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Resumen

“[...] Pérate gozosamente y estudia las intenciones del oponente.
Ataca de forma que él intente alejarse de ti, yo honestamente
digo que ninguno se defiende sin peligro.”

HANKO DOBRINGER. “FECHTBUCH COD.HS3227A”". 1389.

“[...] ‘iSépase ahora

si vences o mueres  bregando conmigo!

En la sala se alzaron fragores de guerra:

Se empufiaban con brio  los claros escudos,
se hendian los yelmos; temblaba el umbral.”

ANONIMO ANGLOSAJON. “LA BATALLA DE FINNSBURH” (FRAGMENTO). S. X D. C.

El cancer cervicouterino es la segunda malignidad mas comun de la mujer en nuestro
pais. Los agentes etiologicos son los virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo. De
éstos, el mas prevalente es el tipo 16, siendo el mas frecuentemente encontrado en
mujeres con citologia normal, asi como en los casos de cancer cervicouterino.

La epigenética se refiere a la serie de mecanismos que regulan la expresion genética sin
cambiar la secuencia del DNA, de forma heredable, reversible y dinamica. La Unica
modificacion epigenética del DNA de mamiferos, es la metilacion de la citosina en el
carbono 5, en el contexto de un dinucleétido 5-CpG-3’, que puede reprimir la expresion
genética, bien impidiendo el acceso de factores de transcripcion a sus secuencias blanco,
o reclutando diversas proteinas que producen cambios en la estructura de la cromatina.
La metilacion aberrante del DNA se ha asociado con la patogénesis y progresién de
varios procesos carcinogénicos, incluido el cervicouterino. Diversos estudios han
analizado el estado de metilacion de los dinucleétidos CpG en HPV, en varias etapas del

proceso carcinogénico. Hasta el momento, ningdn estudio ha centrado su atencién
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especificamente en la regién L2/L1 de HPV 16, aunque dos estudios observaron que la
metilacién de los dinucleétidos CpG en la region 3’ de L1 de HPV 18 incrementa conforme
aumenta el grado de las lesiones hacia cancer, sugiriendo su posible aplicacion como
biomarcador de progresion.

La mayoria de los estudios de metilacion emplean DNA tratado con bisulfito, el cual
cataliza la desaminacién de citosinas convirtiéndolas en uracilos, los que en subsecuentes
andlisis por PCR seran sustituidos por timinas. La metil-citocina, siendo resistente a la
desaminacion, permanecera como citosina, permitiendo distinguirlas de las citosinas no
metiladas. En virtud de estas diferencias se han desarrollado diversas estrategias
basadas en el empleo de oligonucledtidos para el estudio de la metilacién del DNA. Una
de ellas es la amplificacion selectiva de secuencias, metiladas o desmetiladas, mediante
oligonucledtidos Headloop. Esta técnica depende de la capacidad de los Headloops para
discriminar entre dos secuencias cercanamente emparentadas, amplificando cantidades
minimas de una, y suprimiendo la amplificacion de la otra, incluso en presencia de un
gran exceso de la ultima.

En el presente trabajo se empled la técnica de Amplificaciébn/Supresion selectiva de la
PCR por Headloops para estudiar la metilacion de los sitios CpG 5602, 5608, 5611 y
5617, localizados en la regién L2/L1 de HPV 16, y como el grado de metilacién varia
durante la evolucion de las lesiones precursoras hacia cancer cervicouterino. EI mejor
desempefio se obtiene empleando en la PCR una enzima de alta fidelidad que produzca
extremos romos, tal como la Pfu DNA polimerasa. Para obtener una discriminaciéon
adecuada es necesaria la presencia de cuatro y en ciertas instancias, tres sitios CpG,
pero dos sitios y un sitio no ofrecen una discriminacién suficiente. El limite de deteccién es
de hasta 0.1 ng de secuencia blanco, aunque en presencia de DNA diferente a la
secuencia blanco (p.ej. DNA gendmico), la sensibilidad se reduce hasta 10 ng. En cuanto

a la especificidad, es posible detectar una copia de la secuencia blanco, en presencia de
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100 copias de la secuencia no deseada, no obstante, se tiene el potencial de detectar
hasta 1:10° copias. La incorporacion de sondas Tagman para un acercamiento de PCR en
tiempo real promete mejorar tanto la sensibilidad como la especificidad de la técnica. La
evaluacion del efecto de patrones heterogéneos de metilacién (metilacion mosaico),
demostré que el efecto desestabilizador de cada desapareamiento es altamente
dependiente del contexto, por lo tanto, en cada Headloop debe prestarse atencion en el
disefio, optimizacion de condiciones de reaccion e interpretacion de resultados.

Como parte del proceso de estandarizacion, la region L2/L1 de HPV 16 de biopsias de
cancer oral fue clonada y secuenciada. Este analisis mostré la existencia de patrones de
metilacion distintos de los que se esperarian, en relacion con el cancer cervical,
sugiriendo que las alteraciones epigenéticas asociadas con cada una de estas dos
malignidades proceden en formas diferentes.

Un andlisis preliminar in silico de la region L2/L1 de 70 HPVs reveld la presencia de
dinucledtidos CpG en muchos de ellos, antecediendo una sefial AG aceptora de splicing
conservada, que precede al codén de inicio de L1, sugiriendo un posible papel de la
metilacién del DNA en el control del splicing alternativo de las proteinas virales tardias,
dada la asociaciéon entre MeCP2 y elementos del spliceosoma.

La aplicacién de la técnica de Amplificacion/Supresién de la PCR por Headloops en la
region L2/L1 en biopsias de lesiones de diverso grado histologico y en lineas celulares
revel6 un incremento de la metilacién paralelo al aumento del grado de las lesiones. Los
resultados de este trabajo concuerdan con otros estudios recientes de los metilomas de
HPV 16, validando la utilidad de los Headloops para el estudio de la metilacion del DNA,
tanto de genes virales como celulares, al igual que para el eventual desarrollo de
biomarcadores de cancer, y herramientas para el seguimiento/monitoreo de terapias

epigenéticas.
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Abstract

“[...] Stand joyfully and study

the opponent’s intentions. Strike so that

he tries to step away from you, | say honestly
that no one defends without danger.”

HANKO DOBRINGER. “FECHTBUCH COD.HS3227A”". 1389.

“[...] ‘Even now appointed here for you

which thing for yourself from me  you will attain.’

Then was in the hall  the tumult of carnage,

the round shield-board must  in the hands of the bold,

the bone-helm burst  -the planks of the fortress resounded-*

ANONYMOUS ANGLOSAXON. “THE BATTLE AT FINNSBURH” (FRAGMENT). X" CA.D.

Cervical cancer is the second most common malignancy in Mexico. The ethiological
agents are the so called high-risk Papillomaviruses (HPVs). Of these, the more prevalent
one is the type 16, being the most frequently found in women with normal cytology, as well
as in cases of cervical cancer.

Epigenetics refers to the series of mechanisms that regulate gene expression without
changing the DNA sequence, in a heritable, reversible and dynamic way. The only known
epigenetic modification to the DNA of mammals is the methylation of cytosine in the
carbon 5, within the context of a 5-CpG-3’ dinucleotide, which can repress gene
expression by preventing the access of transcription factors to their target sequences, or
by recruiting diverse proteins that change the structure of chromatin.

DNA’s aberrant methylation has been associated with the pathogenesis and progression

of many carcinogenic processes, including cervical cancer. Some studies have analyzed


http://www.heorot.dk/finn-notes.html#en27
http://www.heorot.dk/finn-notes.html#en29
http://www.heorot.dk/finn-notes.html#en30
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the methylation status of CpG dinucleotides in HPV throughout the many stages of the
carcinogenic process. Up to now, none of them has specifically centered its attention in the
L2/L1 region of HPV 16, although two studies observed that the methylation of CpG
dinucleotides in the 3’ end of L1 in HPV 18 increases as the grade of the lesions
progresses towards cancer, suggesting its posible role as progression biomarker.

A great number of studies use DNA treated with bisulfite, which catalyzes the deamination
of cytosines to convert them to uracils, which, in a subsequent PCR analysis, will be
substituted by thymines. Methyl-cytosine, being resistant to deamination, remains as
cytosine, allowing to distinguish it from methyl-cytosine. Due to these differences, many
strategies have been developed to study DNA methylation, based on the use of
oligonucleotides. One such approach is the selective amplification of methylated or
unmethylated sequences by Headloop primers. This technique relies on the Headloop’s
ability to discriminate between two closely related sequences, amplifying minute amounts
of one, while suppressing the amplification of the other, even in the presence of a large
excess of the later.

In the present study the Amplification/selective Suppression of PCR by Headloops was
used to study the methylation of CpG sites 5602, 5608, 5611 y 5617, located in the L2/L1
region of HPV 16, and how the degree of methylation changes throughout the evolution of
precursor lesions towards cervical cancer. The best performance is achieved by using in
PCR a high fidelity enzyme that produces blunt ends, such as the Pfu DNA polymerase.
To obtain an adequate discrimination it is necessary the presence of four, and in some
instances, three CpG sites, but two sites and one site do not offer enough discrimination.
The detection limit is 0.1 ng, although the presence of DNA different from the target
sequence (e. g. genomic DNA), lowers the sensibility to 10 ng. Regarding specificity, it is
possible to detect one copy of the target sequence in a backgroud of 100 copies of the

unwanted sequence, though there is the potential to detect as few as 1:10° copies. The
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addition of Tagman probes for a real-time PCR approach promises to improve both the
sensibility and specificity of the technique. The assesment of the effect of heterogeneous
methylation patterns (mosaic methylation) showed that the destabilizing effect of each
mismatch is highly context-dependent, thus, for every Headloop special care should be put
in its design, optimization of reaction conditions, and interpretation of results.

As a part of the standarization process, the L2/L1 region of HPV 16 from oral cancer
biopsies was cloned and sequenced. This analysis showed the presence of methylation
patterns different from those that would be expected, in relation to cervical cancer,
suggesting that the epigenetic alterations associated with each of these malignancies
proceed in different ways.

A preliminary in silico analysis of the L2/L1 region of 70 HPVs showed the presence of
CpG dinucleotides in many of them, preceeding a conserved AG splicing acceptor signal,
upstream of L1's start codon, suggesting a possible role of DNA methylation in controlling
the alternative splicing of the late viral proteins, given the association of MeCP2 with
elements of the spliceosome.

The use of the Amplification/PCR Suppression by Headloops technique in the L2/L1 region
of HPV 16 in biopsies of lesions of different histological grades and in cell lines
demonstrated an increase in methylation which paralels that one of the lesion’s grade.
This results are in agreement with those of other recent studies of the HPV 16 methylome,
validating the utility of Headloops to study DNA methylation, both of viral and cellular
genes, as well as for the eventual development of cancer biomarkers, and follow-

up/monitoring tools for epigenetic therapies.
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Antecedentes

CANCER CERVICOUTERINO

“Es un goce de poca duracion, en tanto que su castigo sera doloroso.”

