio infectado. Los virus del papiloma inicialmente infectan ceélulas basales
epiteliales, que constituyen la unica capa celular del epitelio que presenta division activa,
no existe un mecanismo como tal que permita reproducir todos los pasos de una infeccion
natural debido a que la expresion de las proteinas virales depende de los procesos de
diferenciacion del epitelio. Se ha podido identificar cinco etapas dentro del ciclo viral de
VPH: infeccian, liberacion del genoma viral, fase proliferativa, amplificacion gendmica y

sintesis viral.

1.1.4. INFECCION POR VPH.

La transmision del VPH ocurre de forma primaria por contacto piel a piel, los estudios
epidemiologicos demuestran claramente que el riesgo de adquirir la infeccion ano genital
con VPH y el desarrollé de cancer cervical es incrementado por el comportamiento sexual,
sin embargo existen reportes donde se mencionan formas alternativas de transmision via
fomites y transmision vertical madre hijo. Gran parte de las infecciones con VPH son
eliminadas de forma natural. La presencia de mujeres infectadas asintomadticas ha
permitido establecer que la infeccion con el virus de VPH es una condicion necesaria pero

que no es suficiente para el desarrollé de la lesién y el cancer cervical(39;44-46)

1.1.4.1 Factores asociados a la adquisicion de la infeccion con VPH.

Dentro de los factores de riesgos asociados a la adquisicion de la infeccion con el VPH se
encuentran el poseer multiples parejas sexuales 6 el sostener relaciones con compafneros

sexuales que posee multiples parejas sexuales(5;6;47;48).

La infeccion con VPH es mas comun en mujeres sexualmente activas con edades entre los

18 y 30 afos, con un decrecimiento agudo en mujeres mayores de 30 afios, y con un
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incremento en mujeres mayores de 40 afios. El inicio de las relaciones sexuales a edad
temprana es considerado a su vez un factor de riesgo.

Otros factores de riesgo que se han asociado a la adquisicion de la infeccion incluyen
historia de enfermedades de transmisién sexual, el nivel educativo, uso de anticonceptivos
orales, tabaquismo, consumo de alcohol, embarazos a término, estado genético e

inmunologico de la persona y la region geografica donde habite entre otros.(45)

Mufoz N. y col. (2.004), en un estudio de cohorte realizado con aislamientos de cepillados
cervicales obtenidos de mujeres con citologia normal que habitaban Bogota (Colombia) y
que asistian a diferentes centros de salud, determinaron que el numero de nuevos
companeros sexuales durante el seguimiento, mujeres menores de 30 afios, y el uso de
anticonceptivos orales), fueron los principales factores asociados a la adquisicion de la

infeccion con VPH, en esta poblacion(6).

1.1.5. RELACION DEL VPH EN LA CARCINOGENESIS CERVICAL.

Se ha estimado que del 90% al 99.7% de casos de cancer cervical portan ADN de VPH de
alto riesgo(8;49;50). Dentro de los tipos virales mas prevalentes a nivel mundial se han
detectado el VPH16, en un 50% a 60% de los casos con cancer invasivo y el VPH 18 con un
10% al 15% de prevalencia en este mismo tipo de casos(49;50). Los tipos virales 16, 31, 35
y 52 presentan una mayor frecuencia en cancer cervical de células escamosas, mientras

que los tipos 18, 39, 45, y 59 se encuentran con mayor frecuencia en adenocarcinomas

cervicales(45).

1.1.5.1 Mecanismos moleculares del VPH implicados en la induccién de carcinogénesis.

Se ha reportado que dentro de las proteinas virales que estan implicadas en procesos de
transformacion e inmortalizacion las mas importantes son las proteinas tempranas E6 y E7,
estas proteinas cuando son de VPH de alto riesgo poseen la capacidad de inmortalizar
células epiteliales escamosas. Los efectos de estas oncoproteinas son de forma

independiente pero son mucho mas agresivas cuando se encuentran juntas(13;51;52). Las



oncoproteinas virales E6 y E7 generan sus actividades mediante interaccion con p53 y Rb

respectivamente.

1.1.5.1.1 Oncoproteina viral E6

La oncoproteina viral E6 tanto de los tipos virales de bajo riesgo como de alto riesgo posee
un tamano aproximado de 150 aminodcidos con un peso molecular de 16-18 kD vy
contienen cuatro motivos C-x-x-C, que son importantes en las funciones de activacion
transcripcional, transformacion, inmortalizacion y asociacion con proteinas celulares. En el
caso de la proteina E6 de tipos virales de alto riesgo (AR), la region C-Terminal contiene un
dominio PDZ, (PSD-95/DIlg/Z01) implicado en la interaccion con multiples proteinas
celulares (53). En los tipos virales de AR, E6 se encuentra localizada tanto en el nucleo
como en el citoplasma. Dentro de la secuencia de aminoacidos de esta proteina se han
descrito tres motivos que dictan la localizacién nuclear de la misma, el primero de ellos
esta constituido por los aminoacidos comprendidos desde el aa 7 al aa 12, el segundo esta
constituido por los aminoacidos comprendidos desde el aa 65 al aa 72 y el tercer motivo

esta comprendido desde el aa 115 al aa 124(54).

La funcién mas importante descrita para la oncoproteina E6 de tipos de AR es |a union con
el supresor tumoral p53, dentro de las funciones caracterizadas para p53 se encuentra: la
detencidn del ciclo celular en el punto de control G1/S si existe dafio en el ADN para evitar
la replicacion, activa las proteinas de reparacion del ADN en caso de mutacion o dafio, o
iniciar los procesos de apoptosis si el dafho en el ADN es irreparable. El blanco
transcripcional de p53 es el inhibidor CDK p21 ya que la inhibicion del crecimiento medida
por p53 es dependiente de la activacion de p21 que a su vez induce la inhibicién de CDK
que constituye un evento clave para la entrada a la fase 5(55;56). La interaccion de la
proteina de E6 con P53 es mediado por la proteina celular E6GAP que posee actividad
ubiquitin ligasa tipo 3, esta interaccion genera la protedlisis de p53 por ubiquitinacion, por
tanto permitiendo la entrada en la fase S. Se ha descrito una reduccion en el tiempo de
vida media de p53 en presencia de E6, este proceso ha sido reportado para proteinas E6 de

VPH de AR pero no para tipos de BR(51;57-60).
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Otros blancos celulares de la proteina E6 incluyen proteinas que poseen el dominio PDZ,
induciendo su degradacion mediada por ubiquitina. Varias de estas proteinas estan
implicadas en el control de la proliferacion celular, polaridad celular y adhesién celular(61).
El complejo E6G/E6AP interactla con la proteina Bax en queratinocitos humanos(62) y del
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1)(63;64) inhibiendo la accidon pro-
apoptotica de Bax y la sefRalizacion apoptdtica a través del TNFR1 permitiendo la

acumulacion de mutaciones en el ADN.

Se ha descrito el papel de induccion de la telomerasa humana (hTERT) por parte de la
proteina E6 y su papel en los procesos de proliferacion celular. hTERT es un complejo
compuesto por una unidad transcriptasa reversa (hTERT) y una plantilla de ARN (hTR). Este
complejo es expresado en células de linea germinal, proliferacion de células Stem para la
renovacion de tejidos y células de cancer. La expresion de hTERT en células normales
reconstituye la actividad de la telomerasa y suprime la senescencia. E6 induce la actividad
de la telomerasa contribuyendo a la inmortalizacion de las células epiteliales por
mantenimiento de la longitud de los telomeros(65). La interaccion de E6 y Myc participan
en la activacion del promotor de hTERT(66). El complejo de represion del promotor hTERT
en presencia de E6 es reemplazado por Myc lo que corresponde a altos niveles de la
trascripcion de hTERT y por consiguiente de la actividad de la telomerasa(67). Un
mecanismo de degradacion via E6/EBAP se da con el represor del promotor de hTERT
NFX1-91 permitiendo la unién de Myc al promotor de hTERT(68). En cambio NFX1-123 una
variante por corte y empalme de NFX-1 junto con la proteina de unidn citoplasmatica
poly(A) se perfila como un factor critico para la activadad de hTERT en células epiteliales

que expresan VPH16-E6(69).

1.1.5.1.2 Oncoproteina viral E7

Es una proteina de bajo peso molecular de aproximadamente 100 aminoacidos, esta
oncoproteina posee tres regiones conservadas (CR, conserved regions): la regién NH;
terminal CR1, la region CR2 y la region terminal COOH dominio CR3. El dominio CR1 es
necesario para la transformacion celular y la degradacién de pRb, pero no contribuye

directamente con la union de pRb. La region CR2 posee un dominio de unién conservado a
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pRb que posee la secuencia LxCxE y un sitio de fosforilacion caseina cinasa Il (CKIl). El
dominio CR3 consiste en dos motivos C-x-x-C separados por un espacio de 29/30
aminoacidos. Esta region esta implicada en la asociacién de pRb y otras proteinas
celulares(53;70). La oncoproteina E7 posee la capacidad de formar complejos con Rb en su
estado hipofosforilado, esta interaccion tiene como consecuencia la cesacion de la
actividad de Rb y por tanto se permite la entrada a la fase S. Rb es una proteina supresora
de tumores, su funcion clave en el ciclo celular es el de capturar los factores de trascripcion
E2F, lo cual lleva a la inhibicion de la replicacion del ADN. La proteina Rb mantiene su
expresion de forma continua durante todo el ciclo celular, esta es fosforilada en las etapas
S, G2 y M del ciclo celular pero se encuentra hipofosforilada en GO y G1. Debido a estas
observaciones se ha dicho que la proteina se encuentra activa cuando esta hipofosforilada
y se inactiva cuando esta fosforilada y permite de esta forma que las células entren en la
fase S y se den todos los eventos subsecuentes del ciclo celular. La fosforilacion de Rb se

lleva a cabo por los complejos cinasas dependientes de ciclinas.

La actividad de transformacion de E7 esta mediada no solo con la union a Rb sino con la
capacidad de degradacion de esta. Se ha sugerido que es la capacidad de degradacion de
Rby no la unién a esta, lo que esta implicado en los procesos de transformaciéon(25;51;71).
Otras proteinas celulares que se unen con E7 son las Histonas Deacetilasas (HDACs) que
actlan como un co-represor transcripcional y al unirse con E7 promueven la proliferacion
celular(69). E7 también se une a CDK2/ ciclina A y CDK2/ciclina E. La actividad de estas
cinasas fosforilan a pRb e inducen la trascripcion de genes de |la fase S. E7 también se une a
los inhidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKlIs) p27 y p21, por lo que se pierde el

punto de control del ciclo celular entre G1/5(72) y se promueve la progresion celular.

1.1.5.2 Cofactores asociados al desarrolld de cancer cervical.

Dentro de los cofactores que han sido asociados al desarrolld de cancer cervical se ha
indicado que existen elementos propios del huésped tales como el estado inmunoldgico y
por otro lado elementos propios de la infeccion tales como la carga viral, la variante
infectante, la presencia de infecciones multiples y la persistencia de la infeccion. Algunos

factores como embarazos a término, habito de fumar(73), uso de anticonceptivos
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orales(74) y su uso prolongado (mayor a 8 afios)(75) han sido relacionados con el

desarrollo del cancer cervical o con el incremento del riesgo para la enfermedad.

1.1.5.2.1 Persistencia de la infeccién con VPH.

La mayoria de las infecciones cervicales con VPH (que presentan anormalidades citoldgicas
0 no) son eliminadas, gracias a la respuesta inmune celular entre 1-2 afios después de la
exposicion(28). Los VPH mas persistentes tienden a ser los mas comunes, es decir los de
mayor prevalencia (76). La persistencia de la infeccidn se considera como uno de los
principales cofactores implicados en el desarrollé de lesion intraepitelial de alto grado vy
cancer cervical, sin embargo a pesar de esto no existe aln un consenso sobre la definicion
de persistencia debido a que existen problemas conceptuales frente a este aspecto. A
causa de esto la duracion de una infeccion persistente no es una constante sino que varia
dependiendo del intervalo entre las pruebas usadas en cada estudio. Algunos autores
indican que un resultado positivo se toma como tal en muestras consecutivas adquiridas
con periodos entre tres y seis meses, indicando que si el tipo viral es un tipo predominante
dentro de una poblacion se puede generar una reinfeccion entre el intervalo de las dos
visitas con este tipo viral que puede simular una infeccion persistente(77). Para subsanar
estas ultimas apreciaciones los estudios moleculares donde se determina la presencia de
variantes han permitido demostrar que existe persistencia de la infeccion con variantes

moleculares de VPH16 y VPH18.

Molano M, vy Col. 2002(5) en un estudio tipo cohorte desarrollado en Bogota de mujeres
con citologia normal, reportaron que menos de la mitad de las infecciones persisten
después de un afo y solo el 7% persiste después de cinco afios de seguimiento. No
encontraron diferencias en persistencia o eliminacion de la infeccion entre infecciones

simples y multiples y se observaron diferencias en persistencia de acuerdo al tipo viral.

1.1.5.2.2 Potencial oncogénico de las variantes moleculares.

Un factor importante en el desarrollé de la Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) es el

papel de las variantes, pues estas difieren en sus propiedades biologicas y patogénicas. En
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estudios que describen el curso de la infeccion con VPH y su papel en la génesis del cancer
cervical, temas tales como la policlonalidad de lesiones y frecuencia de variantes
moleculares particulares de VPH, pueden ser criticos para el entendimiento de la
infectividad y patogenicidad viral(78). Ademas las diferencias en la regulacién trascripcional
viral, las actividades biologicas de las proteinas codificadas por cada variante o la habilidad
del hospedero para responder a epitopes virales especificos de cada variante podrian
explicar el porque unas infecciones producidas por VPH progresan a cancer mientras que
otras no(41). Los cambios en la secuencia de aminoacidos en las variantes se pueden
reflejar en diferencias de patogenicidad, por lo que el riesgo para el desarrollé de Lesiones
Escamosas Intraepiteliales (LEl) y cancer invasivo de cérvix puede variar dependiendo de la
variante infectante(79). Estudios en distintas poblaciones de VPH 16 han mostrado que la
infeccion con algunas variantes de E6 puede implicar un mayor riesgo para el desarrolld de
cancer cervical invasivo, por ejemplo, la variante L83V (que tiene una sustitucion de una
Leucina por una Valina en el residuo 83) esta asociada con mayor persistencia viral y
progresion a cancer en paises como Inglaterra, Suiza y Japon(80). Los estudios
desarrollados sobre los ORF E6 y E7 de VPH 58 han mostrado una asociacion entre algunas
variantes con la severidad de la neoplasia y el riesgo de cancer cervical, tal es el caso de las
variantes de E7 C632T y G760A asociadas con severidad de |la neoplasia y cancer cervical en

la poblacion China(81).

1.1.5.2.3 Carga viral.

La mayoria de las mujeres positivas para tipos de VPH de alto riesgo que presentan
anormalidades citolégicas presentan una alta carga viral(82). En algunos estudios ha sido
sugerido que la carga viral de los VPH puede ser un factor que influya tanto en la
persistencia de la infeccion como en la progresion hacia cancer cervical. Casas L. y col en
1.999(21), comprobaron que el nimero de copias del genoma viral por célula es mayor
cuando la infeccion es producida por una variante de la rama AA, indicando que estas son
mas productivas que las Europeas. Esto concuerda con los datos obtenidos por Kammer Cy
col en el 2.000(83), pues afirman que la actividad del promotor p97 en las variantes AA es
3.3 veces mas alta que en las variantes E, lo que sugiere un incremento en la expresion de

las proteinas virales, incluyendo aquellas que favorecen la replicacion. Sin embargo, las
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discrepancias entre los trabajos que apoyan la asociacion de la carga viral con la progresion
a cancer y los que no, se pueden deber a que hay diferencias en la carga viral estimada

dependiendo de |a técnica usada.