“EL CORAN”. SURA XVI, 118

“La guerra [...] constituye la base de la vida y la muerte, es el camino que lleva a la
supervivencia o a la aniquilacién. Por ello es indispensable estudiarla a fondo.”

SUN Tzu “EL ARTE DE LA GUERRA”, 500 A. C.

Epidemiologia: HPV y Riesgo de Cancer Cervicouterino

En 1842, en ltalia, se reportd que el cancer cervical se desarrollaba de forma casi
exclusiva en mujeres casadas y que éste era muy raro en monjas, dando la primera pista
que sugeria que un agente de transmisién sexual estaba asociado con la patogénesis del
cancer cervicouterino (Psyrri y DiMaio, 2008). De igual forma, un estudio estadounidense
realizado en 1968 encontr6 tasas mas bajas de cancer cervical en monjas (10.8%) que en
mujeres control (56.6%) y atribuy6 las diferencias a factores asociados con el coito
(Fraumeni, et al., 1969).

A diferencia de muchos tipos de cancer, en los que multiples factores ambientales,
biolégicos y de estilo de vida contribuyen independiente o conjuntamente con la
carcinogénesis, se ha demostrado que el cancer cervical tiene un elemento causante
central, las infecciones persistentes con ciertos tipos del virus del papiloma humano
(HPV), cuya contribucion al riesgo para desarrollar esta enfermedad es mucho mayor que

la de cualquier otro factor (Franco, 1999).
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El cancer cervicouterino (CaCU) es el tercero mas comun entre las mujeres alrededor del
mundo, con cerca de 400,000 nuevos casos diagnosticados por afo (Lowy y Howley,
2001). La incidencia anual promedio de cancer cervical invasivo es diferente en cada
region geografica pero las tasas mas altas reportadas corresponden a América Latina
(Brinton, 1992), de hecho, el cancer cervical es considerado un tumor ligado a la pobreza
(Cavalli, 2006).

La proporcion de supervivencia a 5 afos para el cancer cervical en los Estados Unidos
(es decir, la cantidad de pacientes que sobreviven por o menos 5 anos, en comparacién
con una poblacion libre de cancer) es de 68.3% para todas las etapas; 90.9% para el
localizado; 49.9% cuando existe una diseminacién local; y 8.6% cuando hay metastasis
(Sci. Am. Editorial board, 1996), lo cual pone de manifiesto la importancia de un
diagnostico y tratamiento tempranos. De hecho, las diferencias en la prevalencia y
mortalidad entre paises ricos y pobres puede atribuirse a estos dos factores (Cavalli,
2006).

La infeccion de los genitales por HPV es una de las mas comunes enfermedades de
transmisiéon sexual, alcanzando una prevalencia maxima entre mujeres jovenes (15 a 25
afos) sexualmente activas, que va de 20 a 46% en diferentes paises (Ho et al., 1998;
Lowy, 2001), considerandose como factores de riesgo: relaciones sexuales antes de los
18 afios; numero de comparferos sexuales durante la vida; tabaquismo; y un bajo nivel
socioecondmico (Sci. Am. Editorial board, 1996).

En particular, se ha demostrado en diversos estudios de casos y controles que las
mujeres que tuvieron su primer experiencia sexual antes de los 16 afios de edad
muestran un riesgo para desarrollar CaCU de aproximadamente el doble que aquellas
que iniciaron su vida sexual después de los 20 afios. Este parametro suele guardar una
correlacion con el numero de compaferos sexuales, factor que juega un papel
significativo en la etiologia del cancer cervical, habiendo estimados que sugieren que la

proporcion de nuevos casos que pueden atribuirse a tener 10 o mas compafieros es



o 9 =

cercana a 36%, con un riesgo tres veces mayor que el asociado a tener 0 o 1 compariero.
En este respecto, las caracteristicas de los compafieros son importantes ya que las
esposas de hombres antes casados con pacientes de cancer cervical, presentan tasas
mas elevadas de este padecimiento en relacion con controles. De igual manera, los
esposos de mujeres afectadas reportan significativamente mas compaferas vy
padecimientos de transmision sexual (como verrugas genitales, gonorrea, herpes genital)
que los esposos de mujeres control (Brinton, 1992).

Debido a las condiciones particulares de los paises en vias de desarrollo, la incidencia de
cancer cervical es mayor que en Europa y Norteamérica (Villa et al., 2000) (Figura 1),
siendo el cancer mas comun de la mujer, donde puede alcanzar una prevalencia de 25%
de los mismos (Lowy, 2001). Este riesgo elevado se debe tanto a un mayor predominio de
factores de riesgo, como a la falta de acceso a los sistemas de salud, en particular, al
monitoreo de cancer cervical por Papanicolau, o a un inadecuado seguimiento y
tratamiento de las anormalidades detectadas por esta técnica (Engelstad et al., 2001) y se
estima que soélo 5% de las mujeres en paises en vias de desarrollo han sido monitoreadas
por Papanicolau durante los cinco afios anteriores. Por ejemplo, una iniciativa a nivel
nacional en México fallé en reducir las tasas de mortalidad, en parte porque las mujeres
jévenes de areas urbanas fueron monitoreadas de forma repetida, mientras que otras

muchas mujeres mayores no tuvieron acceso a la evaluacion (Katz, 2006).
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Figura 1. Tasas de incidencia (por 100,000 habitantes) de cancer cervical estandarizadas por edad
(Tomado de Katz, 2006)

Adicionalmente, se ha demostrado que incluso en la poblacién general de paises con una
baja tasa de incidencia (el Reino Unido) existe un amplio desconocimiento sobre el HPV
como factor etioldgico del cancer cervicouterino, con sélo 2.5% de las mujeres
entrevistadas mencionando al virus como causa de este tipo de cancer. Quienes
mencionaron al HPV en general poseian educacion formal y un nivel socioecondmico mas

alto (Marlow, 2007).

Clasificacién Histolégica

La displasia cervical, también conocida como lesion escamosa intraepitelial (SIL por sus
siglas en inglés) en citologia, o neoplasia cervical intraepitelial (CIN) en histopatologia,
puede clasificarse en los grados |, Il, y lll. Este sistema de graduacion asume que la
severidad de la CIN representa un continuo morfolégico y bioldgico de etapas progresivas
que pueden llevar al desarrollo de un carcinoma escamoso invasivo (Ho et al., 1995). La
severidad de la lesion se determina de acuerdo con el grado en el cual el epitelio

escamoso es reemplazado por células basaloides (Lowyy Howley, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Precursores del carcinoma escamoso cervical
Representacion esquematica de los diferentes estadios precursores del cancer cervical y

las terminologias usadas para referirse a ellos (adaptado de Lowy y Howley, 2001)

La mayoria de los canceres ocurren en la zona de transformacion del cérvix, donde las
células columnares del endocérvix y el epitelio escamoso estratificado del exocérvix se
traslapan. Debido a ello, cerca de 85% de los canceres cervicales son canceres de
células escamosas, y la mayoria de los otros casos son adenocarcinomas, con un
pequeio numero de tumores neuroenddcrinos de células pequefas (Lowy y Howley,
2001).

A través de un gran numero de estudios epidemiolégicos se ha establecido que la
displasia cervical es una lesion asociada con el HPV (Ho et al., 1995; Hildesheim et al.,
1994), en particular con los tipos que, debido a su deteccibn en los canceres
cervicouterinos, se les ha denominado “oncogénicos” o de alto riesgo (Villa et al., 2000;

Wallin et al., 1999; Liaw et al., 1999; Ho et al., 1998; zur Hausen, 1991; Kessis et al.,
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1993). Debido a esto, se considera que la asociacion entre la infeccion por HPV y el
desarrollo de SIL es de tipo causal (Liaw et al., 1999), reportandose deteccion de HPV en
99.7% de los canceres cervicales (Woodman et al., 2001).

Se ha observado una proporcién de momios que va de 10 hasta mas de 200 para la
infeccién por HPV como factor de riesgo para las displasias y el cancer cervical. Estas

razones de momios son las mas altas para un carcinégeno humano (Lowy, 2001).

HPV en Canceres no Ginecoldgicos y Cancer Bucal

En los carcinomas del cérvix se ha encontrado la presencia de HPV de alto riesgo en
practicamente 100% de los casos, aunque también se les ha detectado en otros tipos de
cancer, por ejemplo, en carcinomas anogenitales, vias aerodigestivas superiores y de
pulmén, entre otros. Una revision reciente de la literatura encontr6 estudios que ponen de
manifiesto la presencia de HPV en un gran numero de tumores de diversos tejidos:
corazon (1 estudio); rifion (1 estudio); prostata (de 2 a 54%, media 22.9%); vejiga (0 a
40%, media 16%); estdbmago (< 15%); colon (0 a 97%, media 70%); higado (19%);
vagina/vulva (17 a 92%, media 51%); endometrio (0 a 44%, media 17%); ovario (0 a 52%,
media 24%); mama (0 a 74%, media 22%); pene (42 a 82%, media 63%); ano (19 a 90%,
media 59%); piel (18 a 83%, media 47%); pulmén (0 a 80%, media 25%); laringe (9 a
36%, media 22%); eséfago (16 a 56%, media 34%); y cavidad bucal (24 a 74%, media
41%). Aunque en los estudios revisados se encontraron varios tipos de HPV, tanto de
bajo como de alto riesgo, en la totalidad de los mismos se detectd la presencia de HPV
16. A pesar de estas tasas de deteccion, aun resta confirmar si estos virus guardan una
relacién causal con el proceso oncogénico de los tumores en donde se les ha identificado.
No obstante, independientemente del tejido estudiado, se ha observado un mejor
pronéstico cuando HPV esta presente, pues en general existe una mayor sensibilidad a la

radioterapia (Petersen y Klein, 2008).
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En particular, la infeccion por HPV también ha sido asociada etiolégicamente con un
subgrupo de carcinomas de cabeza y cuello. Creciente evidencia epidemioldgica,
molecular y clinica indica que la presencia de HPV de alto riesgo (especialmente HPV 16)
es responsable por por el desarrollo de estas malignidades, especialmente en algunos
individuos que no tienen los factores de riesgo clasicos (p. ej., consumo de tabaco o
alcohol), con estudios que indican que la infeccion oral por HPV es de transmision sexual
y que revelan una asociacion entre la conducta sexual y la incidencia de cancer de
cabeza y cuello, en especial, de cancer orofaringeo de células escamosas (Psyrri y
DiMaio, 2008).

Desde un punto de vista molecular, en los carcinomas asociados a HPV, p53 y pRb son
nativos, con un incremento en la expresion de p16 (similar a lo observado en cancer
cervicouterino), mientras que en aquéllos asociados a tabaco/alcohol se observan
mutaciones en p53 y disminucién en los niveles de p16. Desde una perspectiva clinica,
los canceres positivos a HPV suelen tener mejor pronéstico que los negativos (con una
reduccion de 60 a 80% en el riesgo de mortalidad por cancer), posiblemente debido a un
origen mas localizado de las lesiones, asi como una mayor sensibilidad a la radiacion y la
quimioterapia (en virtud de la existencia de p53 nativo, la respuesta apoptética podria
estar aun intacta) (Psyrri y DiMaio, 2008).