1.2 CLASIFICACION CLINICA DE LAS LESIONES CERVICALES

La citologia vaginal esta basada en el examen histomdrfologico de células exfoliadas de la
zona de transformacion, tanto del epitelio escamoso del ectocérvix, como del epitelio
columnar del endocérvix y permite identificar las lesiones incluso antes del desarrollé del
cancer cervical. El sistema con el cual se catalogan y se reportan los diagnosticos de las
citologias cervicales y/o vaginales es denominado Bethesda, el cual fue introducido en
1988, revisado en 1991 y maodificado en 2001(84). Con el Sistema Bethesda 2001, los
especimenes de citologia cervical que no contienen anormalidades epiteliales son

catalogadas como “negativos para lesion intraepitelial o maligna”(85).

En el proceso natural de la carcinogénesis cervical, las lesiones pueden ser clasificadas en
tres grados: Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado (LEI-BG), en donde las
alteraciones comprometen menos de la tercera parte de la totalidad del epitelio
involucrado; Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado (LEI-AG), si las alteraciones
comprometen mas del tercio inferior del epitelio; y Carcinoma de Cervix, en el cual se ven

involucrados tejidos de sostén del epitelio.

Histolégicamente, las Neoplasias Intraepiteliales Cervicales de grado | (NIC 1) son
catalogadas y corresponden dentro del Sistema Bethesda como LIE-BG y las Neoplasias

Intraepiteliales Cervicales grado Il y [II (NIC Il y Ill) como LEI-AG.(84)

La citologia cervico-uterina es el método de tamizaje por excelencia del Cancer Cervical, sin
embargo la toma y su lectura pueden presentar algunos problemas. En cuanto a la
cantidad adecuada de las celulas obtenidas en un raspado cervical para poder ser
evaluadas en el Sistema Bethesda, la citologia puede ser catalogada como “satisfactoria” o

“no satisfactoria”. En muchos casos por error, una citologia “no satisfactoria” puede



catalogarse como una condicion benigna, pudiendo ser este un resultado falso-

positivo(86).

En general se ha descrito a la citologia como una prueba altamente especifica pero poco
sensible(87;88), es decir; con ella es posible detectar a todas las mujeres que realmente
poseen anormalidades cervicales pero también, bajo este mismo diagnastico se pueden
incluir mujeres que no poseen cambios en el epitelio y que posteriormente son enviadas a

examenes confirmatorios innecesarios.

Figura No 3. Lesiones del cerviz

>
~e
ean®s

&
foe
:.

208

S2psse,

£\

Lesiones intraepiteliales. A: Células superficiales. B: Células intermedias. C: Células parabasales.
D: Células basales. SIL: Squamous Intraepitelial Lesion.

17



2. OBIJETIVOS

2.1 GENERALES

- Analizar la presencia y persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con

infecciones prevalentes e incidentes, con citologia normal durante siete afos de

seguimiento en la cohorte de Bogota.

2.2 ESPECIFICOS

- Realizar revision de la literatura a nivel mundial para la identificacion de las variantes
moleculares reportadas de los ORF E6 y E7 de VPH58,

- Desarrollar la técnica de secuencia directa y Reverse Line Blot para realizar el analisis de
variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con citologia normal de la cohorte de Bogota.

- Analizar la presencia de variantes de E6 y E7 VPH 58 en mujeres con infecciones
prevalentes e incidentes con citologia normal positivas para VPH 58 que pertenecen al
proyecto Historia Natural del virus del papiloma humano su papel y el papel de otros
cofactores en el desarrollé de cancer de cérvix.

- Analizar la persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con infecciones
prevalentes e incidentes con citologia normal seguidas durante un periodo de siete afos.

- Realizar el anadlisis de la carga viral de las infecciones producidas por VPH 58 y su
asociacion con la presencia y persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en la

poblacion de estudio.



3. METODOLOGIA

3.1 POBLACION Y DISENO DEL ESTUDIO

Este proyecto se incluye dentro de un proyecto principal de investigacion tipo Cohorte con
el cual se pretende analizar la historia natural de la infeccion por VPH, su papel y el papel
de otros factores en el desarrolld de cancer de cuello uterino, dentro de lo que se incluye el

estudio de variantes moleculares.

Entre noviembre de 1993 y noviembre de 1995, el Instituto Nacional de Cancerologia
condujo un censo poblacional en cuatro centros de salud en Bogota. Dos mil mujeres con
edades entre 18 y 85 afios fueron identificadas al azar e invitadas a participar en el estudio
de Cohorte. Adicionalmente para tener una mayor informacion sobre el comportamiento
sexual de las adolescentes, 200 jovenes sexualmente activas, con edades entre los 13 y 17
afios y quienes asistian a Profamilia para recibir consejeria acerca del uso de
contraceptivos también fueron invitadas a participar. En el reclutamiento las mujeres
respondieron a un cuestionario epidemiolégico estructurado con énfasis en caracteristicas
sociales, comportamiento sexual, historia reproductiva, habitos de fumar y dieta. Después
de la entrevista, a todas las mujeres se les hizo un examen ginecologico y se les tomo un
cepillado cervical para realizar un analisis citologico y deteccion de ADN de VPH,
adicionalmente a estas mujeres se les tomo una muestra de sangre para hacer analisis de

anticuerpos.

Después de algunas exclusiones (rehusar participar, presentar histerectomia, problemas
mentales, anormalidades citologicas en la linea de base entre otros), un total de 1995
mujeres (90.7%) entraron al estudio de cohorte, de las cuales 1845 tuvieron citologia
normal. Se obtuvo un consentimiento informado de todas las participantes en el estudio.
Los comités éticos del Instituto Nacional de Cancerologia y la Agencia Internacional para la

Investigacion en Cancer (IARC) en Lyon aprobaron el proyecto inicial.
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El seguimiento consistio de una visita cada 6-9 meses. En cada visita se respondid a un
cuestionario de seguimiento y se tomd nuevamente un raspado cervical para analisis
citologico y de ADN de VPH. El seguimiento termind en Diciembre del 2002 o cuando se
presentd un diagnostico de neoplasia intraepitelial cervical grado 11l (NIC I11). Las mujeres
que presentaron una diagnosis de NIC Ill, fueron sometidas a biopsia para confirmacion del
diagnostico y recibieron el tratamiento respectivo. Los resultados de los analisis de VPH no
se conocieron durante el seguimiento y no influyeron en el manejo clinico de las mujeres.

Los analisis que se llevaron a cabo en el desarrolld de este proyecto se basan en un
subgrupo de muestras de la cohorte, correspondientes a 103 mujeres con infecciones
prevalentes o incidentes por VPH58 con citologia normal, las cuales fueron seguidas por
un periodo de siete afios, y de las cuales se tiene un total de 815 muestras dentro de las

cuales 168 muestras fueron positivas para VPH 58,

A este grupo de muestras se le realizo el estudio de las variantes de E6 y E7 de VPH 58
teniendo como criterio de eliminacion de la infeccion la no presencia de la misma variante
de manera consecutiva durante el seguimiento, asi mismo se realizd una asociacién entre

la presencia y persistencia de la infeccion por VPH 58 y sus variantes con la carga viral.

La fecha de la eliminacidn de la infeccion por VPH 58 o de las variantes se definié como la
mitad del intervalo de tiempo entre la ultima muestra positiva para VPH 58 y la siguiente

negativa. Para el analisis de variantes de E6 y E7 de VPH 58 se mantuvo el mismo criterio.

3.2 REVISION DE LITERATURA.

Se desarroll6 una busqueda de articulos publicados entre los afios 1.991 a 2.009 en |a base
de datos MEDLINE con el fin de identificar las variantes moleculares del ORF E6 y ORF E7
del VPH 58 reportadas a nivel mundial, asi como de la mutaciones que las caracterizan, las
variantes mas reportadas y las poblaciones en donde se reportaron. Esta busqueda se
complement6é de manera manual revisando las listas bibliograficas de los articulos mas
relevantes. La informacion de las diferentes variantes reportadas a nivel mundial se

recopilo en tablas que se realizarén en Excel.
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3.2.1 Seleccion de las secuencias.

Los criterios para la inclusion de las secuencias incluidas en la tabla comparativa fueron: 1)
que las variantes hallan sido identificadas utilizando la técnica de secuencia automatica. 2)
que la secuencia reportada para la variante incluya todas las mutaciones detectadas en la
misma incluyendo silenciosas y no silenciosas. 3) que la secuencia reportada incluya
informacion completa de los nucledtidos 110- 559 para el ORF E6 y de los nucle6tidos 575 -
871. 4) que la comparacion de la secuencia se realizara con la secuencia referencia de VPH

58 (numero de acceso a GenBank NC_001443)(89)

3.3 MUESTRAS.

En el desarrollo de este proyecto no se realizd tomas o recoleccion de muestras, ya que

estas hacen parte del Banco de muestras del Instituto Nacional de Cancerologia,

almacenadas a -70°C.

3.3.1 Muestras objeto del estudio.

Las muestras objeto del estudio son cepillados cervicales de mujeres que se encontraron
positivas para el virus de papiloma humano tipo 58 durante el desarrollo del estudio de
cohorte “Historia Natural de la infeccion por el virus del papiloma humano su papel y el
papel de otros cofactores en el desarrollo de cancer de cervix” las cuales firmaron un
consentimiento informado previo. Estas muestras se encuentran almacenadas en el banco
de muestras existente en el Instituto Nacional de Cancerologia, a —70°C. La deteccion y
tipificacion del VPH presente en las muestras, se realizd mediante PCR utilizando los
iniciadores Gp5+/6+, seguido de hibridacion Southern-blot y de ensayos inmuno-

enzimaticos o enzyme immune assay (EIA) y Reverse Line Blot(5)

3.3.2 Procesamiento de la muestra.



Las muestras se encuentran almacenadas a -70 C en Buffer Tris HCl 10mM pH 8.3, de estas
se tomo una alicuota de 100ul a 150ul la cual se llevé a 952C por 10 min. Se centrifugo por
1 min. a 3000 rpom y se colocd en hielo para posteriormente ser almacenada a -202C. Para
el analisis de la region E6 y E7 del VPH 58 por PCR se tom¢ 10l del sobrenadante. El

tratamiento de las muestras se realizd de acuerdo a lo descrito en reportes previos(5).

3.3.3 Evaluacion de la calidad y del procesamiento de las muestra.

La calidad de la muestra y su procesamiento se evalu¢ realizando una Reaccion en Cadena
de la Polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) que amplifica un fragmento de 209 pb
del gen de P-globina. Los iniciadores utilizados fueron BGPCO; (5'-
ACACAACTGTGTTCACTAGC- 3’) y BGPCO5 (5'- GAAACCCAAGAGTCTTCTCT- 3'). Para esta
PCR se utilizo el ADN extraido de las lineas celulares SiHa y Hela como controles positivos y
como controles negativos se utilizo la mezcla de PCR sin ADN y la mezcla de PCR con agua
en lugar de ADN. Asi mismo se analizd el ADN proveniente del procesamiento de las

muestras. Esta PCR se realizo segun metodologia previamente descrita(5).

3.4. DETECCION Y TIPIFICACION DE VPH.

La deteccion de VPH se realizo utilizando el ADN extraido de las células cervicales,
provenientes de los cepillados cervicales, mediante amplificacién por PCR de un segmento
de 142 pb del ORF L1, utilizando los iniciadores consenso GP5+ (5 -
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC — 3') y GP6+ (5~ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC - 37),
esta PCR se realizo segun metodologia previamente descrita (Molano 2002 Bj Jornal cancer
17). La reaccién de PCR se realizé a un volumen final de 50 pl, con 10 mM Tris HCl (pH de
8.5), 50 mM de KCI, Triton® X- 100 al 0.1 %, 2.5 mM de MgCl;, 0.2 mM dNTPs, 25
picomoles de cada iniciador y 1 U. GoTag® Flexi ADN Polymerase (Promega), 10 ul de
muestra o de controles, el volumen final fue ajustado con agua. Se realizaron 40 ciclos de
amplificacion utilizando un Termociclador PTC 200 Peltier Termal Cycler (MJ Research).
Cada ciclo incluye un paso de denaturacion a 94°C durante 1 min, una hibridacion a 40°C

durante 2 min, una extension de 72°C durante 1.5 min, antes de iniciar el primer ciclo de
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temperaturas la reaccion fue precedida por una denaturacion a 94°C durante 4 min. Y el

ultimo ciclo fue seguido por un paso de elongacion a 72°C durante 4 min.

La tipificacion del VPH detectado en las exfoliaciones cervicales se realizo mediante PCR —

EIA y Reverse Line Blot, de acuerdo también a metodologia previamente descrita. (5;90)

3.5 AMPLIFICACION POR PCR DEL ORF E6 y ORF E7 DEL VPH 58.

Para la identificacion de las variantes moleculares del ORF E6 y ORF E7 del VPH 58, se

realizo una amplificacion del ORF E6 y ORF E7 mediante la técnica de PCR .

Para el desarrollo de la PCR se utilizaron iniciadores que flanquean la region de ADN viral
comprendida entre nucleétidos 79 al 600 del ORF E6 de VPH 58 utilizando el iniciador
sentido E6F1 (5'- CTG TGC AGT GTG TTG GAG A -3') ubicado entre el nucledtido 79al 99 y
el nucledtido antisentido E7R1 (5'- TCTTAGCGTTGGGTTGTT -3') ubicado entre los
nucledtidos 583 al 600. También se utilizaron dos iniciadores adicionales que se ubican
aproximadamente en la mitad del ORF E6 el iniciador sentido E6F5 (5'- AAA GTG TGC TTA
CGA TTG C -3') ubicado entre el nucledtido 299 al 317 y el iniciador antisentido E6R4 (5'-
AAT GTG TCT CCA TAT AGC G -3) ubicado entre el nucledtido 354 a 372. De igual forma la
totalidad del ORF E7 se abarco desde el nucledtido 595 al 896, se utilizé el iniciador
previamente reportado E7P1 (5'- CTGTAACAACGCCATGAGAG -3') ubicado entre el
nucledtido 561 al 580 y el iniciador antisentido E7P2 (5'- TCAGGGTCATCCATTGCAGA -3')
ubicado entre el nucledtido 877 al 896. De igual forma se utilizaron un par de iniciadores
en la mitad de la secuencia del ORF E7, el iniciador sentido E7F10 (5'- AAA TAG GCT TGG
ACG GG -3') ubicado entre en el nucledtido 680 al 696 y el iniciador antisentido E7R10 (5'-
GAT ACA CAA ACG AAC CGT -3') ubicado entre el nucledtido 766 al 783. Estos iniciadores
se seleccionaron de reportes previos y otros fueron disefiados en el laboratorio mediante
el software Gene Runner 3.05. La secuencia de cada iniciador fue comparada, revisada y
confirmada mediante BLAST con el GeneBank en la Tabla No 1 se observan los ORFs E6 y

E7 VPH 58 con los iniciadores utilizados en el estudio.
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Tabla No. 1 ORFEG6 y E7 VPH 58 VPH58 Referencia (124) indicando la posicién de los

iniciadores para PCR.
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Secuencia de nucledtidos y aminoacidos codificados por los ORF E6 y ORF E7 del VPH 58R. El nimero ubicado
al lado izquierdo de cada fila indica la posicion del primer nucleétido y aminoacido de cada una de estas. Las
letras en rojo indican las posiciones de nucledtidos en los cuales se ha reportado algtin cambio que genera
cambio de aminoacido, las letras en azul indican posiciones de nucledtidos en las cuales se ha reportado
algin cambio pero que no genera cambio de aminoacido. En amarillo se resalta la secuencia y ubicacion de
los iniciadores sentido (E6F1, E6F5, E7P1 Y E7F10) empleados en este trabajo y en verde se resalta la
secuencia y ubicacion de los iniciadores antisentido (E7R1, E6).
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Cada reaccion de PCR se realizo en un volumen final de 50 pl, cada una con: Tris HCl 10 mM
a un pH de 9.0, KCI 50 mM, Triton® X- 100 al 0.1 %, MgCl; 2.5 uM, dNTPs 0.2 uM, 0.5 uM de
cada iniciador y 1.25 u. de Taq Polimerasa, 10 pl de muestra o de controles y el volumen

final se ajusto con agua.