Diferentes estudios han reportado prevalencias de HPV en cancer bucal que van de 3.9 a
74% (43.5% en un estudio en poblacion mexicana). La asociaciéon entre la infeccion por
HPV de alto riesgo y el desarrollo de cancer oral de células escamosas es fuerte,
independientemente del tabaco o alcohol, con una razén de momios 6 veces mayor para
el desarrollo de cancer bucal, en relacién con controles. Entre los virus de alto riesgo
encontrados, HPV 16 es el mas frecuentemente detectado (en 55.6% de los casos, vs.
34.9% en controles) (Anaya-Saavedra et al., 2008), con reportes que indican su presencia

hasta en 90% de los casos positivos para HPV (Psyrri y DiMaio, 2008).

2 o
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

“Natura nunquam magis et tota quam in minimis.”
(En ninguin lugar se encuentra la naturaleza en su totalidad
tanto como en sus mas pequenfias criaturas)

PLINIO, SIGLO |, D. C.

“Hay cosas que ningun hombre puede conquistar, y ninguna espada
puede matar, y ningun fuego puede quemar”

MICHAEL CRICHTON “EATERS OF THE DEAD”, 1976.

En 1933 Shope y Hurst reportaron el descubrimiento de un virus de conejos, el Shope
Papilloma virus, que era capaz de producir papilomas benignos en conejos silvestres,
pero cuando el extracto filirable de las verrugas era usado para inocular conejos
domésticos (una especie diferente), el virus producia carcinomas malignos. No obstante,
no era posible aislar virus infecciosos a partir de tales carcinomas (debido a la integracion
del DNA viral en el del hospedero), lo que se convirtié en un paradigma en el campo de
los oncovirus de DNA (Shope y Hurst, 1933; Levine, 2009).

Los papilomavirus son un grupo de virus epiteliotropicos que producen lesiones benignas
de la piel (verrugas) y las mucosas (condilomas), asi como malignidades epiteliales (Lowy
y Howley, 2001; White, 1994). Los HPVs pueden clasificarse de forma gruesa en tres
grupos: tipos cutaneos, tipos EV, y tipos mucosa-genital. Los tipos cutaneos causan
verrugas de la piel. Los tipos EV producen lesiones de la piel en individuos con
epidermodisplasia verruciforme (EV) o inmunosuprimidos. Los tipos mucosa-genital
pueden infectar la piel genital, la mucosa genital y mucosa no genital; éstos se subdividen
en tipos de alto riesgo o bajo riesgo, dependiendo de si se encuentran regularmente o no,

en el cancer cervical (Lowy y Howley, 2001).
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Estos virus se caracterizan por ser pequenos (aproximadamente 55 nm de diametro),
carecer de envoltura, y poseer una capside icosaédrica. El genoma esta conformado por
DNA de doble cadena con cerca de 8,000 pares de bases (bp). La replicacién y el
ensamblaje de los viriones se realiza en el nucleo celular (Howley y Lowy, 2001).

La cadena codificante contiene, en general, 8 ORFs, los cuales, de acuerdo con su
posicidon en el genoma, son clasificados como tempranos (E: early) o tardios (L: late). La
region temprana se expresa tanto en células infectadas de forma productiva, como en
células transformadas, y codifica proteinas regulatorias, incluyendo las proteinas virales
necesarias para dar inicio a la replicacion del DNA viral. Por su parte, la regién tardia
consiste en dos ORFs, L1 y L2, que codifican las proteinas de la capside viral.
Adicionalmente, existe una region de tamano variable en la cual no hay ORFs pero que
contiene elementos regulatorios en cis, tal como el origen de replicacion, el promotor y el
enhancer, por lo que es conocida como Regién Larga de Control (LCR: Long Control

Region) (Howley y Lowy, 2001) (Figura 3).

L1

E1

Figura 3. Mapa gendémico del HPV 16
El genoma viral del HPV 16 es una molécula de DNA circular de 7904 bps. El promotor temprano de la
transcripcion es Py, el tardio es Pe70. Los ORFs (E1 a E7, y L1 y L2) estan indicados. A y AL representan los

sitios de poliadenilacion temprana y tardia, respectivamente (tomado de Lowy y Howley, 2001)



o 16 =

La transcripcidon de los HPVs es compleja debido a la presencia de patrones de splicing
multiples y alternativos, y a la produccién diferencial de especies de mRNA en diferentes
células. En células transformadas, estos mensajeros codifican principalmente factores
virales involucrados en la replicacion del plasmido viral, en la regulacién de la
transcripcion viral y en la transformacién celular (Howley y Lowy, 2001). Estas proteinas
son capaces de inducir proliferacion no programada y prevenir la apoptosis de las células
infectadas, facilitando asi la acumulacion de mutaciones en el genoma del hospedero, lo
que podria llevar a la activacion de oncogenes celulares o a la inactivacion de genes
supresores de tumores (Tommasino et al., 2003).

Los genes E1 y E2 codifican proteinas indispensables para la replicacion
extracromosémica del genoma viral episémico, que se unen de forma cooperativa en el
origen de replicacion viral (Berg y Stenlund, 1997), aunque E1 es el unico factor viral
directamente involucrado en este proceso. E1 es una fosfoproteina nuclear que se une
especificamente al origen de replicacién con baja afinidad, y es estabilizada mediante la
interaccion con E2 (cuando ésta esta ubicada en sus sitios de union, adyacentes al origen
de replicacion). E1 tiene actividades de ATPasa y de helicasa dependientes de DNA,
necesarias para la iniciacion y la elongacion de la replicacién. Adicionalmente, E1 puede
unirse a varias proteinas celulares, por ejemplo, la eficiente replicacion del genoma viral,
regulada por el ciclo celular, depende de la asociacion de E1 con el complejo ciclina E-
CDk2 especifico de la fase S (Howley y Lowy, 2001).

Las proteinas E2 poseen dos dominios relativamente bien conservados entre los HPVs:
un dominio que contiene la funcién de unién a DNA en forma secuencia-especifica y la de
dimerizacion (en la region carboxilo terminal), y otro dominio de transactivacion (en el
extremo amino terminal). Ambos se encuentran separados por una region bisagra interna
que varia de un virus a otro. Las proteinas E2 se unen como dimeros (Howley y Lowy,

2001) a la secuencia consenso ACCGN,CGGT.
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Se han reportado tres isoformas distintas de la proteina E2. Aquélla de tamano completo
(E2TA) puede funcionar como un transactivador o un represor, dependiendo de la
ubicacién de sus sitios de unidn en relacion con el promotor y el enhancer. En el caso del
genoma del HPV 16 el promotor Pg7, que dirige la expresion de E6 y E7, es reprimido por
E2 cuando ésta ocupa los sitios de unidén ubicados cerca de la caja TATA, probablemente
por interferencia con el ensamblaje del complejo de preiniciacién de la transcripcion
(Howley y Lowy, 2001).

En estudios de transformacion de cultivos celulares primarios se demostré que los HPVs
de alto riesgo son capaces de inducir la transformacion celular, mientras que los virus de
bajo riesgo no lo son. Estos ensayos permitieron determinar que los genes directamente
involucrados con la transformacién son los ORFs E6 y E7 (Howley y Lowy, 2001). La
oncoproteina E6 de los virus de alto riesgo tiene un bajo potencial oncogénico por si
misma, y es necesaria la cooperacion con E7 para dar lugar a una capacidad
transformante completa. Estos efectos son producidos por la estimulacion de la
degradacion de los supresores de tumores p53 y pRB mediada por E6 y E7,
respectivamente (Duefias-Gonzalez et al., 2005).

E6 interactua con la proteina celular EGAP, la cual funciona como una ubiquitin-protein-
ligasa. El complejo E6/E6GAP a su vez se une a la region central de p53 favoreciendo su
rapida ubiquitinacion y degradacion en el proteasoma. Esto tiene como consecuencia la
presencia de niveles extremadamente bajos de p53, y como éste juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la integridad genémica, en estas células se observa
inestabilidad cromosdmica, lo que aumenta la probabilidad de evolucién hacia la
malignidad (Tommasino et al., 2003). La proteina E6 de los HPVs de alto riesgo tiene la
capacidad de unirse a p53 para estimular su degradacion, mientras que esta misma
proteina, en los virus de bajo riesgo, no se une a cantidades detectables de p53 (Howley y

Lowy, 2001).
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Por su parte, la unién de E7 a pRB libera al factor de transcripcién E2F, favoreciendo asi
la expresion de genes que estimulan la sintesis de DNA en la célula (Duefias-Gonzalez et
al., 2005) y el paso de G4 a S. La disminucién de p53 mediada por E6 complementa a E7
previniendo la apoptosis en respuesta a la entrada no programada a la fase S inducida
por la ultima (Doorbar, 2005).

El gen E4 codifica una fosfoproteina citoplasmatica cuya funcién biolégica no se conoce
con precision, aunque se ha demostrado que genera despolimerizacién de citoqueratinas;
E5 es una proteina que interactia con receptores de factores de crecimiento para
activarlos, y por lo tanto también es considerada como una oncoproteina; L1 es la
principal proteina estructural de la capside viral, compuesta por 72 pentameros de ésta;
L2 es menos abundante en la capside, interactia con los pentameros de L1 y es

necesaria para la encapsidacién del genoma viral (Tabla 1) (Lowy y Howley, 2003).

Tabla 1. Funciones asighadas a los marcos abiertos de lectura (ORFs) de HPV 16
(Adaptado de Lowy y Howley, 2001)

ORF Funcion

L1 Proteina L1, proteina principal de la capside

L2 Proteina L2, proteina menor de la capside

E1l Iniciacién de la replicacion del DNA viral

£5 Regulacién transcripcional; papel auxiliar en la replicacion del
DNA viral

E4 Disrupcion de polimeros de citoqueratinas

- Transformaciéon de membrana; interaccion con receptores de
factores de crecimiento

E6 Transformacién celular; marca a p53 para degradacion

E7 Transformacién celular; unién a la proteina retinoblastoma

Los papilomas son lesiones epiteliales benignas que aparecen tras un periodo de latencia

que varia de semanas a meses, y pueden desarrollarse practicamente en cualquier
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epitelio escamoso estratificado, ya sea la piel o las mucosas. Estas lesiones pueden
mantenerse durante meses o anos y después revertir espontaneamente. A fin de
establecer esta infeccién cronica, el virus debe infectar las células epiteliales con
capacidad proliferativa a largo plazo, por lo que se postula que durante la inoculacion es
necesario un trauma menor a las capas superiores del epitelio (que puede ocurrir durante
el coito) el cual brinde acceso a la capa celular basal, donde se encuentran las células
proliferativas (Lowy y Howley, 2001).

En las infecciones productivas el DNA viral es amplificado como un plasmido
extracromosémico (episomal) en ceélulas postmitéticas diferenciadas localizadas en el
estrato suprabasal. En estas ceélulas, es comun que no existan, o que se expresen en
niveles muy bajos, las oncoproteinas E6 y E7, debido al control negativo impuesto sobre
el enhancer-promotor (en la LCR) por los factores celulares de transcripcion vy
posiblemente por la proteina E2 (Van Tine et al., 2004).

Las capas inferiores de la epidermis albergan un bajo numero de copias de DNA viral, asi
como bajos niveles de transcrito viral. La replicacién vegetativa del DNA, la expresién de
las proteinas y el ensamblaje de los virus se dan en las capas superiores (diferenciacion
terminal). El ensamblaje de los virus ocurre en el nucleo, donde los viriones suelen

permanecer hasta que las células son descamadas (Figura 4) (Lowy y Howley, 2001).
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Figura 4. Diferenciacion del epitelio mucoso escamoso normal y actividades de

Los estratos epiteliales y su diferenciacion, asi como el perfil de expresiéon genética, se muestran en los
paneles de la izquierda y el centro. Las capas granulares y el estrato cérneo no existen en el epitelio no

queratinizado, como es el caso del cervical. En el panel de la derecha se muestran las actividades virales en

Los canceres atribuibles a la infeccién por HPV ocurren después de muchos afos de la
infeccidn inicial, la cual, tradicionalmente genera papilomas displasias leves (SIL de bajo
grado) (Lowy y Howley, 2001). De hecho, se estima que el periodo de latencia entre la

infeccion inicial y el desarrollo de cancer es de alrededor de 10 anos (Psyrri y DiMaio,

El riesgo de desarrollar una SIL de alto grado se asocia con la presencia de los tipos de
alto riesgo, de los cuales, el mas frecuentemente detectado es el HPV 16, y cuya

detecciodn repetida se ha asociado con un riesgo particularmente alto de progresion hacia
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SIL de alto grado (Liaw et al., 1999). Aunque la SIL de alto grado tiene el potencial para
progresar hacia el cancer cervical, la mayoria de las SIL leves presentan una regresion
espontanea, pero esta tasa de regresion es mucho menor en mujeres infectadas con HPV
16 o 18, en comparacion con aquéllas infectadas con HPV 6 u 11 (tipos de bajo riesgo)
(Ho et al.,, 1995). Diversos estudios han concluido que la infeccién por HPV es
principalmente transitoria y de corta duraciéon (Ho et al., 1998; Woodman et al., 2001;
Tomassino et al.,, 2003), no obstante, es probable que este fendbmeno se deba al
establecimiento de una infeccién latente cuya produccion viral se encuentre por debajo de
los limites de deteccion, ya que los tipos de alto riesgo presentan una mayor probabilidad
de establecer infecciones persistentes (Hildesheim et al., 1994), de hecho, se ha
observado que un solo hallazgo positivo de DNA de HPV en un Papanicolau confiere un
riesgo incrementado de cancer cervical invasivo positivo para el mismo tipo de virus
(Wallin et al., 1999). Sea que la presencia continua de DNA viral se deba a una
reactivacion de una posible infeccion latente, o bien a repetidas infecciones, la
persistencia de HPV 16 o 18 es un predictor de SIL (Schlecht et al., 2001), y se asocia
con un mayor riesgo de SIL persistente (Ho et al., 1995) y de desarrollo de cancer cervical
(Tallin et al., 1999; Tomassino et al., 2003), de hecho, existe una relacion inversa entre la
duracion de la persistencia y la tasa de regresion espontanea (Ho et al., 1995).

La persistencia viral puede conducir al desarrollo de una neoplasia de alto grado
(Tomassino et al., 2003), estas lesiones, asi como los carcinomas, estan formados por
células proliferativas semejantes a las basales, en las que el DNA viral normalmente esta
integrado (Figura 5). Este evento ocurre invariablemente rio abajo de los genes E6/E7,
generalmente en la region de E1 o E2, y se acomparfia de una delecién de las secuencias
ubicadas rio abajo, con lo que se pierde el control de la expresion de oncogenes mediada
por E2, de forma tal que se observa un aumento en la expresién de E6 y E7 (Van Tine et
al., 2004). La integracion se da en regiones del DNA hospedero que son

transcripcionalmente activas, lo que también contribuye a la elevacion en los niveles de
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oncoproteinas virales resultando en una ventaja selectiva de crecimiento (Lowy y Howley,
2001). Los canceres asociados a HPV mantienen y expresan los genes virales, incluso en
etapas avanzadas de la enfermedad, y la represién de la expresiéon de los oncogenes
virales puede prevenir el crecimiento y superviviencia de las células cervicales
cancerosas: la represion de E6 y E7 en lineas celulares de cancer cervicouterino, es
capaz de restaurar la actividad de p53 y pRb, lo que es suficiente para inducir arresto
celular o apoptosis (Psyrri y DiMaio, 2008).

La persistencia y evolucidn de las lesiones cervicales displasicas depende de varios
factores, tales como la severidad de la lesidn, el tipo de virus presente, la prevalencia y
cantidad de transcritos de E6 y E7, y el nimero de copias virales. Se ha sugerido que el
estado fisico del genoma viral (episomal o integrado) es un factor clave que contribuye
con la transformacién maligna y la progresién de la enfermedad. En diversos estudios se
ha demostrado que en tejido normal, lesiones NIC | y NIC Il, se observan exclusivamente
copias episomales, mientras que en lesiones CIN lll/carcinoma in situ, es posible detectar
secuencias integradas, o mezclas de secuencias integradas y episomales. Es interesante
el hecho de que parece existir una correlacion entre el tipo viral y el estado del genoma,
ya que en varios reportes se ha sugerido que la integracién del DNA de HPV 16 y la
inactivacion de E2 podria no ser un evento obligatorio en varios tumores. En contraste, la
integracién podria reflejar un evento crucial hacia la transformacion malligna en lesiones
con HPV 18, pero tal vez no sea un elemento obligatorio en una importante proporcion de

tumores positivos para DNA de HPV 16 (Hudelist et al., 2004).
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Figura 5. Progresion de las alteraciones inducidas por el HPV
La mayoria de las infecciones por HPV de alto riesgo tienen una regresion espontanea (representada por las
flechas con doble cabeza). En algunos casos la persistencia de la infeccidn lleva al desarrollo de SIL de bajo
grado, caracterizada por diferenciacion anormal del tercio inferior del epitelio. La lesidon puede regresar o
progresar a SIL de alto grado, la que puede regresar o evolucionar a carcinoma cervical invasivo. En la
mayoria de los casos la transicion al ultimo coincide con la integracion del genoma viral al del hospedero

(adaptado de Tomassino, et al., 2003).

2 o



o 24 <
EPIGENETICA

“Ella se mueve en formas misteriosas”

U2 “MYSTERIOUS WAYS”, 1991.

“Por tanto, dada la importancia del silencio,
rara vez se dé permiso para hablar a los discipulos perfectos”

BENITO DE NURSIA “REGLA DE SAN BENITO”, S. VI, D. C.

Histéricamente la palabra “epigenética” se ha usado para describir eventos que no
podrian ser explicados por principios genéticos. El término fue acuhado por Conrad
Waddington en 1942, que definié a la epigenética como la rama de la biologia que estudia
las interacciones causales entre los genes y sus productos, “que hacen ser al fenotipo”.
En un sentido amplio, la epigenética es el puente entre el genotipo y el fenotipo
(Goldberg, 2007).

Hasta hace algunos afos soélo los cambios en la secuencia genética, que explican
variantes alélicas y mutaciones, habian recibido la mayor atencién porque son
conservados en el DNA gendmico de los tumores y por tanto han sido mas faciles de
detectar (Jones, 1999). Sin embargo, se ha demostrado que el cancer también puede ser
iniciado e impulsado por patrones alterados de la expresidon genética (cuantitativos) que
son mediados por mecanismos que no cambian la secuencia primaria del DNA (Baylin,
2006) y que ademas pueden ser heredables (Jones, 1999). Estas alteraciones, por no ser
genéticas, reciben el nombre de epigenéticas.

Actualmente se entiende por epigenética la funcion del genoma que esta contenida afuera
del genoma mismo y por medio de la cual se establecen alteraciones estables de la
expresion genética (Duefias-Gonzalez et al., 2005), es decir, una variacion persistente en
el potencial de la expresion génica que tiene lugar sin cambios en la secuencia del DNA
(Das, 2004). Asi, los factores epigenéticos proporcionan una forma heredable, reversible y

dinamica para modular la expresion genética sin cambiar la secuencia genética (Santos-
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Reboucas, 2007). La epigenética es un fendmeno que juega un papel fundamental en el
desarrollo embrionario, el cancer y la respuesta inmune (Duefias-Gonzalez et al., 2005).

Los cambios epigenéticos mejor estudiados son la metilacion del DNA vy la acetilacién de
histonas (Duefias-Gonzalez et al., 2005). La ultima actua afectando la estructura local de
la cromatina, y en forma concertada con la primera, pueden regular la transcripcion

genética (Baylin, 2005).

Modificaciones Covalentes de las Histonas

El genoma eucarionte se encuentra organizado en la cromatina, ésta a su vez, se divide
en eucromatina, donde el material genético se encuentra densamente empacado pero
accesible a la maquinaria transcripcional; y en heterocromatina, con una alta densidad de
empaquetamiento que vuelve transcripcionalmente inactivo al DNA involucrado (Lewin,
2004). Adicionalmente, regiones eucromaticas pueden ser silenciadas cuando son
empaquetadas en un forma heterocromatica, por lo que se habla, también, de una
“hetercromatina facultativa”, que se define como aquellas regiones gendmicas que
muestran tal empaquetamiento s6lo en un subgrupo de células o s6lo para uno de los
homologos (por ejemplo la inactivacidn de uno de los cromosomas X). El estado silente de
la heterocromatina facultativa persiste a través de las divisiones mitéticas (Richards y
Elgin, 2002).

Los primeros estudios citolégicos definieron a la heterocromatina como la porcion del
genoma que permanece condensada y muy pigmentada mientras la célula realiza la
transicion de metafase a interfase (Richards y Elgin, 2002). La unidad fundamental de la
cromatina es el nucleosoma, que consiste en aproximadamente 200 bp de DNA enrollado
en la superficie de un octamero de histonas (un conjunto de pequenas proteinas basicas).
A su vez, una serie de nucleosomas se organizan en un arreglo helicoidal de unos 30 nm

de diametro llamado solenoide (6 nucleosomas por vuelta). Esta fibra es compactada aun
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mas, dando una tasa de empaquetamiento cercana a 1,000 en la eucromatina, y de
10,000 en la heterocromatina (Lewin, 2004).