3.5.1 Ensayos de sensibilidad de la PCR.

Se realizaron diluciones seriadas de muestras VPH 58 previamente tipificadas y
cuantificadas para establecer el nivel de sensibilidad de las PCRs. Las muestras se clonaron
para tener el suficiente material control positivo del ORF E6 y E7. Para el desarrollo de
todos los experimentos, se realizo la cuantificacion del ADN obtenido, utilizando un
espectrofotometro y se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de
10ng/ul, 1ng/ul, 100pg/ul, 10pg/ul, 1pg/ul y 100fg/ul. De cada una de estas diluciones se
tomaron 10ul para realizar las PCRs y establecer el nivel de sensibilidad de la técnica (lo
que indica el limite de amplificacion). Estos ensayos fueron realizados en triplicado para

garantizar la reproducibilidad.

3.5.2 Ensayos de especificidad.

Para los ensayos de especificidad se utilizaron muestras pertenecientes al Proyecto de
Historia Natural, previamente tipificadas y en las cuales se detectd ADN de tipos de VPH
diferentes al VPH 58, muestras en las que se detectd ADN de otros agentes bacterianos
como C. trachomatis, ADN humano obtenido y purificado a partir de células sanguineas y

ADN obtenido y purificado de diferentes microorganismos (H. pylori.)

3.5.3 Controles positivos y negativos.

Para cada PCR se utilizaron como controles positivos tres diluciones seriadas del producto
clonado de las muestras de los ORF E6 y E7 de VPH 58, en el que se incluia el nivel minimo
de deteccion previamente estandarizado, en los ensayos de sensibilidad.

Como controles negativos se utilizaron 2 tubos con mezcla de PCR sin ADN y 2 tubos de

agua por cada experimento realizado. Estos controles internos de calidad de los
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experimentos nos ayudaron a comprobar que el grado de exactitud de los resultados se

mantuvo.

3.6 ELECTROFORESIS.

Para la visualizacion de los productos obtenidos por PCR se realizé electroforesis horizontal
con geles de Agarosa al 1% TBE, coloreados con Bromuro de Etidio, corridos con Buffer TBE
0.5 X, a un voltaje de 110w, y se observaron con luz ultravioleta, mediante el uso de un
analizador de Imagenes BioRad. Como marcadores de peso se utilizaron $X174ADN/Hae ||
(Promega) y/6 100 bp ADN Ladder (invitrogen) dejando registro grafico de cada

observacion,

3.7 DETECCION DE VARIANTES MOLECULARES DEL ORF E6 y ORF E7 DEL VPH 58

La deteccion e identificacion de las variantes moleculares del ORF E6 y ORF E7 del VPH 58
se realizd mediante la técnica de secuencia automatica y mediante el desarrollo de la

técnica de Reverse Line Blot, la cual ha sido descrita y utilizada para otros fines.

3.7.1 Desarrollo de la técnica de Reverse Line Blot

Para el desarrollo de la técnica se utilizaron oligosondas marcadas con un grupo Amino en
la posicion 5', estas sondas fueron disefiadas en el laboratorio mediante el software Gene
Runner 3.05. La secuencia de cada sonda se comparo, reviso y confirmé mediante el uso de
BLAST. El grupo amino de las sondas sirve para unir las mismas a una membrana cargada

negativamente Byodine C (Pall Corporation) de acuerdo al principio de la técnica descrito

previamente(91).

El criterio de seleccion y/o disefio de las sondas se baso en la revision de literatura,
procurando que detecten mutaciones que permitan identificar y diferenciar las diferentes
variantes reportadas de manera especifica y ademas aquellas que detecten mutaciones

gue conlleven a cambio de aminoacidos. Asi mismo se disefié un grupo de sondas control,
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de acuerdo a la secuencia del VPH 58 Referencia (VPH 58R)(89), que incluyera la region de

la mutacion reportada.

3.7.1.1 Hibridacion de los Productos de PCR y Deteccion

En breve, 10 pL de los productos de PCR de las muestras fueron adicionados a 150 pL de
2X SSPE/0.1% SDS, y denaturados por 10 min a 99°C. La membrana (con las sondas de
oligonucleotidos) se colocaron en un minibloter, de tal manera que los pozos de siembra
del miniblot quedaron perpendiculares a los oligonucleotidos. A los pozos de siembra se le
aplicaron los productos de PCR (160 plL) y se hibridaron por 45 min. Las muestras fueron
removidas del minibloter por aspiracion y la membrana se lavé 2 veces en 2X SSPE/0.5%
SDS x 15 min. Posteriormente la membrana se incubo con el conjugado de streptavidina-
peroxidasa diluido en 2X SSPE/0.5% SDS por 45 min y posteriormente se realizaron 2
lavados en 2XSSPE/0.5% por 10 minutos. Para la deteccién quimio-luminiscente del ADN
hibridado, la membrana se incubo en ECL liquido de detecciéon y se expuso a un film

(Hyperfilm). El film posteriormente fue desarrollado.(91)

Las condiciones (concentraciones de reactivos, temperaturas y tiempos) de realizacion del

RLB se ajustaron durante la estandarizacion de la prueba y se validaron con la realizacion

de ensayos de reproducibilidad.

3.7.1.2 Analisis de variantes en E6 y E7 de muestras control usando el RLB

Se realizaron ensayos de identificacion de variantes mediante el RLB de muestras a las que
previamente se les habia identificado la presencia de variantes por secuencia directa con el

fin de analizar la reproducibilidad inter ensayos.

3.7.2 Validacion de la Técnica Reverse Line Blot

Para la validacion de la técnica Reverse Line Blot como método de deteccion e
identificacion de variantes moleculares en el ORF E6 y ORF E7 del VPH 58, se utilizaron

muestras de cepillados cervicales que pertenecen a la linea de base de la cohorte y
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muestras usadas en la estandarizacion, las cuales se analizaron en forma paralela con la
técnica de secuencia directa (Gold Estandar) y con la técnica de RLB como métodos de
deteccion e identificacion de variantes moleculares en E6 y E7. Se realizaron ensayos de

concordancia entre las dos técnicas mediante analisis de valores de kappa.

3.7.2.1 Secuencia automatica

Para purificar los productos de PCR se utilizd el kit comercial GFXTM PCR (Amershan
Biosciences). Se realizd secuenciacion directa del ORF E6 y ORF E7, en un Secuenciador
Personal Amershan Pharmacia Biothec (Seq 4x4), con el Kit de Secuencia 7-Deaza-dGTP
marca Visible Genetics. Utilizando los amplimeros inicialmente obtenidos de las diferentes
PCRs dirigidas hacia la region E6 y E7 del VPH58. Cada mezcla de secuencia contenia: 2.5 pl
de Buffer de secuencia (Tris HCl 260 mM a pH 8.3, MgCl, 39 mM), 2.5 ul de un iniciador
marcado en 5° con Cy 5.5. a una concentracion de 3 uM, 2 pl de DMSO (Dimetil sulfoxido),
4 ul de ADN purificado del producto amplificado, 4ul de enzima Thermo sequenase TM
diluida 1:10 en Buffer Thermo sequenaseTM, 7 pul de H20 destilada y 1.5 pl del ddNTP
correspondiente (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, cada uno de estos contiene 750 puM de
cada dATP, dCTP, dTTP, 562.5uM de dGTP, 185.5uM de 7 —deaza—dGTP y 2.5uM del
correspondiente ddNTP diluido en EDTA 0.1 mM. a pH 8.0).

Para cada reaccion de secuencia se realizaron 2 fases de ciclado, uno de 18 ciclos y uno de
15 ciclos en un Termociclador PTC 200 Peltier Termal Cycler (MJ Research). La fase
iniciadora de ciclado incluyd una denaturacion a 94°C durante 15 seg., una hibridacion a
50°C durante 15 seg., y una extensiéon de 70°C durante 60 seg. La segunda fase de ciclado
incluyd una denaturacion de 94°C durante 15 seg., y una extension de 70°C durante 60 seg.
La fase iniciadora de ciclado fue precedida por una denaturacién a 94°C durante 2 min., y

la segunda fase de ciclado fue seguida por una extension de 72°C durante 2 min.

Una vez terminadas las fases de ciclado se adiciono a cada reaccion 6 ul de Formamida y se
realizd una denaturacion a 94°C, posteriormente se colocaron en hielo y se almacenaron a
- 20°C hasta que se realizo el corrido de la muestra a 1500 w y 50°C en geles de

poliacrilamida al 6% (pre-corridos) (Visible Genetics) utilizando un Secuenciador Personal

4X4 Amersham Pharmacia Biotech.
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3.7.2.1.1 Analisis de la secuencia obtenida.

Las secuencias obtenidas con el programa Seq 4 X 4 2.0. se confirm6 mediante: BLAST con

el GeneBank y BLAST.

Las variaciones encontradas, tanto como de nucledtidos como de aminoacidos se ubicaron
y numeraron teniendo como referencia la secuencia del genoma de referencia para el Virus

del Papiloma Humano 58 o VPH — 58R(89)

3.7.3 Deteccion de Variantes de E6y E7 en las muestras de la Cohorte

A las muestras positivas para VPH 58 en la linea de base se les realizd la deteccion de
variantes usando ambas técnicas: el reverse line blot y la secuencia directa. La técnica con
la cual se obtuvo mejores datos de sensibilidad, especificidad y facilidad para la deteccion
del mayor nimero de variantes en E6 y E7 de VPH58 se selecciono para realizar los analisis

de variantes en E6 y E7 de las muestras positivas para VPH 58 durante el seguimiento.

3.8 ANALISIS DE LA CARGA VIRAL.

El método de ensayo inmuno-enzimatico o enzyme immune assay (EIA) puede ser utilizado
como un método semi-cuantitativo para determinar la cantidad relativa de copias virales
de ADN de VPH en los raspados cervicales, la razon de esto es que existe una relacion de
tipo lineal entre la cantidad de ADN viral y la densidad obtenida en la realizacion especifica

de la EIA, la realizacion de este analisis ha sido descrito previamente.(92)

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

Este proyecto es un estudio de seguimiento de tipo cohorte.
Se utilizo el programa estadistico SPSS 17 para el andlisis de los resultados. Y se

desarrollaron dos tipos de analisis:

Uno de Corte Transversal: En el cual se realizo el analisis de |la prevalencia de variantes de

E6 y E7 de VPH 58 y su asociacion con carga viral en la linea de base

Otro de Corte Longitudinal: En el cual se analizd la persistencia o eliminacion de la

29



infeccion por VPH58 y sus variantes y su asociacion con carga viral durante 7 anos de

seguimiento.

El tiempo de eliminacion de la infeccion por VPH 58 y las variantes se modelo usando el
método de Kaplan-Meier el cual estima la probabilidad de eliminacién de la infeccion por
VPH 58 como una funcién de tiempo desde el enrolamiento.

Se analizaron factores asociados potencialmente con eliminacién de la infeccion por VPH
58 como las variantes de E6 y E7 de VPH 58 vy la carga viral. Se realiz6 un analisis de
regresion de Cox para estimar los riesgos relativos (RR) y los intervalos de confianza (Cls)

del 95% en la eliminacion de la infeccion por VPH 58 de acuerdo a los diferentes factores

de riesgo.
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4. RESULTADOS

4.1 REVISION DE LITERATURA VARIANTES MOLECULARES ORF E6 Y E7 VPH 58.

La ejecucion de I1a revision se efectuo mediante la busqueda en |as bases de datos PUBMED
y MEDSCAPE identificando los articulos en los que se habia realizado descripcion de
variantes moleculares del ORF E6 y E7 de VPH 58. Esta revision se complementd con Ia
revision de los listados de referencias de articulos relevantes sobre el tema y de la
busqueda de secuencias consignadas en el GENBANK. Hasta la fecha, los reportes sobre
variantes de E6 y E7 de VPH son escasos y corresponden a trabajos desarrollados en
poblaciones asiaticas. Los reportes con informacion completa de las variantes de ambos
ORF E6y E7 son el trabajo de Chan P. et al 2002 y de Wu E. et al 2009, aunque este ultimo
trabajo presenta variaciones en la secuencia no solo en la region conservada (LCR, E6 y E7)
sino también en la region variable del genoma viral. El trabajo de Xin C, et al 2001 reporta
variantes Unicamente en el ORF E6 igual que el trabajo de Calleja-Macias |, et al 2005. En la
tabla 2 se incluye la informacion de los articulos incluidos en el estudio y la tabla 3 incluye

las variantes de los E6 y E7 de VPH 58 reportadas hasta la fecha.

Tabla 2. Articulos incluidos dentro del estudio de los cuales se obtuvo informacion
completa de las de los ORF E6 y E7 de VPH58,

Ao Autor ORF Secuenciado | Region Secuenciada Origen de las muestras Muestras positivas VPH 38
2000 {¥in Cui etal, 133 95560 lapon 4l

2002 |Chan Paul, ¢t al Eby E7 54 -560 (E5) 561- 877 (E7F) China 220

2005 |CallggaManas | 2tal LCR E5 LL 94 - 575 (E6I China_Escocia, Brasil, Alemania, Mall, Marrugcos BIEG)

2009 |Wu Eneqi, et al Genoma completo Ganoma completo China 7

4.2 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS ORF E6 Y E7 DE VPH58,

A 168 muestras que fueron positivas para VPH 58 y que entraron al estudio, se les realizo la
amplificacion del gen de la B-Globina (209pb) con el fin de confirmar la calidad del ADN. El
analisis mostrd que el 100% de la muestras amplificaron para este gen. La figura No 4
muestra la amplificacion de un grupo de muestras y los respectivos controles positivos y

negativos. Figura No 4.



Tabla 3. Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 reportadas en la literatura hasta la fecha mediante la técnica de secuencia directa. Se incluye las diferentes
posiciones donde se han reportado cambios de nuclectidos de estos ORFs. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en mindscula nos indican cambio de nucleétido que no
llevan a cambio de aminoacido, las letras en mayuscula son cambios de nucledtidos que llevan a cambio de aminoécidos. En los cambios de aminoacidos, la primera letra

indica el aminoacido de VPH 58R, la segunda letra indica el aminoacido del cambio.