Cada octamero de histonas se compone de dos copias de cada una de las siguientes
proteinas: H2A, H2B, H3 y H4, que son llamadas histonas nucleares. Las ultimas dos son
algunas de las proteinas mas conservadas entre eucariontes que se conocen (Lewin,
2004).

El nucleosoma tiene la forma de un cilindro aplanado. EI DNA se pliega alrededor del
octamero de histonas y las rodea dos veces. Esta asociacion forma la particula nuclear
que contiene 146 bp de DNA, con 8 a 114 bp fungiendo como DNA conector (Lewin,
2004). El octamero es un ensamblaje tripartito en donde un tetramero (H3-H4), esta
flanqueado por dimeros H2A-H2B; el nucleosoma tiene una forma de disco aplanado, que
representa la proyeccion planar de una superhélice proteica levdgira, siendo el diametro
de la particula de 65 A. Las histonas neutralizan el caracter negativo del DNA y funcionan
como un andamio que determina el camino de éste (Arents et al., 1991) (Figura 6).

Cada una de las histonas tiene un cuerpo globular que contribuye a la masa proteica
central del nucleosoma; adicionalmente, poseen una cola N-terminal flexible (que
corresponde a una cuarta parte de la masa proteica total) en la cual hay sitios de
modificacion que afectan la funcién de la cromatina. Aunque no se ha definido con
precision la ubicacion de todas las colas, aquéllas de H3 y H2B pasan entre las vueltas de

DNA y se extienden hacia afuera del nucleosoma (Lewin, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura del nucleosoma
A. Los dimeros H2A-H2B estan representados en azul y el tetramero (H3-H4), en gris claro. La linea negra
indica el camino de la superhélice proteica levégira (tomado de Arents et al., 1991)
B. Se distingue cada histona con un color diferente. Las colas amino terminales de H3 (amarillo) y H2B
(verde) protruyen del nucleosoma, lo que les permite interactuar con el DNA y con otras proteinas
remodeladotas de la cromatina a fin de regular la expresion genética

Se sabe que las colas de las histonas nucleares estan sujetas a varias modificaciones
postraduccionales, tales como la acetilacién, fosforilacién, mono-, di- o trimetilacion,
ubiquitinacion y ADP-ribosilacién. Tales modificaciones ocurren en residuos especificos, y
ciertos patrones de modificaciones se asocian con respuestas particulares en la expresion
de ciertos genes (Strahl, 2000) a través de la remodelacion de la cromatina (Lewin, 2004),
afectando su estabilidad y la accesibilidad al DNA dentro de nucleosomas individuales. De
hecho, se ha demostrado que las colas de las histonas H3 y H4 participan en
interacciones con regiones especificas del DNA (preferencialmente con el que conecta un
nucleosoma con el siguiente) y proteinas en la fibra condensada de cromatina (Angelov et
al., 2001).

Al menos cuatro clases de modificadores de las histonas participan en la regulacion
transcripcional: histona-acetiltransferasas (HATs); histona-desacetilasas (HDACSs);
histona-metiltransferasas (HMTs); e histona-cinasas. La acetilacién de las histonas se
correlaciona con la competencia transcripcional. En general, los activadores de la

transcripcion reclutan HATs y HMTs, mientras que los represores reclutan HDACs
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(Orphanides y Reinberg, 2002). Recientemente se ha reportado la identificacion de
histona-desmetilasas que parecen tener un papel importante en la formacion de
heterocormatina y la represion de genes (Heinrichs, 2006). Los cambios que estas
actividades enzimaticas producen en promotores individuales controlan si se iniciara la
transcripcién en ese gen, o si sera silenciado. Las modificaciones a los residuos de las
colas de histonas reducen su carga positiva (Lewin, 2004), lo que se traduce en una
menor afinidad por el DNA y en una cromatina mas abierta y transcripcionalmente activa.
La acetilacién de las colas de las histonas es reversible y ocurre principalmente en los
residuos de lisina durante la replicacion del DNA y cuando los genes son
transcripcionalmente activos. La acetilacién es reversible gracias a la accion de las
HDACSs, las que se encuentran presentes en complejos que tienen actividad represora
(Lewin, 2004).

Por su parte, la metilacion de las histonas y del DNA parecen asociarse con el
silenciamiento y podrian estar conectadas, en virtud de que algunas HMTs contienen
sitios potenciales de unién al sitio metilado CpG, o alternativamente, la metilacion de las
colas de histonas podria reclutar a la enzima encargada de metilar el sitio CpG (Lewin,
2004). Anteriormente no era claro si la metilacion de las histonas puede ser reversible, ya
que no se habian identificado actividades capaces de desmetilar histonas, y se pensaba
en la posibilidad de que los efectos de la metilacién pudieran ser neutralizados por otras
modificaciones, o bien que las histonas metiladas fuesen degradadas, o que las colas se
cortaran por proteasas (Orphanides y Reinberg, 2002). No obstante, investigaciones
recientes han identificado varias histona-desmetilasas de la familia de proteinas que
contienen un dominio JmjC. Esta actividad se restringe a la cola de la HS3,
especificamente a los residuos de lisina 9 y 36. Algunas de ellas median la desmetilacién
de residuos trimetilados, mientras que otras también pueden actuar sobre lisinas mono- y
dimetiladas (Heinrichs, 2006) a través de una reaccién de hidroxilacién que requiere Fe?*

y a-cetoglutarato como cofactores (Cloos et al., 2006). Aunque su papel fisioldgico preciso
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aun debe ser dilucidado por completo, es posible que estas enzimas sean importantes
para modular finamente el estado de metilacion de la cromatina (Heinrichs, 2006), ya que
la evidencia parece indicar que distintos grados de metilacion pueden correlacionarse con
diferentes niveles de silenciamiento genético (Santos-Rebougas y Pimentel, 2007).

Asi, se ha sugerido que el patrén de modificaciones actia como un cddigo de informacion
(el cédigo de histonas), que dicta las interacciones nucleosomales y la asociacion de
proteinas cromosomales diferentes de las histonas, que colectivamente determinan el

empaquetamiento y regulan la expresion génica (Richards y Elgin, 2002).

Metilacion/Desmetilacion del DNA

La primera senal epigenética en ser reconocida fue la metilacion del DNA, y dado su
importante papel funcional, a la 5-metildesoxicitidina se le ha llamado el quinto nucleétido
en el DNA (Doerfler, 2008), y es la unica modificacion al DNA que se conoce en
mamiferos (Robertson, 2005) (siendo también prevalente en plantas (Richards y Elgin,
2002)). Esta involucra la adicion de un grupo metilo a la posicién 5 del anillo de la base
(Figura 7). Esta reaccion es catalizada por una DNA metiltransferasa (DNMT) en el
contexto de la secuencia palindrémica 5-CG-3’, también llamada dinucleétido CpG
(Singal y Ginder, 1999). La reaccion enzimatica involucra la adicion de un tiol catalitico en
la posicion 6 de la citosina y la posterior transferencia de un grupo metilo donado por la S-
adenosilmetionina, al carbono 5 de la citosina (Blackburn y Gait, 1996), para generar 5-

metilcitosina (5-mC) y S-adenosilhomocisteina (Singal y Ginder, 1999) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de metilacion de la citosina en el carbono 5
El tiol catalitico de la enzima (DNMT) realiza un ataque nucleofilico en la posicién 6, lo que conduce a la
transferencia del grupo metilo desde la S-adenosilmetionina hacia el carbono 5. La desprotonacién en 5

recupera el doble enlace de la pirimidina y rompe el enlace formado con el tiol catalitico (Blackburn, 1996).

La maquinaria de metilacion del DNA de los mamiferos estd formada por dos
componentes: las DNMTs, que establecen y mantienen los patrones de metilacion; y las
proteinas de union a metil-CpG (MBDs), que se encargan de “leer’ las marcas de
metilacion (Robertson, 2005).

Dado que el DNA esta compuesto por 4 bases, existen 16 posibles combinaciones de
dinucledtidos, y por tanto, el dinucleétido CpG deberia encontrarse con una frecuencia
aproximada de 6%. No obstante, su presencia real es de apenas 0.3 a 0.6%, lo que
podria estar relacionado con la hipermutabilidad de la citosina metilada (Das y Singal,
2004) a través de la desaminacion espontanea de la 5-mC a timina, que causa una
transiciéon C a T. Adicionalmente, la presencia de 5-mC en un dinucleétido CpG parece
ser un blanco preferido por ciertos carcindgenos exégenos como el BPDE (un metabolito
del benzol[a]pireno, este ultimo presente en el humo del cigarro) (Denissenko et al., 1997).
Aunque se conocen varias DNMTs: DNMT1, DNMT1b, DNMT10, DNMT1p, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3b con sus isoformas, y DNMT3L (Das y Singal, 2004), en el humano
solo tres de ellas parecen ser funcionales: DNMT1, DNMT3a y DNMT3b (Rhee et al.,
2002). Las ultimas dos estan encargadas de realizar la metilaciéon de novo, en particular,
DNMT3b tiene una alta actividad metiladora en CpGs durante el desarrollo embrionario y

DNMT1 apoya esta funcion, completando la metilacién de los CpGs hemimetilados por
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DNMT3b, es decir, posee una actividad de mantenimiento de la metilacion (Ramsahoye et
al., 2000), inclusive en tejidos adultos. De hecho, DNMT1 normalmente esta colocalizada
con PCNA, indicando su funcion para conservar los patrones de metilacién durante la
replicacion del DNA (lida et al., 2002), y hay evidencia que sugiere que se encuentra en la
horquilla de replicacion donde puede modificar el DNA naciente inmediatamente, con una
alta preferencia por los sitios hemimetilados (Hermann et al., 2004).

Recientemente se ha descrito que la DNMT2 tiene una débil actividad de DNA
metiltransferasa, pero actia como tRNA metiltransferasa (Santos-Reboucgas, 2007). Por
su parte, DNMT3a lleva a cabo metilacién de novo, probablemente sélo en células
embrionarias, y tanto en sitios CpG como no-CpG, siendo CpA el mas comun. De esta
forma, cuando la expresiéon de las DNMT3 es regulada a la baja en etapas posteriores del
desarrollo, no hay metilacién de novo y aquélla presente en sitios no-CpG se pierde de
forma concomitante (Ramsahoye et al., 2000). En conjunto, DNMT3a y DNMT3b parecen
ser responsables del establecimiento de un patron de metilacion inicial en los genomas en
desarrollo, mientras que DNMT1 es expresada constitutivamente en células proliferativas
y funciona como una enzima de mantenimiento que garantiza que tal patron sea copiado
fielmente a las células hijas (Lin et al., 2005).

Por ejemplo, en las células germinales ocurre una metilacién diferencial de regiones de
control improntadas, la cual es mantenida durante todo el desarrollo. Esta impronta
gendmica es una modificacion epigenética en uno de los cromosomas parentales, en el
gameto o el cigoto, que conduce a una expresion diferencial de ambos alelos de un gen.
La pérdida de estas marcas epigenéticas resulta en la disrupcion de la impronta, ya sea
por pérdida, o por ganancia de metilacion del DNA, o por la pérdida de la expresion alelo-
especifica (Robertson, 2005). Durante el desarrollo de las células germinales y en la
embriogénesis temprana, el genoma atraviesa dos etapas de desmetilacion y metilacién
de novo que modifican sustancialmente las marcas epigenéticas, y aunque no se habia

documentado su transmision a la descendencia a través de las células germinales, en un
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estudio reciente se reportd la herencia de una epimutacion en linea germinal, con distinta
distribucion entre tejidos, que se desvia del patrén Mendeliano de herencia, y que podria
actuar como el primer evento en la carcinogénesis (Chan et al., 2006).

La maquinaria de metilacion del DNA incluye desmetilasas, centros de DNA que disparan
la metilacion, y otros que la evitan. Dentro de las enzimas que desmetilan al DNA se
encuentran la 5-metilcitosina glucosilasa y la proteina 2 de unién al dominio metil-CpG
(MBD2b). La primera remueve la 5-mC del DNA mediante hidrdlisis del enlace glicosidico,
dejando a la desoxirribosa intacta en el esqueleto, mientras que se piensa que la segunda
produce la desmetilacion hidrolizando la 5-mC para producir citosina y metanol (Das,
2004).

Aunque los dinucledtidos CpG se hallan en el genoma en una proporcion menor de la
predicha, éstos se encuentran con mayor frecuencia en pequefos segmentos de DNA
llamadas islas CpG. Estas normalmente se localizan en o cerca de regiones promotoras
de ciertos genes (Baylin, 2005) y por lo tanto, son buenos blancos para la actividad de las
DNMTs.

Las islas CpG son regiones gendémicas que se caracterizan por una frecuencia
excepcionalmente alta de dinucleétidos CpG. De acuerdo con el criterio de Gardiner-
Gardner, una regién debe cumplir con los siguientes criterios para ser considerada una
isla CpG: 1) contenido de CG mayor a 50%; 2) proporcién de dinucleétidos CpG
observados:esperados superior a 0.6; 3) longitud minima de 200 pares de bases (algunas
clasificaciones consideran 500 bps). Actualmente se sabe que las islas CpG se asocian
con mas de tres cuartas partes de los sitios conocidos de inicio de la transcripcién, por
ejemplo, en fibroblastos primarios se han encontrado islas CpG en 88% de los promotores
activos (pues en general estan desmetiladas). De hecho, estas regiones suelen ser blanco
de factores de transcripcion ubicuos, asi como presentar estructuras de cromatina
especialmente accesibles, por o que también se han empleado para predecir promotores

(Bock et al., 2007).
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Adicionalmente, se ha postulado clasificar a las islas CpG de acuerdo con cuan “fuertes”
son, es decir, tomando en cuenta la composicibn de su secuencia y su estado
epigenético, con lo que se puede hablar, también de islas CpG débiles, intermedias y
fuertes (Bock et al., 2007).

Ahora bien, los grupos metilo de la 5-mC se proyectan hacia el surco mayor del DNA
(Baylin, 2005), y en virtud de que varios factores de transcripcidon reconocen secuencias
que contienen residuos CpG, una metilacion incrementada en la regién promotora de un
gen conduce a una menor expresion del mismo (Das, 2004) debido a la inteferencia
estérica que evita que el factor de transcripcion interactie con su elemento de respuesta.
Ello resulta en silenciamento epigenético de tales genes. Adicionalmente, la metilacién del
DNA recluta a las desacetilasas de histonas y a otras proteinas de unién a la cromatina
(Bayilin, 2005) que al unirse a la 5-mCpG a través de un motivo llamado dominio de unién
a metil-CpG (MBD), o mediante dedos de zinc, actian como represores transcripcionales.
Por ejemplo, las proteinas MeCP2, MBD2 y MBD3 contienen un dominio de unién a metil-
CpG y forman complejos (MeCP-2, MeCP-1 y Mi-2, respectivamente) que contienen
desacetilasas de histonas (HDACs) (Das, 2004). Actualmente se conocen al menos 5
miembros de la familia MBD: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, y MBD4. EI primer dominio
de unién fue identificado en MeCP2 (70 aminoacidos) y su secuencia se empled para
identificar a las otras proteinas MBD en bases de datos. Se han descrito otras proteinas
capaces de unirse selectivamente al DNA metilado, como la proteina Kaiso, miembro de
una familia de proteinas con dedos de zinc, que se asocian con complejos correpresores
que contienen a la HDAC3 (Lopez-Serra y Esteller, 2008).

Por otro lado, se ha reportado la interaccion fisica entre la DNMT1 y las HDACs. Esta
interaccion no requiere del dominio catalitico de la primera, sugiriendo que puede
funcionar como un correpresor transcripcional de forma inpendiente de su actividad de
metiltransferasa. Esta interaccion puede ayudar a reforzar la herencia de patrones de

cromatina silente, facilitando la acetilacion de histonas en las horquillas de replicacion,
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donde la DNMT1 actua para mantener la marca epigenética de la 5-mC en las secuencias
hemimetiladas (Richards y Elgin, 2002).

En contraste, las islas CpG no metiladas se encuentran en una configuracion mas abierta
que permite la entrada de los factores de transcripcidon. Sin embargo, cuando estas estan
metiladas, los nucleosomas se vuelven mas compactos inhibiendo el acceso de los
factores activadores de la transcripcion (TAFs) y de factores de transcripcion. Todo esto
ocurre en concierto con la accion de las HDACs a través de la remodelacién de la
estructura de la cromatina (Baylin, 2005). De forma alternativa al reclutamiento de la
maquinaria enzimatica, la uniéon de las proteinas MBD a los residuos metilados podria
remodelar la cromatina influyendo sobre la posicion local del nucleosoma en relacion con
los 5-mCpG o en el ensamblaje de una estructura de cromatina de orden mayor (Wade,
2005).

Varios estudios han demostrado que los promotores de genes silenciados (en
comparacion con sus contrapartes transcrpcionalmente activas) contienen regiones
localizadas de marcas silenciadoras que incluyen metilacién de islas CpG, desacetilacion
y metilacion de aminoacidos clave en la histona H3, como la desacetilacion de las lisinas
9y 14 y la monometilacién de la lisina 9. Por su parte, una modificacion activadora clave,
la monometilacion de la lisina 4, se encuentra disminuida. En todos estos eventos
represores, la metilacion del DNA parece jugar un papel predominante, ya que la
induccién farmacologica de la desmetilacion del DNA puede reestablecer la expresion
genética y hacer aparecer marcas de activacion transcripcional (acetilacion en los
residuos K9 y K14, y metilacién de K4 en la cola de H3) (Baylin, 2006). La metilacion del
DNA confiere silenciamiento a largo plazo, mientras que las desacetilasas inhiben la
transcripcién a corto plazo (Van Tine et al., 2004).

Resulta interesante el hecho de que la marca epigenética H3-mK9 (metilacion de la lisina
9 en la histona H3) parece dirigir la metilacion del DNA, al menos, en Neurospora, pues la

sustitucion de H3 silvestre por una con una sustitucién en la posicion 9 reduce la
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metilacion de la citosina y el silenciamiento mediado por la misma, adicionalmente, en
humanos se ha demostrado alteracion de la metilacion del DNA en respuesta a
mutaciones en proteinas tipo SWI2/SNF2, apoyando la existencia de un llamado modelo

“cromatina primero/citosina segundo” (Richards y Elgin, 2002).

Metilacion Aberrante del DNA en Cancer

Las funciones de la metilacion del DNA son diversas en células normales e incluyen el
silenciamiento de elementos transposables, inactivacion de secuencias virales,
mantenimiento de la integridad cromosémica, inactivacién del cromosoma X, impronta y
regulacién transcripcional de diversos genes (Brena et al., 2005).

Aproximadamente 80% de todos los sitios CpG del genoma se encuentran metilados y se
localizan principalmente en secuencias repetidas y en los centromeros. Por otro lado, se
ha observado que entre 50 y 60% de los genes humanos estan asociados con una isla
CpG, y se sabe que la metilacién de éstas se relaciona con alteraciones de la expresién
de sus genes asociados (Brena et al., 2005). Existen estimaciones que sugieren que
existen al menos 29,000 islas CpG en el genoma humano, muchas de las cuales se
encuentran en las regiones 5 de diversos genes (Feltus et al., 2003). Las regiones
promotoras que contienen tales islas comunmente se encuentran desmetiladas en los
tejidos normales, independientemente del estado transcripcional del gen (Santini et al.,
2001), no obstante pueden ser metiladas de novo en células cancerosas (Feltus et al.,
2003).

Se ha demostrado que los promotores de algunos genes supresores de tumores se
encuentran metilados en malignidades donde normalmente tales genes estan mutados.
De manera general, esta metilacién se observa sélo en el alelo silvestre cuando el otro
alelo estd mutado, o en ambos cuando los dos son silvestres. Esto indica que el

silenciamiento epigenético de genes supresores de tumores confiere ventajas de



o 36 =

crecimiento o supervivencia a las células en las que éste ocurre (Feltus et al., 2003) y por
tanto se ha planteado como uno de los dos eventos propuestos en la teoria de los dos hits
de Knudson para la transformacion oncogénica (Das, 2004). Inclusive, existen estudios
que indican que el silenciamento epigenético ocurre mas frecuentemente durante las
etapas tempranas del proceso neoplasico, pudiendo predisponer a las células a adquirir
nuevas alteraciones genéticas (Baylin, 2006).

Al parecer, algunas islas CpG son mas propensas a la metilacién de novo que otras. De
hecho, se sabe que las DNMTs interactian con factores de transcripcion de forma tal que
este proceso puede estar “dirigido” a regiones particulares del genoma a través de esta
interaccion con proteinas de union al DNA secuencia-especificas (Feltus et al., 2003),
hipétesis que ha sido apoyada por algunos resultados experimentales (Jair et al., 2006).
Dentro de los genes frecuentemente hipermetilados en cancer se cuentan moléculas de
adhesion, inhibidores de la angiogénesis, maquinaria de reparacion del DNA, reguladores
del ciclo celular, inhibidores de la metastasis, entre otros (Brena et al., 2005). Sin
embargo, hay reportes que sugieren que la hipermetilacion en cancer no siempre se
asocia con represion de la transcripcion, ya que en algunos casos las islas CpG no se
encuentran en un promotor, la metilacion afecta a genes que normalmente no se
expresan en los tejidos enfermos, o bien, se trata de metilacién muy dispersa que no
afecta de forma importante la expresién genética. La metilaciéon aberrante es, entonces,
un mecanismo para generar diversidad molecular en la displasia (Santini et al., 2001).