E6 E7

22333345 5 6 6 7 A e 8 8 6 8 8

g 506 789 3 3339245686833 0048575

38774828 9284646013613 027 CAMBIO DEA.A REFEREN CIA

HPV 58R CGACCGATA GCTGEGTTTGEGACCTCTSG E6 E7

1 L ¢ = = = & o = 3§ = A e Chanet al. 2002
2 - - - - - C - - - - - - - - - - - = - K23N Chan etal. 2002, Wu et al. 2008
3 .- - - - - C - - - - = - - - - - - - - - - 11287 Wu et al 2009
4 < = e - - .. N L S T R Chan et al. 2002
S B amom BB s = x SEE B S R R TR BT < R i DaE6E T744/D76E Chan et al. 2002
& S - - e e g e = e e = e e = Chan et al. 2002
7 S - - - - - A - g - - A - s - s G41R/GE3D Chan et al. 2002
8 A R TR S = - - - g - A - Gt A - - - - E320/D36E/KI3N G635,/T744/D7EE Chan et al 2002
9 S I U I S S RIK/T201/G63S Chan et al. 2002
10 SR - N . R Rl G41R/G63D Chanetal, 2002
11 - - -t - - - - A g - CA - - - - - - - GA41R/GE3H Chan et al. 2002
12 onF M E R B SR P E g e R g Y BoS a2 o0s o GA1R/GE3D Chan et al 2002
13 s s st A= e ge--GtA- - - - DBEE T74A/DT6E Chan et al. 2002
14 S - Y - W T201/G63S Chan etal. 2002, Wu et al 2009
15 T - - -A-g--A---C€- - = G41R/GE3DNTTA Wuetal 2002
16 - = = - - - - - - - - g - - - - - =0C - - = W7 TA Chan et al 2002
17 - - - - - - - R - S oS K93N VTTA Chan etal. 2002, Wu et al 2003
18 R T B - S V774 Wu et al 2009
19 < = R S = = Q= ¥ e o= == Q= = L22PANVTTA/CLOSY Wu et al 2009
20 = = = - - A C - g - - - - - C - - - ESBK/KIZN VT TA Wu et al 2008
21 - < - - - C - - A - - - =g« == «- ==L - - = K93N RAK/VTTA Wu et al 2009
22 LT = = L = - - A =g = = A - === = s = K93N G41R/G63D Chanetal 2002
23 - == = o 3 = s T s s Do T201/G63S Chan et al. 2002
24 - - - - - - - A - g - - A - - - - - .- G41R/GE3D Chan et al 2002
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Figura No 4. Evaluacion de la calidad del ADN de las muestras

PCR - PCO5/PCOs (209 pb. B-globina)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

La numeracion a la izquierda indica el tamano de las bandas del marcador de peso molecular, 100 bp ADN Ladder
(Invitrogen) del 1 al 15 se indican diferentes muestras positivas para la amplificacion de B-globina (209pb), 16 y
17 controles positivos, 18 y 19 son los controles negativos de la PCR, mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con

agua en lugar de ADN. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Para la amplificacion de los ORF E6 y E7 de VPH 58 se desarrollaron y estandarizaron un total
de 6 PCRs (tres para cada ORF). Las PCRs para el ORF E6 incluyen una que amplifica todo el
ORF mediante los iniciadores E6F1 y E7P1 dando un fragmento correspondiente de 521pb, la
segunda con los iniciadores E6F1 y E6GR4 amplifican |la primera parte del ORF que corresponde
a un fragmento de 293pb, la tercera con los iniciadores E6F5 y E7R1 amplifica un fragmento de

301pb de la segunda parte del ORF E6. Tabla No 4.

Tabla No 4. Iniciadores ORF E6 VPH 58.

HPV5B E6F1  |5'- CAGACATTTTTTGGTAGGCTA -3 21 79 al 99 E6F1/E7R1 (79-600) 521
HPV 58 E6R4 5- AAT GTG TCT CCA TAT AGC G -3 19 372 al 354 | E6F1/E6R4 (79-372) 293
HPV 58 E6F5 p'- AAAGTG TGC TTACGATTIG C-3' 19 299 al 317 | E6F5/E7R1 (299-600) 301

De igual forma se desarrollaron tres PCRs para la amplificacion del ORF E7 de VPH 58, la
primera con los iniciadores reportados en la literatura E7P1 y E7P2 que amplifican la longitud
completa del ORF del ORF E7 (335pb), una segunda PCR con los iniciadores E7P1 y E7R10 que
amplifican un fragmento de 222pb que corresponde a la primera mitad del ORF y la tercera
con los iniciadores E7F10 y E7P2 que amplifica un fragmento de 216pb, correspondientes a la
segunda mitad del ORF. Las secuencias de estos iniciadores se muestran en la Tabla No 5. Las

PCRs para E6 E6F1/E6R4, E6F5/E7R1 y las PCRs para E7 con los iniciadores E7P1/E7R10 vy
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E7F10 y E7P2 se desarrollaron con el fin de evaluar las muestras que obtuvieron un resultado

negativo para la PCR E6F1/E7R1 para E6y la PCR E7P1/E7P2 para E7.

Tabla No 5. Iniciadores ORF E7 VPH 58.

HPVSBE7P1 | 5'- CTGTAACAACGCCATGAGAG -3' 20 561al 580 | E7P1/E7P2 (561-896) 335
HPV58 E7TR10 |5'- GAT ACA CAA ACG AAC CGT -3 18 783 AL 766 | E7TR10/E7P1 (783-561) 222
| HPV 58 E7F10 | 5'- AAA TAG GCT TGG ACG GG -3 17 680 AL 696 | E7F10/E7P2 (680-896) 216

Los ensayos de sensibilidad de las diferentes PCRs mostraron que para el ORF E6 usando los
diferentes set de iniciadores, el nivel de sensibilidad fue de 1pg/pl. La figura 5. A muestra el
nivel de sensibilidad de 1pg usando los iniciadores E6F1/E7R1. Para el ORF E7 el nivel de
sensibilidad de las diferentes PCRs fue de 10 fg/ul. La figura 5. B muestra el resultado usando
los iniciadores (E7P1/E7P2). Estos resultados fueron replicados en diversos ensayos para
garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.
Figura No 5. Diluciones seriadas PCR E6 y E7 VPH 58.
A. ORF E6 E6F1/E7R1 (521pb)

l 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12

1078 —s
872

310

B. ORF E7 E7P1/E7P2 (312pb)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

La numeracion de la izquierda representa el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular
®x174ADN/Hae Il (Promega), los carriles del 1 al 8 (A y B) representa diluciones seriadas del Clon del ORF E6 y el
ORF E7 de VPH 58, las diluciones son 100 ng/ul, 10 ng/ul, 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1pg/ul, 100 fg/ul, 10 fg/ul v
1 fg/ul respectivamente, 9 y 10 (A y B) son controles de muestras positivas para VPH 58, 11 y 12 (A y B)
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corresponden a los controles negativos donde se utilizé mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de

ADN respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

La especificidad de las PCRs se evaluo mediante ensayos en los cuales se utilizaron como
controles positivos muestras positivas para VPH58 y como controles negativos la mezcla de
PCR sin ADN y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN. Como muestras se utilizaron ADN
humano (obtenido a partir de células sanguineas), ADN de la bacteria H. pylori, ADN de C.
trachomatis y ADN de 16 tipos de VPHs diferentes al VPH 58, de muestras recolectadas y
pertenecientes a la cohorte en las cuales la deteccion vy tipificacion de los diferentes VPHs,
habia sido previamente establecida (VPH 59, 42, 40, 11, 6, 26, CP-8061, 16, 33, 18, 35, 39, 45,
51, 52 y 66. El resultado de este ensayo mostré que hubo amplificacion en las muestras
positivas para VPH 58, no se observo amplificacion para los otros tipos de VPH, ni del ADN
humano, H. pylori y , C.trachomatis, lo que sugiere que las PCR desarrolladas presentan una
alta especificidad para la amplificacién de los ORF E6 y E7 de VPH 58. En la figura No 6. A se
muestra un ejemplo para el ORF E6 mediante el uso de los iniciadores E6F1/E7R1 y la figura

No 6. B muestra el ejemplo para el ORF E7 utilizando los iniciadores E7P1/E7P2 .

Figura No 6. Prueba de especificidad para las iniciadores de los ORF E6 y E7 de VPH 58.

A. ORF E6 E6F1/E7R1 (521pb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

20 21 22 23 24 25 26 27 2B 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
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B. ORF E7 E7P1/E7P2 (312pb)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

872

603

310

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 333435 36 37 38 39 40

B72

603

A. La numeracion de la izquierda representa el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular utilizado
100 bp ADN Ladder (Invitrogen), los carriles 1 y 20 son del marcador de peso molecular, los carriles 2, 3, 4, 21,
22, 23 representan diferentes muestras positivas para VPH 58, los carriles 18, 19, 38 y 39 corresponden a los
controles negativos de mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN, los carriles 15 al 17 y 35 al
37 corresponden a ADN humano, ADN de H. pylori y ADN de C. trachomatis respectivamente, los carriles del 5 al
14 corresponde a VPH 59,42, 40, 11 (2 muestras), 6 (2 muestras), 26, CP-8061(2 muestras) respectivamente y los

carriles del 24 al 34 corresponden a VPH 16, 33 (2 muestras), 18, 35, 39, 45, 51, 52 y 66 respectivamente,
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

B. La numeracion de la derecha representa el tamafo de las bandas del marcador de peso molecular utilizado
@x174ADN/Hae Il (Promega), los carrilles 20 y 40 son del marcador de peso molecular, los carriles 1, 2, 3, 21, 22 Y
23 son diferentes muestras positivas para VPH 58, los carriles 18, 19, 38 y 39 corresponden a los controles
negativos de mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN, los carriles 15 al 17 y 35 al 37
corresponden a ADN humano, ADN de H. pylori y ADN de C. trachomatis respectivamente, , los carriles del 4 al 14
corresponde a VPH 59 (2 muestras), 42, 40, 11 (2 muestras), 6 (2 muestras), 26, CP-8061(2 muestras)
respectivamente vy los carriles del 24 al 34 corresponden a VPH 16, 33 (2 muestras), 18, 35, 39, 45, 51, 52 y 66
respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

4.3. DETECCION DE VARIANTES MOLECULARES DEL ORF E6 y ORF E7 DEL VPH 58

4.3.1 Secuencia automatica de las muestras pertenecientes a la linea de Base de la Cohorte

de Bogota positivas para VPH 58.

Anterior al desarrollo de la técnica de RLB y debido a que se carecian de secuencias
caracterizadas de VPH 58 previamente identificadas en la poblacion colombiana, se utilizaron
34 muestras positivas para VPH 58 pertenecientes a la linea de base de la cohorte, que
corresponde al 1,8% de las 1845 mujeres pertenecientes a la linea de base. Se obtuvieron las
secuencias completas de los ORF E6 y E7 mediante la utilizacion de los iniciadores E6F1, E6R4,

E6F5, E7R1, E7P1, E7R10, E7F10 Y E7P2. Para el ORF EB, los iniciadores E6F1/E7R1 amplifican
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todo el ORF y los iniciadores E6GF1/E6R4 y E6F5/E7R1 amplifican la primera y segunda mitad
del ORF y para el ORF E7, los iniciadores E7P1/E7P2 amplifican todo el ORF y los iniciadores
E7P1/E7R10 y E7F10/E7P2 amplifican la primera y segunda mitad del ORF respectivamente.
Estos iniciadores vienen marcados con cyanina (Cy 5.5) en el extremo 5  lo que permite
obtener las secuencias de la cadena sentido y la cadena antisentido de cada una de las

muestras.

Se establecio como una variante la suma de las mutaciones a lo largo de las regiones de E6 y
E7. De las 34 muestras se logro la obtencion de secuencias en 27 muestras de ambos ORFs que
corresponden al 79,4%, de 3 muestras solo se obtuvo informacion de uno de los ORF (8.8%),
estas se clasificaron como variantes no informativas y de 4 muestras no hubo amplificacion de
ninguno de los ORF (11.8%). En total se encontraron 5 variantes diferentes, 3 de las cuales
habian sido reportadas previamente en la literatura en poblaciones Asiaticas y dos variantes
de las cuales no existen reportes hasta la fecha. La frecuencia especifica de cada una se
distribuyo de la siguiente forma, T307/A694/G744/A761 61,7% (21 de 34),
T307/7632/G744/A760 8,8% (3 de 34), T307/G744 2,9% (1 de 34),
A169/T307/A599/A694/G744/A761 2,9% (1 de 34), T307/A694/G744/A761/G763 2,9% (1 de
34). No Amplifican y no informativas 20,5% (7 de 34). Ninguna de las muestras presento la
secuencia del VPH 58 de referencia. En la Tabla No 6 se recogen estos resultados, en la figura
No 7 se presentan los electroforogramas de los cambios de nucledtidos encontrados en las

secuencias.

37



Tabla No 6. Variantes de los ORF E6y E7 de VPH 58 de la linea de base obtenidas por el

meétodo de secuencia automatica.

1] E?

122333345 S66677777771780488408

1
b BOS5067893 9339 2456669950047355
MUESTRAS $ 738774828 2B AGAE01DIRLIIONTY CAMBIO DE A.A VARIANTE REFERENCIA
el HWSBR G CGACCGATA GCTGTTTGGAACCTCTG 4 B

i Foavmotnma SRS I S G41R /G630 T307 /B34 | G744 | AT6] Chan et al. 2002
] L I A B I 200 /G638 T307 /7832 [ G744 | ATED Chan et al. 2002, W et al. 2009
1 B R Lo e S R 107/ 614 Chan et al. 2002
1 ] S A L Y R3K fGAIR [ 663D A158 /T307 /A599 / B84 /G144 f ATEL Mo Reportada
1 2 wem vk Rl m mon GA1R /5630 [ T64A TI07 [ A6%4 [ G744 / ATEL f G763 Ne Reportada
i NA T L T G41R [ GEID
3 NA NA

Tabla No 6. Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 encontradas mediante la técnica de secuencia en
la linea de base. Se incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucleétidos de estos
ORFs. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en mintscula nos indican cambio de nucledtido que no llevan a
cambio de aminoacido, las letras en mayuscula son cambios de nucledtidos que llevan a cambio de aminoacidos.
En los cambios de aminoacidos la primera letra indica el aminoacido de VPH 58R, la segunda letra indica el
aminoacido del cambio, en la columna referencia se incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias

encontradas, N/A (no amplifica).

Figura No 7. Electroforogramas de las mutaciones detectadas en la Linea de Base

A. G169 Secuencia iniciador sentido
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B. A169 Secuencia iniciador sentido
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E. A599 secuencia iniciador antisentido
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H. G694 Secuencia iniciador sentido
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K. A760, G761, A763 Secuencia iniciador sentido
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Figura No 7. Los electroforogramas A; G169, D; G599, F; C632, y H; G694 presentan los nucleétidos de VPH 58
referencia para esas posiciones. Los electroforogramas B; A169, C; T307, E; A599, G; T632, |; A694 y J: G744
indican el cambio de nucleétido en esas posiciones, la linea o el circulo resaltan la posicion del nucledtido que se
quiere mostrar. En los electroforogramas K y L se sefialan con las flechas y nimeros de azul claro las posiciones
de referencia y con las flechas y nimeros rojos los cambios de nucledtidos en esas posiciones.

4.3.2 Desarrollo de la técnica de Reverse Line Blot.

En el desarrolld de la técnica de RLB se disefiaron un total de 38 sondas las cuales en su
extremo 5 tienen adicionado un grupo amino el cual se utiliza para realizar el acople de la
sonda a la membrana. Las sondas fueron sintetizadas por IDT (Integrated DNA Technologies).

Fueron disefiadas de acuerdo a la secuencia del ORF E6 y E7 de VPH 58 referencia, asi como de
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las variantes que se han reportado en la literatura a la fecha y a las encontradas con la técnica
de secuencia automatica en la linea de base, correspondientes a variantes no reportadas en la
literatura. La totalidad de las sondas se disefiaron en el laboratorio mediante la utilizacion del
software GeneRuner 3.05, la secuencia de las sondas disefiadas fueron corroboradas y
comparadas mediante la utilizacion de la base de datos Blast (nlucleotide-nucleotide) con el
GeneBank.

De las sondas disefadas 14 hibridan en el ORF E6, 7 de las cuales son dirigidas para regiones
especificas que no presentan mutaciones (sondas referencia) y 7 para estas mismas regiones
pero que incluyen una o varias mutaciones. Para el ORF E7 se desarrollaron 24 sondas, 9
sondas de referencia y 15 sondas de mutaciones especificas, en estas se incluyen las sondas
para las mutaciones A169 y G763 que no habian sido reportadas hasta la fecha. En la Tabla 7
se muestra la informacion de las sondas desarrolladas para ambos ORFs, la nomenclatura
utilizada y la region con la que hibrida. Se destaca en color rojo las sondas dirigidas contra
mutaciones indicando en color rojo el cambio de nucledtido, de igual forma para estas
regiones se observan sondas de referencia (indicadas en negro) dentro de la sonda se
identifica con cursiva y negrita en color azul la posicion referencia del nucleotido comparado
con el de la variante. En algunos casos una sola sonda de referencia sirve para identificar
diferentes tipos mutaciones (si aquellas se encuentran en una sola region o si son varios
cambios de una misma posicion). La longitud promedio de las sondas fue de 16.9pb con un
rango entre 15pb a 19pb, con una moda de 16pb para las de referencia y de 17pb para las de
las variantes, el TM promedio fue de 46°C con un rango entre 39,6°C y 51,4°C con una moda

de 44,5°C para las sondas de variantes, las sondas de referencia no presentaron moda.

Para el desarrolld del RLB se utilizaron los mismos iniciadores desarrollados para la
amplificacion de los ORF E6 y E7, para el ORF E6 los iniciadores E6F1, E6R4, E6F5, E7R1
(E6F1/E7R1 amplifican todo el ORF y los iniciadores E6F1/E6R4 y E6F5/E7R1 amplificacion la
primera y segunda mitad del ORF respectivamente) y de los iniciadores E7P1, E7R10, E7F10Y
E7P2 para el ORF E7 (E7P1/E7P2 amplifican todo el ORF y los iniciadores E7P1/E7R10 vy

E7F10/E7P2 amplifican la primera y segunda mitad del ORF respectivamente). Para este



ensayo los iniciadores antisentido poseen una modificacién mediante un marcaje con Biotina

en su extremo 5.

Tabla No 7. Oligosondas desarrolladas para el ensayo de Reverse Line Blot para la deteccion

e identificacion de variantes de los ORF E6 y E7 de VPH 58.

SONDA SECUENCIA LOCALIZACION |LONGITUD| TM
G169 5- GTT GGAGACATCTGT G-3' 163nt- 178nt 16 46,4
Gle9A GTT GGAAACATCTGT G 163nt- 178nt 16 445
187 5'- TGA AAT CGA ATT GAA ATG -3' 181nt- 198nt 18 42,7
C187T 5'- CAT GAAATT GAATTG AAA-3' 179nt-176nt 18 404
G203 5- CGT TG A ATG CAA AAA GA -3’ 199nt- 215nt 17 454
G203(C 5'- GTT CAATGC AAA AAG ACT -3' 200nt- 217nt 18 45
07 5'- TAA AGT GTG CTT ACG AT -3' 298nt - 314nt 17 44 8
E 6 3077 5'- AGT GTG TTT ACG ATT G-3' 301nt- 3lént 16 43
367 5'- CTATAT GGA GAC ACATTAG-3'| 356nt- 374nt 19 43,7
C3h7A 5'- TAT ATG GAG AAA CAT TAG-3' 357nt-374nt 18 396
A388 5'- AGA ACA AACACT AAA AAA-3' | 373nt- n390nt 18 414
A3B8C 5'- AACAAGT GTTTAAATGAA - 3' 386nt - 403nt 18 41,4
A538 5'- CGA CGT AGA CAA ACA-3' 536nt-550nt 15 44 9
AS3EC 5'- GCC GTA GACAAA CACAA-3' 537nt-553nt 17 498 |
G599 5- AACGCT AAG AGA ATATAT-3 591nt-608nt 18 416
G5994A 5'- AACGCTAAA AGAATATATT - 3° 591nt- 609nt 19 412
{632 5'- AACCAACTG ACCTAT T -3' 626nt- 641lnt 16 43,6
6327 5'- TGA ACC AAT TGA CCT AT -3' 624nt- 640nt 17 445
G694 5'- AAT AGG (TT GGA GG G -3' 631nt- 696nt 16 513
GE94A 5'- ATA GGCTTG GACAGG C-3' 682nt- 687nt 16 514
1726 5'- ACA GCT AAT TACTACATT -3° 721nt-738nt 18 42
T726C 5'- ACA GCC AAT TACTAC AT -3' 721nt-735nt 17 445
T744-T756 5-AACTTGTTGTTACACTTG- 3° 741nt-758nt 18 45
E 7 T7446G 5'- TACATT GTA ACG TGT TG -3' 733nt- 749nt 17 438
T756C 5-TTIGTTGTTACACCTG TG -3' 744nt- 760nt 18 467
T756/G760/G761 5-TTACACTTIGTGG CACC-3' 750nt - 765nt 16 49
T744G/T756C 5-ACGTGTTGTTA CACCTG - 3' 742nt - 758nt 17 495
T756A/GT61A 5'-TA CACCTG TGA CACCA-3' 751nt - 766nt 16 495
G760A S5-TTACACTTGTAG CACCA -3 750nt - 766nt 17 475
G760C/G761A 5'- TACACT TGT CAC ACC-3' 751lnt- 765nt 15 44 4
G761A S'-TTACACTTGTGA CACCA-3' 750nt - 766nt 17 47,7
G761A/ A7636G 5-TTACACTTGTGA G C CA-3' 750nt - 766nt 17 51,2
A793/C798 5'- AAC AGT ACA ACA ACC GA-3' 784nt - 800nt 17 48,1
A793/(798/C801/T803 5-CAA CAACCGACGTACG-3' 791nt - 806nt 16 50,6
A793G/C798T/CBO1A 5-TACAG CAACTGA AGT ACG -3’ 789nt - 806Nt 18 49
T803C 5'- GACGCA CGAACCCTA-3' 799nt- 813nt 15 51,2
(840,/T852 5-TACCATTGT GTG CCCTAG- 3 837nt - 854nt 13 514
(2407,/7852C 5'- ACT ATT GTGTGCCCCA -3' 838nt - 853nt 16 50,4

Tabla No 7. El nombre de la sonda indica el nucledtido o nucledtidos para el cual fue disefiada la sonda, las
sondas referencias se indican en negro y la posicion del nucledtido dentro de la sonda se resalta en cursiva
negrilla en color azul, las sondas de mutaciones se indican en rojo y la posicion de la mutacién o mutaciones se

indican en negrilla cursiva y en color rojo, se indica el ORF al que pertenece cada sonda, la localizacion dentro del
gen, su longitud y el Tm de cada sonda.
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Los ensayos de sensibilidad de las PCRs utilizando los diferentes iniciadores biotinados
mostraron que para el ORF E6 fue de 1pg/uL en gel de agarosa y para el ORF E7 fue de
100fg/uL en gel de agarosa (Datos no mostrados). Cuando se utilizaron estos iniciadores en el
ensayo de RLB se obtuvo una sensibilidad 10 veces mayor para las diferentes PCRs de ambos
ORFs comparada con la sensibilidad en gel. Utilizando los iniciadores hacia el ORF E6 el nivel
de sensibilidad fue de 100fg/ulL y para el ORF E7 fue de 10fg/ulL (con las condiciones finales de
la concentracion de las sondas descritas posteriormente) Figura No 8. Las demas condiciones
del ensayo de RLB (tiempos de hibridacion, temperaturas de hibridacion y lavados) se
mantuvieron de forma similar a lo descrito en la metodologia. Se determind que el tiempo de
exposicion de la placa de autoradiografia fuera de 30 minutos lo que permite una buena
deteccion de las sefiales sin que exista una sobre exposicion y la aparicion de sefiales

inespecificos.

Figura No 8. Ensayo de sensibilidad en RLB iniciadores de los ORF E6 y E7 de VPH 58

A la izquierda las sondas utilizadas para el reverse line blot, en la parte superior la concentracion de las
diluciones. El grupo de sondas en la parte superior de la figura corresponde a |a region de E6 y las que se
encuentran en la parte inferior a la region de E7.
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La interpretacion de la técnica de RLB tiene como principio la aparicion de sefales en el
hyperfilm que son productos de la hibridacion del producto de PCR marcado con biotina y las
sondas unidas a la membrana. Durante el proceso de estandarizacién se realizaron varios
ensayos para mejorar la sensibiidad de la técnica, para esto se acoplaron a la membrana
diferentes concentraciones de sondas. Dependiendo de la intensidad de la sefal entre las
sondas y las muestras en la membrana durante el revelado, se estandarizaron las
concentraciones ideales a las cuales debian ser usadas las diferentes sondas. Inicialmente se
inicio con una concentracion inicial para todas las sondas de 200pmol. En la figura No 9 se
observa el primer ensayo de estandarizacion del RLB donde podemos ver en las filas las
diferentes sondas (sondas referentes y con mutacion) y en las columnas (A;B;C etc las
diferentes muestras analizadas y controles). En el primer carril de las oligosondas de E6, se

observa como la muestra A hibrida para la sonda de referencia (G169) y no hibrida para la

sonda de mutacion (G169A).

Es asi que el analisis de forma vertical da la informacion de la muestra A para las diferentes
mutaciones y de acuerdo al patron de hibridacion nos dara la informacion sobre la variante
que presenta la muestra. Para algunas oligosondas se observa una sefial inespecifica como en
la sonda C187T y la sonda G761/A763G (columna |, J) que corresponden a los controles
positivos en concentraciones de 10ng y 1ng respectivamente. En otros casos no se observa
sefal de las sondas control del ORF E6 A388 y A538 en la mayoria de las muestras y
unicamente se observa una leve seiial en los controles positivos (columna 1, J). Hubo algunas
muestras (columna B y E) que no presentaron ninguna sefial por el RLB. Estas mismas
muestras habian sido analizadas usando secuencia automatica con la cual tampoco se habia
podido obtener ningun resultado. En este ensayo los controles negativos de PCR corresponden

a las columnas K, L, las cuales no presentaron ninguna senal.
Posterior a este ensayo se realizaron diferentes ensayos modificando las concentraciones

finales de las sondas, con el fin de mejorar las sefiales de hibridacién entre las sondas y los

productos de PCR, para evitar la formacion de sefales inespecificas y procurando mejorar las
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sefiales débiles de ciertas sondas como las de las mutaciones G196A y T744G. En |a tabla No 8
se describe las concentraciones a las cuales las sondas fueron finalmente utilizadas (las
concentraciones de las sondas oscilaron entre 100 pmol y 600 pmol). La figura No 10 muestra

un ejemplo de un ensayo con las condiciones 6ptimas de estandarizacion.

Figura No 9. Ensayo de estandarizacion de la técnica de RLB utilizando los productos de
E6F1/E7R1 Biot para el ORF E6 y los productos de E7P1/E7P2 Biot para el ORF E7
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Las sondas de referencia se indican en negro (hibridan con la secuencia sin mutacion) y las sondas de variantes se
destacan en rojo (hibridan con secuencias que presentan la mutacion indicada) las letras en la parte superior
identifican la muestra es decir la muestra A hibridada en E6 corresponde a la misma muestra A que hibridada en
E7 con el producto de PCR correspondiente a cada ORF. A, B, C, D, E, F, G, H muestras positivas VPH 58; |, |
controles positivos VPH 58 en concentraciones de 10ng y 1 ng respectivamente; K, L controles negativos Mix PCR

sin ADN y Mix PCR remplazando muestra por agua respectivamente. Tiempo de exposicion de auto radiografia 30
minutos.
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Tabla No 8. Concentraciones finales de las sondas utilizadas en el ensayo de RLB.

SONDAS concentracion final pmol
Gle9 200
G1l69A 200
C187 200
C187T 150
G203 250
G203C 200
C307 200
C307T 300
C367 200
C3e7A 200
A388 100
A38BC 200
AS538 600
AS3BC 100
G599 200
GS599A 250
C632 600
Ce327 200
G694 150
GRO4A 200
T726 500
T726C 200
T744/T756 200
T744G 600
T756/G760/G761 400
T744G/T756C 200
T756C 200
T756A/G761A 200
G760A 500
G760C/G7B1A 200
G761A 500
G761A/ AT63G 150
A793/C798 200
A793G/C798T/CBOLA 200
A793/C798/C801/T8073 200
T2303C 200
C840/T852 350
CB40T,/T852C 200

Tabla No 8.Las sondas de referencia se indican en color negro y las sondas de variantes se indican con color rojo,
las concentraciones finales de cada sonda se expresa en pmol.
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oligosondas E6

Figura No 10. Ensayo de RLB con las condiciones finales de la estandarizacion para
ambos ORF E6 y E7 de VPH 58 utilizando los productos de E6F1/E7P1 Bioty E1P7/E7P2Biot
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CARRIL VARIANTE
A: T307/A694/G744/A761
B, E No Amplifican
C: T307/A694/G744/A761/G763
D: A169/T307/A599/A694/G744/A761
F, H: T307/T632/G744/A760
G: 1307/G744
L), M, N, N, O, P, Q: |[Controles positivos
T307/A694/G744/A761
KLRS: Controles negativos

Las sondas de referencia se indican en negro (las que hibridan con la secuencia sin mutacion) y las sondas de
variantes se destacan en rojo (secuencias que hibridan con secuencias que presentan la mutacién indicada) las
letras indicadas en la parte superior identifica la muestra es decir la muestra A hibridada en E6 corresponde a la
misma muestra hibridada en E7 con el producto de PCR correspondiente a cada ORF. Tiempo de exposicion de la
auto radiografia 30 minutos. El descriptivo indica la variante identificada.
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A pesar de las modificaciones realizadas no fue posible conseguir sefial de la sonda de
referencia A388 correspondiente al ORF E6 y debido a que las demas sondas de ambos ORF
presentan senales de hibridacion con las muestras en las mismas condiciones de hibridacion,

incubacion y lavado se decidio omitir el dato de esta sonda.

Las muestras que obtuvieron un resultado negativo cuando se realizé el RLB con el producto
de PCR E6F1/E7P1Biot para E6, se sometieron nuevamente a un segundo RLB pero utilizando
los productos de las PCRs E6F1/E6R4Biot y E6EF5/E7P1Biot. De igual forma para E7 cuando los
resultados fueron negativos para el RLB con los productos de PCR E7P1/E7P2Biot se utilizaron
los productos de las PCRs E7P1/E7R10Biot y E7F10/E7P2Biot. Las muestras en las que no se
pudo obtener informacion de alguna de las PCR anidadas y en aquellas muestras en las que

solo se pudo obtener informacion de uno de los ORF fueron clasificadas como variantes no

informativas.

4.3.2.1 Resultados del Reverse Line Blot.

El resultado obtenido para las 34 muestras pertenecientes a la linea de base, mostro un total
de 5 patrones de hibridacion que corresponden a cinco variantes diferentes. Estas variantes
son las mismas que las identificadas por el método de secuencia automatica. De igual forma
que en |la secuencia automatica, 7 muestras no presentaron amplificacion en el RLB y no se
pudo determinar las variantes de E6 y E7 de VPH 58 en estas muestras. La informacion de las

variantes determinadas por la técnica de Reverse Line Blot se observa en la tabla No 9.

4.3.2.2 Comparacion de los resultados por ambas técnicas

Al realizarse la comparacion de los resultados obtenidos para las 34 muestras se pudo
determinar un nivel de concordancia del 100% para el analisis a nivel de variante molecular,
sin embargo en la técnica de Reverse Line Blot no se pudo establecer en 4 muestras cambios
presentes en la region E7 que si habian sido detectados por la técnica de secuencia. Este

resultado al tener en cuenta el criterio de variante molecular como la suma de los cambios
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encontrados en ambos ORFs no afecta el indice de concordancia al no presentarse una

reduccion en el numero de variantes detectadas por ambas técnicas.

Tabla No 9. Resultados de variantes moleculares del ORF E6 y E7 de VPH58 determinadas en

la linea de base de la cohorte por la técnica de Reverse Line Blot.