En adicion a la metilacion de islas CpG, en las células cancerosas es frecuente observar
la hipometilacion de regiones normalmente metiladas. Esta hipometilacion se ha asociado
con inestabilidad cromosdmica que resulta en mayores tasas de mutacién y expresion
genética anormal (Brena et al., 2005).

La hipometilacion global también se ha observado frecuentemente en el cancer

cervicouterino y ésta muestra un incremento progresivo que es proporcional al grado de
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malignidad y se piensa que contribuye con la oncogénesis mediante la activacion de
oncogenes como cMYC y H-RAS, o bien, de retrotransposones (Das, 2004).

Por otro lado, se han encontrado patrones de hipermetilacion de los promotores de ciertos
supresores de tumores en diferentes tipos de cancer cervical (Kang et al., 2005) y existen
resultados experimentales que sugieren que la expresion de DNMT3b (necesaria para la
metilacién de novo) esta fuertemente correlacionada con la infeccion por HPV 16 o 18,
mas aun, la sobreexpresion de DNMT1 y DNMT3b es comun en tumores humanos (Lin et
al., 2005) y la cooperacion entre ambas parece ser necesaria para mantener la metilacion,
tanto la normal, como la asociada con silenciamiento de supresores de tumores (Rhee et
al., 2002), con DNMT3b jugando un importante papel en la transformacién celular (Lin et
al., 2005). Asi, el mantenimiento de la metilacion de sitios CpG en células cancerigenas
humanas no depende sélo de DNMT1 o de DNMT3b, sino de la actividad catalitica de
ambas (Jair et al., 2006).

Se han encontrado patrones de metilacion aberrante en genes celulares a lo largo de los
multiples pasos de la carcinogénesis cervical, con una tendencia hacia el aumento de la
metilacién con mayores cambios patolégicos (Widschwendter et al., 2004), de hecho, se
ha sugerido que la detecciéon cuantitativa de metilacion de promotores en raspados
vaginales puede emplearse como herramienta diagndstica para el cancer cervical
(Reeskin-Peters et al., 2004). En un estudio reciente no se encontré6 metilacién en los
promotores de 29 genes supresores de tumores estudiados en lineas celulares pre-
malignas, mientras que la progresion a la independencia de la adhesion se asocio con la
acumulacion de eventos de metilacion en los promotores de cinco genes que también se
encontraron metilados en carcinomas, donde 12 de 29 supresores estudiados mostraron
metilacién (Henken et al., 2007).

Toda esta evidencia sefala hacia un importante papel de la regulacién epigenética en la

progresion del cancer cervicouterino.
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CONTROL EPIGENETICO EN EL HPV 16

“Extremadamente sutil, el experto no deja huellas;

completamente misterioso, se vuelve inaudible.

”

De esta manera tiene al oponente a su merced.

SUN TzU “EL ARTE DE LA GUERRA”, 500 A. C.

“No saben que la mano sehalada
del jugador gobierna su destino,
no saben que un rigor adamantino
sujeta su albedrio y su jornada.”

JORGE LUIS BORGES “AJEDREZ” (FRAGMENTO), 1978.

Ya desde 1984 se publicaron reportes sobre metilacion de sitios CpG en modelos de
HPV, sugiriendo que este proceso podria tener un papel en el control de la expresién de
los genes virales en sus células hospederas (Burnett, 1984). De hecho, aunque se
esperaria que los HPVs tuvieran alrededor de 400 sitios CpG, en realidad hay muchos
menos, apoyando la idea que tienen una funcién dentro de la biologia de estos virus
(Badal et al., 2003).

Después de la infeccidn, el virus mantiene su genoma como un episoma de bajo numero
de copias (10 a 200) en las células basales del epitelio, en donde expresa las proteinas
tempranas necesarias para la replicacion del DNA viral y su mantenimiento como episoma
(Doorbar, 2005), lo que es necesario para que éste pueda ser empaquetado en las
capsides virales en las capas superiores del epitelio, para dar lugar a particulas
infecciosas.

Tras cierto periodo de persistencia, y por razones no del todo claras, el DNA del HPV
puede integrarse al del hospedero. Esta integracion se considera como un evento
temprano en la carcinogénesis cervical (Rosl et al., 1993) y se asocia a la pérdida de la
region E1/E2 (cerca de la mitad del genoma viral). La pérdida de esta region trae como

consecuencia un aumento en la expresion las oncoproteinas E6 y E7. El DNA viral
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integrado normalmente se encuentra metilado, ya que el DNA que se integra es un blanco
preferencial para la metilacién y la inactivacién transcripcional (Turan et al.,, 2006). No
obstante, evidencia experimental sugiere que el genoma viral en su estado de episoma
podria también ser metilado frecuentemente (Badal et al., 2003).

La proteina E2 controla varios procesos del ciclo viral, tales como la replicacion del DNA
del HPV, la herencia estable del plasmido durante la division celular, y la transcripcion de
los genes virales. Estas actividades dependen de la capacidad de E2 de unirse como
homodimero a sus secuencias blanco, parcialmente palindromicas (5-ACCGN4CGGT-3’)
en el DNA del virus, llamadas sitios de unién de E2 (E2BSs). Dado que estas secuencias
contienen dinucleétidos CpG, son blancos potenciales de metilacién, y de hecho, se ha
demostrado que la capacidad de E2 para unirse a las E2BSs es inhibida por la metilacién
de las citosinas antes mencionadas, y existen reportes que senalan que ésta varia
significativamente dependiendo del estado de diferenciaciéon de las células hospederas
(Kim et al., 2003).

En los genomas de los virus de alto riesgo se encuentran cuatro E2BSs altamente
conservados en la LCR (Kim et al., 2003), es decir, estos dinucleétidos CpG se traslapan
con el enhancer y el promotor del virus (Badal et al., 2003). El desplazamiento de E2 no
parece deberse a un impedimento de tipo estérico causado por el grupo —CH3, mas bien,
a la competencia con proteinas de union a DNA metilado (Rosl et al., 1993). E2
normalmente funciona como represor del promotor P97, por lo que la metilacion de éste
deberia hacerlo transcripcionalmente activo (Badal et al., 2003); no obstante, existen
estudios en los que se transfect6 DNA de HPV metilado in vitro, que demuestran que la
consecuencia de la metilacion es la represion transcripcional (Kalantari et al., 2004).

Una célula que ha sido inmortalizada gracias a la expresion de los oncogenes virales E6 y
E7, contiene multiples copias del genoma viral integradas. Cuando estas células han sido
pasadas de una caja de cultivo a otra durante pocas ocasiones, suelen no ser

tumorigénicas en ratones desnudos; no obstante, al aumentar el numero de pasajes,
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estas células comienzan a presentar una morfologia mas displasica (que simula las
caracteristicas histopatologicas de las displasias de grado bajo, moderado y alto) y en
algun momento surgen clones tumorigénicos tras cultivarlas durante largo tiempo. Se ha
demostrado que independientemente del numero de copias de DNA de HPV integradas o
numero de sitios de integracion, la seleccidén natural favorece a las células que contienen
uno, o0 maximo dos, centros virales transcripcionalmente activos, los cuales suelen estar
en la union virus/hospedero y ser perinucleolares. El resto de las copias son silenciadas
mediante cambios epigenéticos mediados por la metilacidon de citosinas. Estos cambios
parecen ocurrir también in vivo, ya que en canceres faringeos y endocervicales positivos
para HPV 16, se detectd un solo centro de RNA viral independientemente del nimero de
focos de DNA. Este centro de RNA es clonal, implicando una expresiéon regulada (Van
Tine et al.,, 2004). Este conjunto de evidencia sugiere que la progresion hacia la
malignidad requiere un aumento en la metilacion del genoma del HPV.

Las investigaciones sobre los patrones de metilacion en diferentes etapas del cancer
estimulado por los HPVs no han arrojado resultados consistentes, y en el mejor de los
casos han permitido ver algunas tendencias. Debido a la importancia de los elementos en
cis localizados en la LCR, algunos de los andlisis hasta ahora se han centrado
principalmente en esta regiéon. No obstante, Badal y colaboradores realizaron un analisis
del estado de metilacion de los CpGs de todo el genoma viral de HPV 16 mediante
modificacion con bisulfito (ver material y métodos) y secuenciacién, en células SiHa y
CaSki (que contienen una o dos copias, y alrededor de quinientas copias,
respectivamente, del genoma viral). Se encontré metilacién particularmente alta en la
region de los genes tardios, asi como desmetilacion en la LCR y los oncogenes virales en
SiHa. Estos mismos autores reportan que la metilacion de los genomas virales disminuye
conforme avanza la severidad de las lesiones. Sin embargo, una de las limitaciones de
este estudio es que existe la posibilidad de estudiar poblaciones celulares heterogéneas

(Badal et al., 2003).
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De igual forma, Kim y colaboradores encuentran una mayor metilaciéon en los E2BSs y la
LCR de HPV 16 en células epiteliales menos diferenciadas, con un cambio hacia un
estado hipometilado en células mas diferenciadas que mantienen la amplificacién del DNA
viral y se sugiere que esto contribuye con la transcripcion desde el promotor tardio y a la
amplificacion vegetativa del genoma. Con esto concluyen que existe un menor grado de
metilacién en sitios CpG conforme las lesiones progresan hacia cancer cervical franco
(Kim et al., 2003).

En contraste con los estudios anteriores, Kalantari y colaboradores estudiaron el extremo
3 de L1 y la LCR, obtuvieron clones de diferentes muestras a fin de reducir la
heterogeneidad de las poblaciones celulares estudiadas, y reportaron que los 500
genomas de las células CaSki no se encuentran metiladas de forma homogénea,
encontrando diferencias entre copias intracromosémicas repetidas en tandem, y aquéllas
insertadas en diferentes posiciones cromosomicas, lo que sugiere que cada posicién esta
sujeta a una probabilidad diferente de ser metilada, encontrando una probabilidad de 29 a
41% en los sitios 7091, 7136 y 7145 (en el extremo 3’ de L1), en comparacion con una
probabilidad cercana a 10% en todos los demas CpGs. Al extender el analisis a muestras
de pacientes, se encontré una menor metilacién en los casos de displasia, con un
aumento de la metilacion en la mayoria de los sitios estudiados, en los carcinomas
(Kalantari et al., 2004).