E6 £7

1223333345 5666777727177 788818%8

1
8§ 805067893 953398 2a45666990045°5
MUESTRAS 97318774828 92846460123813027 CAMBIO DE A& VARIANTE REFERENCIA
m=34 HPVIER G COGACCGATA GCTGTYITGGAACCTCTG 1 (3]

i Sl R R T . R R GUIR { 663D 1307 [ A634 [ 6744 [ ATe) Chan et al. 2000
3 SNl R R R T2 [ GB3S TI07 JTEI2 S G744 [ ATED Chan et al, 2002, Wu et al, 2008
1 . S . - - - < T07 /6244 Chan et al. 2002
1 Jin W ErRe e AR N e s S SR SRIe A9K /G4LR / 663D A169 /7307 / AS99 J ABS [ G744 JAT6 Mo Reportada
1 S SRR « - - A-g--AG- - R GAIR /G530 /1644 T307 J RG34 [ G744 [ATE] / GTEY No Reportada
7 1

Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 encontradas mediante |a técnica de RLB en la linea de base. Se
incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucledtidos de estos ORF. HPV 58R:
secuencia referencia, las letras en minlscula nos indican cambio de nucledtido que no llevan a cambio de
aminoacido, las letras en mayuscula son cambios de nucledtidos que llevan a cambio de aminodcidos. En los
cambios de aminodcidos la primera letra indican el aminoacido de VPH 58R, la segunda letra indica el aminoacido
del cambio, en referencia incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias encontradas, N/A (no
amplifica).

Dado el alto nivel de concordancia entre las técnicas, se determind realizar el andlisis de
variantes moleculares de los ORFs E6/E7 de VPH58 utilizando la técnica de Reverse Line Blot.
Las muestras que presentaron patrones de hibridacion atipicos se sometieron a secuencia

automatica de ambos ORF para determinar si se trataba de una nueva variante molecular.

4.4 VARIANTES MOLECULARES DE E6 Y E7 DE VPH 58 PRESENTES EN MUJERES CON
CITOLOGIA NORMAL PERTENECIENTES A LA COHORTE DE BOGOTA.

4.4.1 MUJERES CON INFECCIONES PREVALENTES CON VPH 58.
De las 1845 mujeres incluidas en el estudio que pertenecen a la linea de base, 34 mujeres

(1,8%) presentaron resultado positivo para la deteccién por PCR para VPH 58, de estas 19



(56%) presentaron Unicamente infeccion con VPH 58 mientras las restantes 15 (44%)

presentaron infeccion con VPH 58 y otros tipos de VPH.

Hay que aclarar que la determinacion de la infeccion por VPH como la identificacion de las
variantes en las muestras pertenecientes al seguimiento se desarrollo sin conocer la relacion
que existia entre las muestras y las mujeres a las que pertenecian. Al terminar la
determinacion de las variantes en las muestras, estos datos fueron anexados a la base de

datos de la cohorte para la realizacion de los analisis de persistencia.

Este anadlisis permitio determinar que de 7(20,5%) de las 34 mujeres solo se tiene informacién
de la primera visita, ya que posterior a esta visita no existe mas informacion ni muestras de
estas mujeres. El analisis de variantes de estas 7 muestras mostréo que en 6 muestras se
pudieron detectar la presencia de variantes, de las 27 mujeres restantes se obtuvo
informacion de la presencia de variantes en 21, las cuales fueron seguidas en un rango
comprendido entre 1y 7 anos con un promedio de 6.8 visitas (rango entre 2 y 12 visitas). En
las mujeres que solo presentaron una visita no se pudo determinar persistencia y eliminacion

de la infeccion al no poseerse mas datos.

De las 34 mujeres positivas para VPH 58 se obtuvo un total de 176 exfoliaciones cervicales,
incluidas las pertenecientes a la linea de base, estas muestras fueron sometidas a la prueba de
tipificacion de VPH y se determind que 54 muestras que corresponde al 30,68% (54 de 176)
fueron positivas para VPH 58, de estas se pudo obtener informacion sobre variantes de ambos
ORF en 45 de las 54 (83,3%) muestras, en las restantes 9 (16,6%) no se pudo determinar las
variantes presentes debido a la no amplificacion de alguno o ambos ORFs por lo que se
consideraron no informativas. En la figura No 11 se resume la informacion de las mujeres

prevalentes.
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Figura No 11 Descripcion mujeres con infecciones prevalentes en la cohorte de Bogota.
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El cuadro en color azul palido indica el numero de mujeres con infecciones prevalentes para VPH58 con citologia
normal pertenecientes a la cohorte de Bogota, se indican el numero de mujeres que tuvieron o no seguimiento,
luego las mujeres con variantes informativas y no informativas en cada grupo y luego el nimero de muestras
negativas y positivas por grupo. Las mujeres y muestras donde se obtuvo informacion sobre las variantes de
E6/E7 de VPH58 se destacan en los cuadros de color turquesa.
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4.4.1.1 Frecuencia de variantes en las mujeres con infecciones prevalentes en la linea de

base

De las 34 mujeres con infecciones prevalentes pertenecientes a la linea de base se logro
obtener informacion de variantes en 27 muestras del mismo nimero de mujeres. Todas las
muestras presentaron infeccion Unicamente con una variante, ninguna presentd infeccion
multiple ni tampoco se observé en ninguna la secuencia referencia del E6/E7 VPH58. Un total
de 5 variantes diferentes se observaron en las muestras pertenecientes a la linea de base, la
variante de VPH 58 que presentd la mayor frecuencia fue la T307/A694/G744/A761 con una
frecuencia del 77,8% (21 de 27), T307/T632/G744/A760 con una frecuencia de 11,1% (3 de
27), y las tres ultimas variantes T307/G744, A169/T307/A694/G744/A761 vy
T307/A694/G744/A761/G763 tuvieron una frecuencia de 3,7% (1 de 27) cada una de ellas. Las
variantes reportadas corresponden a las mismas variantes descritas en el ensayo de desarrollo

y validacion del Reverse Line Blot, ya que corresponde al mismo grupo de muestras (ver Tabla

No 9y Figura 12).

Figura No 12. Frecuencia de variantes presentes en las muestras prevalentes pertenecientes

a la linea de base.
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Comparacion de la frecuencia de variantes las mujeres prevalentes de la linea de base.
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4.4.1.2 Frecuencia de variantes en las mujeres con infecciones prevalentes durante el
seguimiento.

De las 27 mujeres con mds de un seguimiento, un grupo de 19 mujeres fueron VPH58 positivas
unicamente durante la primera visita. De estas se pudo obtener informacion de variantes en
14 mujeres (9 mujeres T307/A694/G744/A761, 3 mujeres C632T T744G G760A, 1 mujer
T307/G744, 1 mujer A169/A599/A694/G744/A761) y en las restantes cinco mujeres no se
pudo obtener informacion de la variante. Del grupo de 8 mujeres que fueron VPH 58 positivas
en mas de una visita, se observd que en siete de ellas se obtuvo informacion de variante de
VPHS58. La variante infectante en estas mujeres fue la T307/A694/G744/A761 (25 muestras).
En la mujer restante que corresponde a tres muestras (una de la linea de base y dos de

seguimiento) no se pudo determinar la variante infectante en ninguna de las muestras.

4.4.2 MUJERES CON INFECCIONES INCIDENTES CON VPH 58.

La incidencia (deteccion de una nueva infeccion durante el seguimiento) se determiné como
la mitad del intervalo de tiempo entre la altima visita con resultado negativo para VPH 58 y la
primera visita positiva para la infeccion. Para determinar la incidencia de infecciones se incluyo
en el analisis un total de 1610 mujeres, las cuales en el momento del ingreso a la cohorte
presentaron un resultado citolégico normal y fueron negativas para la infeccion. Un total de 71
mujeres presentaron en algun momento del seguimiento un resultado positivo para la
infeccion con VPH58, |la edad promedio para estas mujeres fue de 33.66 afos (rango de edad
entre 16,03 y 67,72), el tiempo de seguimiento fue de 1 a 7 anos con un total de visitas entre 2

y 12 (promedio de 8,75 visitas).

4.4.2.1 Seguimiento de las mujeres con infeccion incidente.

Los analisis de las mujeres incidentes se realizaron de igual forma que con las mujeres

prevalentes sin conocer la relacion de cada muestra con la paciente y su historia clinica.



Obtenidos los resultados se consignaron dentro de las bases de datos para realizar los analisis

de incidencia y persistencia de la infeccion.

Un total de 71 mujeres incluidas en el estudio presentaron infecciones incidentes durante el
seguimiento, que corresponde a 639 exfoliaciones cervicales. El 18,39% (117 de 639) fueron
positivas para la infeccion por VPH 58, y fueron sometidas a la deteccion de variantes de E6/E7
VPH58. En 17 muestras no fue posible determinar la variante, lo que corresponde al 14,5%, en
las 100 muestras restantes que corresponden al 85,47% se pudo determinar la variante
presente en cada muestra. Ninguna de las muestras presento infeccion con mas un de tipo de
variante de E6/E7 VPH58. La figura No 13 describe la informacion general del seguimiento de
las mujeres con infecciones incidentes, indicando el nimero de mujeres de las que se obtuvo
informacion de las variantes de E6/E7 VPH58, la cantidad de muestra por grupo de mujeres y

las muestras positivas y negativas para VPH 58 por grupo.

De las 71 mujeres con infecciones incidentes 50 mujeres fueron positivas para la infeccion por
VPH58 solo en una visita, 10 de estas fueron positivas en la ultima visita obteniendo
informacion de variantes en 9 de ellas. Al no poseerse datos posteriores estas muestras fueron
excluidas en los andlisis de la eliminacion de la infeccion. En las otras 40 mujeres que poseian
una sola visita positiva para VPH 58 diferente a la ultima, se pudo obtener informacién sobre
variantes de E6/E7 VPH58 en 26 mujeres, en las 14 restantes no se consiguio la informacion
sobre la variante infectante al no conseguirse la amplificacion de alguno o ambos ORF
mediante PCR. En las restantes 21 mujeres (21 de 71) que pertenecen al grupo de infecciones
incidentes que presentaron mas de una muestra positiva para VPH 58 durante el seguimiento
se les pudo determinar la variante infectante (65 muestras) y Gnicamente en dos muestras no

se obtuvo informacion sobre la variante infectante en este grupo (una muestra por mujer).
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4.4.2.2 Frecuencia de variantes de E6/E7 VPH58 con infecciones incidentes en la cohorte de

Bogota.

De las 71 mujeres con infecciones incidentes se logré obtener informacion de variantes de

E6/E7 VPH58 en 100 de las 117 muestras positivas para VPH 58 (85,47%). Se identificaron un
total de 3 variantes, la variante T307/A694/G744/A761 fue la de mayor frecuencia con el 88%,
seguido por la variante T307/G744 con el 8% y finalmente la variante T187/T307/A367/G744/
G793/T798/A801/T840/C852 con el 4%, ninguna de las muestras analizadas durante el

seguimiento presento infecciones con mas de una variante para VPH58. Tabla No 10.

Tabla No 10. Variantes E6/E7 VPH58 de mujeres incidentes de la Cohorte de Bogota.

t6 E7

P13233 1340 566677777771 706888138
BROSOGTRY) 9338 24566609800455

MUESTRAS S73B774B20 92846460133813027 CAMBIO DE AA VARIANTE REFEREMCLA
eI HPVSR G CGACCOATA GCTOTTTOGAALCCTICTO (6 f1
&8 | ST Aeg R sis ws wme GAIR /6630 T307 / A8%4 [ G744 [ 2761 Chan et al. 2002
3 §owE e aE a e S TH07 /G744 Chan et al. 2002
] t--thseons socecpeee-GtA-to- DBE THADTEE T187/ TS0/ 367/ G744/ G793/ TPO8/ 801/ Te40/ (851 than et al, 2002

Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH determinadas por la técnica de RLB en las muestras de
infecciones incidentes. Se incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucledtidos de
estos ORF. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en minuscula nos indican cambio de nucledtido que no
llevan a cambio de aminoacido, las letras en maylscula son cambios de nucledtidos que llevan a cambio de
aminodcidos. En los cambios de aminodacidos la primera letra indican el aminoacido de VPH 58R, la segunda letra
indica el aminoacido del cambio, en referencia incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias
encontradas, N/A (no amplifica).
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Figura No 13. Infecciones Incidentes con VPH 58 en la Cohorte.
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El cuadro en color azul palido indica el numero de mujeres con infecciones incidentes para VPH58 con citologia normal pertenecientes a la cohorte de Bogota,
se indican el numero de mujeres por grupo, luego las mujeres con variantes informativas y no informativas en cada grupo y luego el numero de muestras
negativas y positivas por grupo, las mujeres y muestras donde se obtuvo informacion sobre las variantes de E6/E7 de VPHS8 se destacan en los cuadros de

color turquesa.
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4.5 ANALISIS DE LA CARGA VIRAL.

Para el analisis de |a carga viral se determiné que cargas virales inferiores a 0,5 son cargas

virales bajas entre 0,6 y 1,5 carga viral media y mayor a 1,5 carga viral alta.

4.5.1 Carga viral en mujeres con infecciones prevalentes

El analisis de la carga viral de las 54 muestras positivas para VPH58 que se recolectaron de las
mujeres con infecciones prevalentes (mujeres de linea base y seguimiento) mostré que el
20,37% (11 de 54) presentaron carga viral baja, el 25.92% (14 de 54 muestras) mostraron
carga viral mediay el 53,70% (29 de 54 muestras) carga viral alta.

El analisis de la carga viral en las 27 mujeres a las que se les pudo detectar variantes (45
muestras) mostro que la variante T307/A694/G744/A761 fue la mas prevalente tanto en el
grupo de las mujeres con carga viral baja, la cual se presentd en el 100% (8 de 8) de las
muestras, como en el grupo de carga viral media vy alta, la cual se presenté en el 84,61% (11 de
13) y en el 83,13% (20 de 24) de las muestras respectivamente. La tabla No 11 presenta la
prevalencia de las variantes detectadas de acuerdo a las diferentes cargas virales.

En las nueve muestras que no se obtuvo informacién de la variante infectante debido a que no
se pudo amplificar los ORF E6/E7 el 20,37% (3 de 9) presenta carga viral baja, el 11,11% (1 de

9) presentan carga viral media y el 55,55% (5 de 9) presentaron carga viral alta.

Tabla No 11. Carga viral por variante en infecciones prevalentes

CARGA VIRAL
VARIANTE BAJA MEDIA ALTA
T307/A694/G744/AT61 100% (8 de8) 84,61% (11 de 13) |83,13% (20 de 24)
T307/T632/GT44/A760 7.69% {1 de 13} |8,33% (2 de 24)
A169/T307/A599/G744/A76] 4,16% (1 de 24)
T307/G744 4,16% (1 de 24)
T307/A694/G744/A761/G763 7,69% (1 de 13)

Tabla No 11. Porcentaje de variantes presentes en las muestras de las mujeres con infecciones prevalentes

agrup+adas segun la carga viral. Carga viral Baja: 0.1 a 0.5, media 0.6 a 1.5 carga viral alta mayor a 1,5.
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4.5.2 Carga viral en mujeres con infecciones incidentes

El analisis de la carga viral de las 117 muestras positivas para VPH58 que se recolectaron de las
mujeres con infecciones incidentes mostro que el 22,22% (26 de 117) presentaron carga viral
baja, el 15,38% (18 de 117 muestras) presentaron carga viral media y el 62,39% (73 de 117
muestras) presentan carga viral alta. El analisis de la carga viral de las 56 mujeres en las que se
les pudo detectar variantes (100 muestras) mostré que la variante T307/A694/G744/A761
también fue la mas prevalente en los diferentes grupos de carga viral, se presentd en el
83.33% (15 de 18) de las muestras con carga viral baja, en el 75% (9 de 12) de carga viral
media y en el 91,42% (64 de 70) de las muestras con carga viral alta. La tabla No 12 presenta
la prevalencia de las variantes detectadas de acuerdo a las diferentes cargas virales.

En las 17 muestras que no se obtuvo informacion de la variante infectante debido a que no se
pudo amplificar los ORF E6/E7 el 47% (8 de 17) presenta carga viral baja, el 35,29% (6 de 17)

presentan carga viral media y el 17,64% (3 de 17) presentaron carga viral alta.

Tabla No 12. Carga viral por variantes en infecciones incidentes

CARGA VIRAL
VARIANTE BAJA MEDIA ALTA
T307/A694/G744/A761 83,33% (15de 18) |75% (9 de 12) 91,42% (64 de 70)

T187/T307/A367/G744/G793/T798/A801/T840/C852 |16,66% (3 de 18) [25% (3 de 12) 4,28% (3 de 70)
T307/G744 4,28% (3 de 70)

Tabla No 12. Porcentaje de variantes presentes en las muestras de las mujeres con infecciones Incidentes

agrupadas segun la carga viral. Carga viral Baja: 0.1 2 0.5, media 0.6 a 1.5 carga viral alta mayor a 1,5.

4.6 ANALISIS DE LA ELIMINACION DE LA INFECCION CON VPH 58 EN LAS MUJERES DE LA
COHORTE DE BOGOTA.

Para los analisis de eliminacion se realizaron curvas de Kaplan Meier, estas describen la
probabilidad de eliminacion de una infeccion en funcion del tiempo. Estas curvas se realizaron

primero teniendo en cuenta solo la infeccion con el VPH 58 es decir sin incluir 1a informacion
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obtenida en el estudio sobre variantes, el segundo analisis se realizo teniendo en cuenta la
informacion obtenida de las variantes presentes en las muestras. Los resultados se presentan
en términos de proporcion de persistencia y el tiempo en meses. El tiempo cero del cual parte
la grafica es equivalente al momento en el cual se detectd la infeccion para el grupo de la
mujeres prevalentes (fecha de la primera visita) y en el grupo de mujeres incidentes equivale a
la mitad del intervalo de tiempo transcurrido entre la tltima visita en la que cada una de las
mujeres obtuvo resultado negativo para la deteccion del ADN del VPH 58 y la primera visita en
la que se detecto la presencia de la infeccion con VPH 58. La eliminacion se determiné para
este estudio como la mitad del intervalo de tiempo trascurrido entre la ultima visita en la cual

se detectd la presencia del VPH 58 y la visita inmediatamente posterior en la cual no se

detecto el ADN del VPH 58.

4.6.1 Analisis de la eliminacion de la infeccion en las mujeres con infeccion prevalente e

incidente con el VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota.

Al estimar la eliminacidn de la infeccion de forma independiente de las variantes moleculares
de E6/E7 VPH58 determinadas en el estudio se excluyeron de estos analisis las mujeres con
infecciones prevalentes de las cuales solo se tenia informacion de una visita positiva y no se
poseian mas datos de visitas (7 mujeres). Las 27 mujeres restantes fueron incluidas en el
analisis. El mismo procedimiento se realizd con las mujeres con infecciones incidentes que
presentaban la ultima visita positiva para la infeccion (10 mujeres), |as restantes 65 mujeres
fueron incluidas en el analisis de eliminacion de la infeccion. La Figura No 14 presenta los
resultados consignados de este analisis, observamos que mas del 80% de las mujeres habian
eliminado la infeccion con VPH 58 a los 2 afios. La comparacion entre los datos obtenidos de
ambos grupos mostro una media similar de 15,8 meses, al realizar el test de Log Rank no se

observé una diferencia significativa entre los grupos (p= 0,854),



Figura No 14. Eliminacion de la infeccion en las mujeres con infeccion prevalente e incidente

con el VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota.
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Figura No 14. Estimacion de la persistencia y eliminacion de la infeccion con VPH58 en mujeres de la cohorte de
Bogota con Infecciones prevalentes e incidentes, se representa en el eje X el tiempo de eliminacién dado en

meses y en le eje Y la proporcion de persistencia de la infeccion. Grafica de Kaplan Meier se modela con las

variables del tipo de infeccion.

4.6.2 Analisis de la eliminacidn o persistencia de la infeccion en las mujeres con infeccion

prevalente o incidente con variantes de E6/E7 VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota.

El siguiente analisis se realizo teniendo como variables a modelar el tiempo de eliminacion de
la infeccion con las variantes de E6/E7 VPH58, para estos analisis se excluyeron las mujeres
que no poseen resultado de variantes informativas y las mujeres de las que no se posee los

tiempos de eliminacion de la infeccion como en el punto anterior.

De las 103 mujeres con infecciones incidentes y prevalentes el tipo de variante solo se pudo
determinar en 89 casos y de estos casos los que poseen variantes documentadas
completamente en el tiempo corresponde a 66 casos (74,15%). Las mujeres restantes

corresponden a las infecciones prevalentes de las cuales solo se tiene informacion de una
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visita positiva y no se poseen mas datos de visitas, las infecciones incidentes de las cuales
fueron positivas tinicamente en la ultima visita y finalmente los casos en los que las variantes
no fueron informativas. En la Tabla No 13 se resume la informacion de las variantes
documentadas en el tiempo, se observa que de la variante T307/A694/G744/A761/G763 no se
posee informacion del tiempo de eliminacion y por tanto fue excluida de los analisis de

eliminacion de las variantes E6/E7 VPH58.

El tiempo de eliminacidn de la infeccion de las variantes E6/E7 VPH58 sin tener en cuenta el
tipo de infeccion (prevalente o incidente) se model6 usando el método de Kaplan Meier. En la
Figura No 15, la variante T307/A694/G744/A761 obtuvo una media de eliminacion de 17,59
meses, la variante T307/G744 de 16 meses, la variante T307/T362/G744/A760 de 15,78, la
variante T187/T307/A367/G744/G793/T798/A801/T840/C852 de 17,9 meses y finalmente la
variante A169/T307/A599/A694/G744/A761 de 3,46, meses. Se observa en la grafica que la
mayoria de las infecciones con todas las variantes se han eliminado en mas de un 75% antes
de los 2 anos, al realizar el test de Log Rank no se observo una diferencia significativa entre los
grupos (p=7,25).

Tabla No 13. Variantes E6/E7 VPH58 documentadas

Variantes VPH 38 documentadas Variantes VPH 38 documentadas con tiempo
Variante No| % Variante No %

(3077 GBY4A T7446 G751 75| 43 (3077 GEJ4ATTAG GT6LA % | 8
{G0TT 17446 6| 6 COTTT7446 | 6,10
(3077 (3627 7446 GT60A 3034 C307T (3627 T7446 67604 3 450
(CIBTT C3077 C36TA T7446 AT935 CTO8T CBOLA CBAOTT8SC | 3 | 3 [ |CISTT C307T C37A TTA4G AJ93G CT98T CBOLA CRA0TTE52C 3 450
(3077 GoIIATTAAG GTELA ATE3G 11l G169A C30TT GS99A GEY4A TT44G GT61A 1 150
(169A C307T 65934 GE94A TTA4G GT61A 1] 1] total 66

Tota 8

Casos de los cuales se posee informacion completa de las variantes documentadas (izquierda) y casos de las
variantes de las cuales se encuentran documentas en el tiempo (derecha), se indican el nimero de casos (No) y el
porcentaje que representa cada variante en los casos con informaciéon completa de variantes y en los casos con
informacion documentadas en el tiempo.
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Figura No 15. Eliminacidon de las variantes moleculares de E6/E7 VPH 58 de mujeres

infectadas por VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota.
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Figura No 15. Estimacién de la persistencia y eliminaciéon de la infeccién con variantes de E6/E7 VPHS58 en
mujeres de la cohorte de Bogota con Infecciones prevalentes e incidentes, se representa en el eje X el tiempo de

eliminacion dado en meses y en le eje Y la proporcidn de persistencia de la infeccion. Grafica de Kaplan Meier se

modela con las variables del tipo de variante E6/E7 VPH58.

Tanto en el grupo de infecciones prevalentes como incidentes en los analisis de eliminacion de
las variantes de E6/E7 VPH58 no se determiné ninguna diferencia significativa al realizar el test
de log rank. Sin embargo la informacion que se tiene con el analisis de infecciones incidentes
es mas puro y real debido a que se conoce exactamente el tiempo de origen de la infeccién. En
la Figura No 16 se presenta la grafica de Kaplan Meier para las infecciones incidentes donde
observamos de forma similar a la grafica nimero 15 que mas del 70% de las infecciones se han
eliminado antes de los 2 afios, para la variante T307/A694/G744/A761 menos del 5% de las
infecciones persisten después de 40 meses y su media de eliminacion en infecciones
incidentes fue de 16,65 meses (menos de un mes diferencia con la media de la figura No 15)

para la variante T307/G744 de 16,76 meses v de la variante
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T187/T307/A367/G744/G793/T798/A801/T840/C852 de 17.9 meses. Con el test de Log Rank

no se observo una diferencia significativa (p= 0,98).

Figura No 16. Eliminacién de las variantes moleculares de E6/E7 VPH 58 de mujeres con

infecciones incidentes pertenecientes a la cohorte de Bogota.
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Estimacion de la persistencia y eliminacion de la infeccidn con variantes de E6/E7 VPH58 en mujeres de la cohorte
de Bogota con Infecciones incidentes, se representa en el eje X el tiempo de eliminacién dado en meses y en le
eje Y la proporcidn de persistencia de la infeccion. Grafica de Kaplan Meier se modela con las variables del tipo de

variantes E6/E7 VPH58 en infecciones incidentes.

4.7 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA ELIMINACION DE LA INFECCION CON EL VPH58
EN LAS MUJERES CON INFECCIOES INCIDENTES DE LA COHORTE DE BOGOTA, COLOMBIA.

Se utilizé el modelo de regresion de Cox para estimar los riesgos relativos (RR) y los intervalos
de confianza (IC) en la eliminacion de la infeccion con VPH 58 de acuerdo a diferentes factores
como la edad, carga viral, infeccién con un solo tipo viral o varios tipos virales, edad de inicio

de relaciones sexuales, uso de anticonceptivos orales, paridad, y la infeccion con variantes de
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E6/E7 VPH 58 en el grupo de mujeres con infecciones incidentes. Variables relacionadas con la

probabiidad de elimiacion se incluyron en un modelo de Cox multivariado Tabla No 14.

El analisis de eliminacion en el modelo multivariado mediante regresion de Cox mostro que las
mujeres que iniciaron relaciones sexuales despues de los 15 afios tiene una tasa de
eliminacién mas baja (RR=0.29 IC 95% 0,09 y 0,95) que las mujeres que inician antes de los 15
anos. Al analizar el factor de paridad las mujeres que han tenido un hijo o mas tienen una

mayor tasa de eliminacion (RR= 3,43 IC 95% 1.23 y 9.60)

Tabla No 14. Analisis multivariado de Cox en las mujeres con infecciones incidentes y

factores asociados con la eliminacion de la infeccidn.

Factor No % RR I1C 95°%
<30 af 30 35,3 1,00
Edad A
=30 afos 55 64,7 0,78 0,35 1,73
Edad 1® <15 afios 15 23,1 1,00
relacion =15 afios 50 76,9 0,29 0,09 0,92
Baridid Ningltllno 11 16,9 1,00
2 | hijo 54 83,1 3,43 1,23 9,60
q
UieAS Nunca 43 75 1,00
Algunavez 16 25 0,63 0,27 1,47
Tipo Simple 52 62,7 1,00
infeccion  Multiple il 37.3 0,72 0,32 1,62
Baja < 0,5 20 24,1 1,00
Mediaz05a-
Carga Viral erta el
15 18 21,7 2,58 0.78 8,52
Alta 2 1.5 a5 54.2 1,67 0,71 3,93
C307T G694A
T7446 G761A 54 87,10 1,00
CI07T 77446 5 8,10 0,54 0,12 2,39
CLETT C3077
Variante
C367A T744G
VPH 58
ATI3G C798T
C801a C840T
T852C 2 3.20 0.77 0,15 3,94
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5. DISCUSION.

5.1 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS ORFs E7 Y E7 DE VPH 58

En la literatura existen reportes de iniciadores usados para amplificar el ORF E6 y el ORF E7 del
VPH 58, los cuales han sido desarrollados por Xin et al 2001(17), Chan et al 2002(81) y Calleja-
Macias et al 2005(93). Analisis detallados de estos iniciadores mostraron que algunos
formaron estructuras secundarias o presentaban un alto grado de similitud con otros tipos de
VPH especialmente de la familia Alfa 9 a la cual pertenece el VPH 58. Por esta razon se
elaboraron y validaron nuevos iniciadores en el laboratorio, los cuales fueron utilizados en
este trabajo; para el ORF E6 se diseharon los iniciadores: E6F1, E6R4, E7F5, E7R1, E7R10,
E7F10 y para el ORF E7 se disefiaron los iniciadores: E7F10 y E7R10. Adicionalmente se

utilizaron los iniciadores (E7P1y E7 P2) utilizados por Chan P 2002 en su trabajo.

Los resultados que se obtuvieron en las pruebas de sensibilidad y especificidad demostraron
un alto nivel de deteccion y especificidad en la amplificacion de ambos ORFs de VPH 58 para
las seis PCRs desarrolladas en este trabajo. Sin embargo se observd que un grupo de muestras
no presentaron amplificacion para el ORF E6 y/o el ORF E7 y por tanto no se pudo determinar
la variante infectante en estas muestras, provenientes de mujeres con infecciones prevalentes
como incidentes, y en las cuales se les habia detectado con anterioridad la presencia del ADN
del VPH58. Dentro de las razones que pudieron influir en este resultado encontramos el hecho
de que la técnica utilizada para la deteccion vy tipificacion del VPH (PCR-EIA y RLB) utiliza un
amplimero del ORF L1 de un tamario de 145pb(5) mientras que los fragmentos amplificados
en las PCRs en el trabajo fueron de 521pb, 293pp y 301pb para el ORF E6 y de 335pb, 222pb y
216pb para el ORF E7 por lo que las eficiencias de las PCRs pudo ser mucho menor(94). Otra
posible explicacion se debe a que las muestras utilizadas pueden tener procesos de

degradacion o fragmentacion del ADN viral como una consecuencia de la manipulaciény los
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periodos de congelamiento y descongelamiento debido a que previamente habian sido
utilizadas para la deteccion vy tipificacion del VPH, para la PCR para B-globina y ensayos para la
determinacion de la carga viral. Ademas de acuerdo a los ensayos realizados para la
determinacion de la carga viral se pudo observar que la mayoria de las muestras en las que no
se pudo realizar la amplificaciéon presentan una carga viral baja lo que concuerda con la
observacion del trabajo de Van den Brule 1990, donde se afirma que al utilizar cepillados
cervicales se puede afectar la eficiencia de la PCR ya que la cantidad de ADN viral puede ser
baja dependiendo del numero de células infectadas que se pueden recolectar en el cepillado
cervical(94). Wu En-qi 2009 sugiere que en algunos casos la baja carga viral dificulta la
deteccion de algunos fragmentos de su genoma. Finalmente es posible que algunos
fragmentos del ADN viral presenten integracion o exista disrupcion y perdida de fragmentos

del genoma viral(95).

En cada ensayo se utilizaron controles positivos y negativos para validar cada PCR realizada, y
el desarrollo de diferentes PCRs para amplificar los dos ORFs evidenciaron que la falta de

amplificacion se debid a un factor intrinseco de la muestra.

5.2 DETECCION E IDENTIFICACION DE LAS VARIANTES MOLECULARES DE LOS ORFs E6/E7
VPH 58.

Para la determinacion de variantes moleculares existen gran cantidad de técnicas las cuales en
muchos casos son dispendiosas, requieren de gran cantidad de tiempo, son costosas en su
ejecucion y necesitan de equipo especializado como ocurre con la técnica de secuencia
automadtica. Para la deteccion de variantes en los VPH16 se han descrito técnicas basadas en el
principio de hibridacion en los cuales se utilizan amplimeros obtenidos por PCR y oligosondas
acopladas a membrana, sin embargo en estas técnicas es limitado el nimero de muestras que
se pueden analizar en el mismo ensayo, asi como el nimero de variantes que se pueden
identificar en el mismo(96). Para el analisis de variantes del VPH 58 no se han descrito técnicas

de hibridacion, por lo que se necesita del desarrollo de técnicas altamente efectivas, de facil
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implementacion, que permitan el analisis de un alto volumen de muestras por ensayo y de

costos no muy elevados.

El método de RLB desarrollado en este trabajo no solo permite la determinacion de variantes
de 44 muestras en un solo ensayo sino ademads de todas las variantes moleculares descritas
para los ORF E6/E7 VPH58 descritas hasta el momento en la literatura. En el ensayo de RLB las
sondas estan pareadas es decir se encuentra un control y un mutante, la hibridacion se
presenta exclusivamente en una de las dos sondas y depende de la configuracion de los
nucleodtidos en la muestra, de esta forma se establece si existen cambios para esa posicion o si
se comporta como la referencia. Cuando no se presenta hibridacion en ninguna de las dos
sondas se determina de forma indirecta la presencia de una mutacién adicional a las
registradas. En este trabajo ninguna de las muestras del estudio presento patrones de
hibridacion atipicos. El ensayo posee la ventaja que las membranas pueden ser sometidas a un
proceso de lavado lo que permite Ia reutilizacion de la membrana para nuevos ensayos sin que
exista perdida de la capacidad de hibridacion en la membrana.

La técnica de secuencia automatica fue utilizada para la validacion de la técnica de RLB y se
desarrollo primero con las muestras correspondientes a la linea de base, esta técnica permitio
identificar dos cambios de nucledtidos A169 y G763 de los cuales no existen reportes a la
fecha y que pudieron ser incluidos en el desarrollo de las sondas para el ensayo de RLB. Los
ensayos de validacion, se determinaron a partir de un analisis de concordancia (valores
Kappa), tomando como base los resultados obtenidos con RLB y secuencia automatica, con los
que se obtuvo un coeficiente de 1 (100%) de concordancia entre las técnicas. Este resultado es
sobresaliente pues demuestra la eficiencia y confiabilidad del Reverse Line Blot como método

de deteccion de variantes moleculares.

5.3 VARIANTES MOLECULARES DE LOS ORF E6/E7 VPH58 PRESENTES EN LAS MUJERES CON
CITOLOGIA NORMAL PERTENECIENTES A LA COHORTE DE BOGOTA COLOMBIA.

Para el virus del papiloma humano tipo 58 los estudios sobre variantes son pocos y se centran
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principalmente en poblaciones asiaticas donde se ha reportado una alta frecuencia de
infecciones por este tipo viral. Actualmente existen solamente cuatro estudios publicados
donde se analizan variantes de los ORFs E6 y E7 del VPH58 y fueron realizados en poblaciones
asiaticas y en términos generales incluyen analisis de mujeres diagnosticadas con algun grado
de lesion 6 cancer cervical. Ademas, Gnicamente los trabajos de Chan P. 2002 y Wu En-qi 2009
reportan variantes para ambos ORFs(81;95). En Latinoameérica solamente existe un reporte de
casos para el ORF L1 en una muestra de Brasil(97) proveniente de una neoplasia y no hay
ningun estudio de seguimiento en el que se haya evaluado el papel de las variates moleculares
en relacion a la persistencia de la infeccion. Tomando en cuenta que este tipo viral es
considerado de alto riesgo para la progresion a cancer cervical, la poca informacion existente a
nivel mundial, la ausencia de estudios para Suramérica donde este tipo viral ocupa una alta
frecuencia en mujeres positivas para VPH, los resultados presentados en este trabajo
confieren un gran valor para el conocimiento de las variantes moleculares debido a su

importancia como posibles agentes relacionados con la expresion de las oncoproteinas E6 y

E7.

Al analizar la frecuencia de las variantes observadas en las mujeres prevalentes como
incidentes se pudo determinar que la variante T307/A694/G744/A761 fue la de mayor
frecuencia en ambos grupos con el 77% y 85,47% respectivamente. La alta frecuencia de esta
variante en nuestro estudio se correlaciona con el estudio de Chan et al, 2002, en donde esta
misma variante también se presentd con la mayor frecuencia. Las frecuencias restantes en las
infecciones prevalentes corresponden a las variantes T307/T632/G744/A760 con el 11,1%,
T307/G744, T307/A694/G744/A761/G763 y A169/T307/ A599/A694/G744/A761 con el 3,7%
cada una (Figura No. 14). T307/T632/G744/A760 se encuentra como la segunda variante mas
frecuente y de acuerdo con Chan et al.,, 2002 y Wu et al.,, 2009 puede ser asociada con el
riesgo de progresion hacia cancer cervical, por lo cual reviste gran importancia su deteccién
dentro de la poblacion. Aunque este trabajo se realizd en mujeres con citologia normal se
resalta la presencia de esta variante ya que puede llegar a ser un factor de riesgo.

Comparando las frecuencias obtenidas en las mujeres con infecciones prevalentes con los
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resultados obtenidos en el trabajo de Chan P., et al 2002, las dos variantes de mayor
frecuencia en infecciones prevalentes corresponde también a las de mayor frecuencia
reportadas por Chan P, podemos establecer que el comportamiento que presenta las variantes
de los ORFs E6/E7 VPHS58 en la poblacion China (provincia de Cantoén) y Colombiana (Bogotad)

responden a un patréon muy similar.

La frecuencias de los casos de mujeres con infecciones incidentes fueron similares a las
frecuencias observadas para los casos de infecciones prevalentes, la variante
T307/A694/G744/A761 es la de mayor frecuencia con el 88% seguida de la variante
T307/G744 con el 9% y finalmente la variante T187/T307/A367/G744/G793/1T798/A801/T840/
(852 con el 3% estas variantes presentan un comportamiento similar de frecuencia que en los

trabajos desarrollados por Chan P. et al. 2002 y Wu En-gi 2009(81;95).

En ninguna de las muestras analizadas en ambos grupos se obtuvo la secuencia del VPH58 que
se utiliza como referencia en estos estudios (Gen Bank no. D90400), lo que se correlaciona con
la baja frecuencia del VPH 58 referencia en los estudios desarrollados en las poblaciones
asiaticas, (17;81;93;95). Esto podria sugerir la reevaluacion de esta secuencia como el
prototipo de VPH 58 dada su baja frecuencia en las poblaciones estudiadas. Sin embargo

hacen falta un mayor nimero de estudios en diferentes poblaciones para poder determinar

esta sugerencia.

Es importante resaltar que de acuerdo con los trabajos existentes a nivel mundial sobre
variantes moleculares del VPH58 en los marcos abiertos de lectura de E6 y E7, las variantes
T307/A694/G744/A761/G763 y A169/T307/A599/A694/G744/A761 no han sido reportadas
con anterioridad, lo cual da gran relevancia al trabajo pues se establece la presencia de dos
nuevas variantes a nivel mundial para estas regiones del VPH58. Adicionalmente el cambio de

nucleotido A763G genera cambio en la secuencia de aminoacidos T64A de E7.
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Se detectaron un total de 15 cambios de nuclectidos en las seis variantes encontradas en las
mujeres de la cohorte, de los cuales tres se localizan en el ORF E6 y las restantes en el ORF E7.
La mayor frecuencia de mutaciones son los cambios T307 en el ORF E6 y G744 en el ORF E7
que se encuentran en la totalidad de las muestras analizadas, los cambios que siguen en
frecuencia son A694 y A761 en el 84.5% de las muestras, luego los cambios T632/A760,
T187/A367/G793/T798/A801/T840/C852 cada uno en tres muestras lo que corresponde al
2,11% cada uno y finalmente los cambos A169 y G763 con una muestra cada uno que
corresponde al 0.70%. Se observo una mayor frecuencia en el numero de cambios en el ORF
E7 comparado con el ORF E6 esto ha sido observado en los estudios realizados en las
poblaciones asiaticas donde se indica que la mayor variabilidad de nucleétidos en el genoma

viral del VPH 58 se encuentra en el ORF E7(81;95).

Algunos autores consideran que la presencia del mismo tipo viral no significa un fenomeno de
persistencia de la infeccion, sino que se puede tratar de una nueva infeccion con el mismo
tipo viral, aunque se realice la deteccion en periodos cortos (77) por lo que la determinacion
de la variante constituye la Unica manera de realizar la evaluacion de persistencia. Los
resultados obtenidos en este estudio permitid corroborar que todas las infecciones con el

VPH58 persistentes realmente lo eran, ya que se detectd la misma variante a lo largo de la

infeccion.

En este estudio no se observo ningun caso de coinfeccidon con variantes del VPH 58, lo que se
correlaciona con los trabajos de las poblaciones asiaticas y en los trabajos sobre variantes del
VPH 16 donde se reporta una baja frecuencia de coinfecciones con variantes de VPH 16, lo que
parece indicar que las coinfecciones entre variantes a nivel mundial es muy baja(35;98;99).
Este aspecto también puede ser explicado en parte por la técnica utilizada ya que
dependiendo de la cantidad de ADN presente de una variante frente a otra puede favorecerse

su amplificacion por PCR y por tanto su deteccion.
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Finalmente y como los aspectos mas relevantes del trabajo, se pudo establecer el desarrollo y
validacion de una nueva técnica altamente especifica y sensible para la deteccion de variantes
moleculares en los marcos abiertos de lectura de E6 y E7 del VPH58, se identificaron seis
variantes de las cuales dos son reportadas por primera vez a nivel mundial y se detectaron
quince mutaciones en las que se identificaron dos que no habian sido reportadas por la

literatura.

5.4 CARGA VIRAL

La estandarizacion y validacion de la técnica PCR Gp5+/Gp6+-EIA como método para la
estimacion semicuantitativa de la carga viral del VPH, se realizé con 118 muestras, las cuales
fueron sometidas no solo a este método, sino que ademas fueron analizadas con dos métodos
cuantitativos basado en tecnologia la PCR en tiempo real como son Tagman descrito
previamente(101) vy LightCycler, este se desarrollé para el analisis de las muestras de la
cohorte, los datos obtenidos por las tres técnicas fueron comparadas y se evalué la
concordancia entre las técnicas obteniendo con valores Kappa de 0.61 a 0.69(102) que
corresponde a un nivel de concordancia alto. Otros estudios también han comparado métodos
cuantitativos y semi — cuantitativos como técnicas para la determinacién de la carga viral en
muestras citologicas encontrando también una buena correlacion entre los resultados
obtenidos por ambas técnicas(103). En un estudio de seguimiento desarrollado en Estados
Unidos la carga viral de las muestras se determiné mediante Hybrid Capture Il, una técnica
también semi - cuantitativa(104). En este trabajo se realizé |la determinacion semi -
cuantitativa de la carga viral por PCR — EIA, los resultados mostraron altas cargas virales para la
mayoria de las muestras, sin embargo la categorizacion en rangos de alta, intermedia y baja
carga viral fue arbitraria. No obstante esta manera de categorizacion también ha sido utilizada
en otros estudios, aunque con valores diferentes dependiendo de la técnica y tipo de muestra
utilizada, por lo cual estos valores son establecidos por los investigadores(105).

Las cargas virales de la mayoria de muestras utilizadas en el estudio corresponden a cargar

virales altas tanto en el grupo de mujeres con infecciones prevalentes como incidentes. Al
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realizar la correlacion de la carga viral con la variante en la infeccién no se observaron

diferencias significativas y no se puede realizar una asociaciéon entre una variante especifica

con la carga viral.

Al revisar las cargas virales de las muestras de las cuales no se pudo obtener amplificacion se
observo que la mayoria de estas presentaban cargar virales bajas 46%, cargas intermedias el
30% y cargas virales altas el 23%, observando los resultados anteriores se puede sugerir que la
no amplificacion en la mayoria de los casos se puede relacionar con las cargas virales bajas y

en los casos de las cargas virales intermedias y altas puede deberse a causas adicionales como

conservacion y manipulacion anterior de las muestras.

5.5 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A ELIMINACION DE LA INFECCION CON EL VPH 58.

El analisis multivarido sobre la eliminacion de la infeccion con los factores asociados se
realizaron en las mujeres con infecciones incidentes debido a que en las infecciones
prevalentes se desconoce el tiempo total de la duracion de la infeccion ya que no se sabe la
fecha real del comienzo de la infeccion, lo que puede llevar a sesgos en la interpretacion de los
resultados. El analisis mostro que las mujeres que iniciaron relaciones sexuales despues de los
15 afios tienen una tasa de eliminacion mas baja que las mujeres que inician antes de los 15
anos mientras que las mujeres que han tenido uno o mas hijos poseen una tasa de eliminacion

mayor que aquellas que no han tenido hijos en el momento de la infeccion.
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6. CONCLUSIONES

- Este trabajo constituye un estudio pionero pues se reporta por primera vez datos sobre
la presencia vy persistencia de variantes moleculares en los ORFs E6 y E7 del VPH 58 en

mujeres con citologia normal para la cohorte de Bogota, Colombia.

- La revision de la literatura permitio establecer que a la fecha se hanreportado un total
de 24 variantes para los ORF E6/E7 de VPH 58 que corresponden a dos estudios en

poblaciones del sur este asiatico.

- La técnica de reverse line blot desarrollada y validada en este estudio permite la
deteccion e identificacion de 20 diferentes variantes para los ORF E6/E7 incluyendo las dos
variantes encontradas en dos muestras pertenecientes a la linea de base. Esta técnica
presenta ventajas frente a otros métodos de deteccion utilizados para el mismo fin tales
como: facilidad de realizacion, el bajo costo, cantidad de muestra requerida, nimero de
variantes detectadas en un solo ensayo, numero de muestras que se pueden procesar en un

solo ensayo asi como la posibilidad de ser aplicado en estudios de tipo epidemiologicos.

- En las muestras analizadas se identificaron en total 6 variantes de las cuales las
variantes mas frecuentes son T307/A694/G744/A761 y T307/T632/G744/A760, esta ultima es

importante pues se asocia con el riesgo de progresion hacia cancer cervical como ha sido

reportado en poblaciones asiaticas.

- En este trabajo se presenta el reporte de dos nuevas variantes

(T307/A694/G744/A761/G763 y A169/T307/A599/A694/G744/A761) y dos nuevas mutaciones
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(A169 y G763) lo cual permite aumentar la cifra de cambios y variantes presentes en las

regiones E6 y E7 del VPH 58 reportadas a nivel mundial.

- La deteccion de nuevas variantes y la informacion sobre variantes del VPH 58 es un
importante recurso para estudios filogenéticos, debido a que existe muy poca informacion en

cuanto a la taxonomia y coevolucion del virus del papiloma humano tipo 58.

- No se observaron diferencias significativas en los tiempos de eliminacion de Ia

infeccion entre las infecciones incidentes y la infeccion con las diferentes variantes

infectantes.

- El analisis de la eliminacion de la infeccion por el VPH 58 mostré que las mujeres que
inician sus relaciones sexuales despues de los 15 afios tienen una tasa de eliminacion mas baja
que las menores de 15 afios, por otra parte el tener uno o mas partos aumenta la tasa de
eliminacion de la infeccion. Finalmente ninguna de las variantes reportadas en este estudio se

asocia con una menor o mayor tasa de eliminacion de la infeccion.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar estudios de casos y controles sobre variantes moleculares con mujeres de la
poblacion colombiana con resultado citolégico normal, LEIAG y cancer cervical para observar

las variantes infectantes en estas poblaciones.

- Validar la técnica de reverse line blot mediante ensayos en otros laboratorios, para

confirmar su eficiencia en diferentes condiciones.

- Hacer un analisis de variantes moleculares en mujeres provenientes de otras regiones
del pais, para hacer una aproximacion mas completa del comportamiento de las variantes de

VPH 58 E6/E7 en la poblacion colombiana.

- Realizar el analisis de variantes en otras regiones del VPH 58 para unificar la
informacion acerca de las variantes presentes en el genoma y determinar las variantes
moleculares en otras regiones como la region E2, importante en la supresion y expresion de

los oncogenes virales E6 y E7.

- Realizar ensayos donde se implemente la técnica de RLB para la deteccion de

mutaciones puntuales en diferentes genes y en diferentes organismos.
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