En linea con estos resultados, el grupo de Wiley investigé los patrones de metilacién en el
promotor y el enhancer de HPV 16 (localizados en la LCR) en muestras de epitelio anal
de hombres infectados con HIV. Se encontré una frecuencia promedio de metilacién de
12.3%, notando patrones heterogéneos entre clones de diferentes y de las mismas
muestras. En las neoplasias de bajo grado, en general se encontré un alto grado de
metilacién en los CpGs localizados en el enhancer y un bajo nivel en el promotor,
aumentando en la ultima regién en lesiones de alto grado, especialmente en presencia de

una fuerte carga viral (Wiley et al., 2005).
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Al parecer, en infecciones asintomaticas la LCR se encuentra metilada, ésta disminuye de
forma importante en lesiones precursoras, con un proceso de remetilacion en lesiones de
alto grado y en carcinomas. Asi, es posible que el HPV 16 sea reprimido
transcripcionalmente tras la infeccion, pero necesita ser desmetilado para iniciar el
proceso de transformaciéon. En los carcinomas, por su parte, el DNA viral se encuentra
integrado y transcripcionalmente inactivado por la metilacion que ocurre tras la integracién
(Turan et al., 2006). Es decir, el ciclo normal del HPV 16 se encuentra restringido a las
infecciones asintomaticas y a las lesiones intraepiteliales, mientras que la progresion
carcinogénica es un accidente, dado que en esta etapa ya no se producen virus (Badal et
al., 2003). En apoyo a esto, se sabe que los virus tumorigénicos producen tumores en
sitios donde su ciclo vital no puede ser completado, y se ha demostrado que en mujeres
que no resuelven su infeccion por un HPV de alto riesgo, sus lesiones pueden progresar
hacia la neoplasia intraepitelial grado 1 (CIN1), a CIN2, CIN3 y a cancer. La CIN1 simula
una infeccion productiva, mientras que las CIN 2 y 3 tienen una fase proliferativa mas
extensa donde el ciclo viral es sostenido de manera pobre. La integracion del genoma
viral suele acompafnarse de un una desregulacion en la expresiéon de E6 y E7, lo que
conduce a una mayor proliferacién celular, con un incremento en la expresién de E7, pero
con una marcada reduccion en la replicacion del DNA viral y en la produccion de
proteinas de la capside (Doorbar, 2005) (Figura 8). De hecho, en estudios de deteccion
inmunohistoquimica de la proteina L1 no se encontré expresion de ésta en carcinomas in
situ o invasivos (Toro, 2005) o en lesiones de alto grado (Melsheimer et al., 2003),
sefalando que las proteinas estructurales del HPV se detectan en epitelios displasicos
con cierto grado de diferenciacion escamosa (Toro, 2005).

Es probable que los HPVs de alto riesgo sean incapaces de completar su ciclo viral en la
zona de transformacion de cérvix haciendo a esta region especialmente susceptible al

desarrollo de cancer (Doorbar, 2005).
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Figura 8. Cambios en la expresion de genes virales en el ciclo de
HPV 16 durante el desarrollo de cancer cervical
Durante la progresion de CIN 1 a 3 se pierde la regulacion del ciclo viral normal. CIN1 se asemeja a una
infeccion productiva, con expresion de proteinas de la capside viral en la superficie del epitelio. En CIN2 y 3 el
orden de los eventos no cambia, pero se incrementa la extension de la expresion
de E7 (tomado de Doorbar, 2005)

La metilacion del genoma de HPV 16 en las infecciones asintomaticas podria indicar que
la metilacion es parte normal de la biologia del virus (Badal et al., 2003), induciéndole a
entrar en una fase de latencia, en la que hay replicacién funcional pero transcripciéon
reprimida (Wiley et al., 2005). Esta metilacion puede constituir un mecanismo de defensa
de la célula, precisamente para evitar la transcripcion viral (Kim et al., 2003), inclusive, la
hipotesis de la defensa del genoma se ve apoyada por el hecho de que los retrovirus
integrados, los transgenes y los genomas virales transfectados estan frecuentemente
metilados (Kalantari et al., 2004).

No obstante lo anterior, se sabe que la proteina E7 puede unirse a varias proteinas
celulares a fin de superar el arresto de la proliferacion y asi hacer entrar a las células a la
fase S del ciclo celular, siendo su funciobn mas conocida secuestrar a pRb de los
complejos E2F, y recientemente se ha demostrado que la proteina E7 del HPV 16 puede
unirse directamente a la DNMT1 mediante un dominio que contribuye a sus funciones
transformadoras, ademas de incrementar significativamente la actividad metiladora de la
ultima, probablemente a través de su estabilizacion. Se ha sugerido que esta mayor

actividad podria tener consecuencias similares a la metilacion aberrante del genoma
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seguida por transformaciéon celular como resultado del silenciamiento de genes
supresores de tumores (Burgers et al., 2006).

Por otro lado, Turan y colaboradores analizaron los patrones de metilacion en HPV 18,
encontrando que en infecciones asintomaticas y en lesiones precancerosas el DNA de
este tipo viral se encuentra principalmente desmetilado, aunque en todos los carcinomas
estudiados se observé metilacion de la region 3’ de L1, mientras que la LCR y la zona &’
de E6 permanecieron desmetiladas. A pesar de que parece haber diferencias
significativas entre la regulacion epigenética de los HPV 16 y 18, en los carcinomas
ambos muestran una metilacion preferencial de L1 (Turan et al., 2006).

Tanto el gen que la codifica, como la proteina L1, estan altamente conservados entre los
papilomavirus (Doorbar, 2005; Toro, 2005), sugiriendo que ésta juega un importante papel
dentro de la biologia del grupo viral.

Aunque se ha hipotetizado que la metilacion de citosinas en la regién codificante podria
afectar la competencia transcripcional del DNA templado (Kim et al., 2003) o de ser el
nucleo desde el que la metilacion se extienda a los promotores (Kalantari et al., 2004) el
incremento en la metilacién de L1 podria sugerir un papel adicional en el interruptor
temprano-tardio (Badal et al., 2003; Kalantari et al., 2004; Turan et al., 2006), que es un
evento multifacético que involucra el uso diferencial de promotores, splicing, elongacion y

estabilidad del mMRNA (Badal et al., 2003).
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PCR ESPECIFICA PARA METILACION (MS-PCR)

Técnicas convencionales de analisis de secuencias CpG metiladas se han basado
principalmente en acercamientos de hibridacion tipo Southern, o al uso de enzimas de
restriccion sensibles a metilacion, para cortar secuencias que contienen 5m-CpG. Otros
métodos mas sensibles incorporaron el uso de enzimas sensibles a la metilacién con
PCR. El problema de estos acercamientos es que soélo pueden monitorear la metilacién en
sitios de restriccion sensibles a ésta y es relativamente sencillo que arrojen falsos
positivos debido a digestiones incompletas (Herman et al., 1996).

La modificacion quimica de la citosina, para convertirla en uracilo, mediante tratamiento
con bisulfito, ha proporcionado otro método para el estudio de la metilacion del DNA que
evita el uso de enzimas de restriccion. En esta reaccion, todas las citosinas son
convertidas, mediante desaminacién oxidativa, a uracilo. Sin embargo, aquellas que estan
metiladas son resistentes a esta modificacion y permanecen como citosinas (Herman et

al., 1996) (Figura 9). Cabe mencionar que esta reaccién no siempre tiene una eficiencia

de 100%.
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Figura 9. Mecanismo de desaminacidn quimica de la desoxicitidina catalizada por bisulfito
A un pH de 5 o 6 el bisulfito (equivalente a diéxido de azufre acuoso) produce la desaminacion de las citosinas
no metiladas para producir uracilo. El bisulfito se elimina a pH 8 o 9 (Blackburn, 1996). La presencia de un

grupo metilo en el carbono 5 de la citosina previene la reaccion de desaminacion del carbono 4
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Este DNA modificado puede ser amplificado y secuenciado, aunque es necesario clonar
los productos amplificados a fin de analizar genomas individuales, lo que hace que la
técnica sea sensible (Herman et al., 1996), especialmente si las poblaciones celulares
estudiadas contienen mezclas de genomas virales con CpGs o 5-mCpG en las mismas
posiciones, ya que es imposible analizar por este método mezclas de moléculas metiladas
y no metiladas. Esto es particularmente limitante en muestras en donde uno de ambos
tipos supera ampliamente en niumero al otro (Kalantari et al., 2004).

La PCR especifica para metilacién (MS-PCR) es una técnica especifica y sensible para
varios sitios CpG, en la cual se disefan oligonulceétidos especificos para distinguir el
DNA metilado del no metilado tras un tratamiento con bisulfito, con base en las diferencias
en secuencia que resultan de esta modificacién (Herman et al., 1996): las citosinas no
metiladas son convertidas a uracilo. Durante el primer ciclo de PCR se forman pares U-A,
y en el siguiente ciclo se forman pares AT, con lo que un nucleétido de timina es
incorporado en el producto por cada uracilo (citocina desmetilada) presente en el
templado original, mientras que la 5-mC permanece como tal y continia dando lugar a
pares C:G durante la PCR, por lo que es incorporado un nucleoétido de cistosina por cada
5-mC presente en el templado tratado con bisulfito (Brena, 2005).

Dado que ambas cadenas de DNA dejan de ser complementarias tras el tratamiento con
bisulfito, es posible disefiar oligonucledtidos para cada una de ellas. Si las secuencias de
éstos contienen varias citosinas y sitios CpG cerca del extremo 3’, la falta de
complementariedad hace que cada juego de oligonucleétidos cebe la amplificacion sélo

del templado para el que fueron disefiados (Herman et al., 1996).
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AMPLIFICACION/SUPRESION DE LA PCR POR HEADLOOPS

Esta es una técnica para la supresidén selectiva de la amplificacion de una o mas
secuencias cercanamente relacionadas, empleando oligonucleétidos que pueden cebar y
extender a la secuencia blanco y suprimir la amplificaciéon de otra secuencia que difiera de
aquélla por unos pocos nucleétidos. Estos oligonucleétidos contienen una regién que es
complementaria a la secuencia a amplificar (actuando como cebadores normales) mas
una extension en 5’ (cabeza) que es complementaria (y reversa) a una secuencia que se
encuentra dentro del amplicon. Tras la tercera ronda de sintesis, el extremo 3’ no
hibirdado, denominado “cabeza”, es capaz de girar e hibridizar con la secuencia interna
perfectamente complementaria para formar una estructura de loop (o asa) que
proporciona un grupo -OH en la posicidén 3’, sustrato para la DNA polimerasa, la cual
completa la sintesis del hairpin (tallo/asa), que, en virtud de su rapida velocidad de
hibridacion intramolecular es refractario a rondas subsecuentes de amplificacion. Asi, la
“‘cabeza” (head) del oligonucledtido puede ser disefada para formar un “asa” (loop) y
suprimir selectivamente la amplificacion, ya sea de secuencias derivadas de DNA
metilado, o bien desmetilado, con base en las diferencias obtenidas tras la conversién de
citosinas desmetiladas en timinas, y la permanencia de citocinas en el caso de 5-meC

(Rand et al., 2005) (Figura 10).
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Genoma: 53520 5’ -tttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCGacGtaaaCGttt...// ... .tgtctacttgectectgteccag-37 5689
Bisulfito
No metilado: 5'-tttatattttagttattatatgttalGaaaaTlGaTGtaaaTGttt. ../ /.. .tgtttatttgttttttgttttag-3"

3" —aataaacaaaaaacaaaatc-5'
Oligonucledtido Reverso

gonucleétido Headloop Sintesis primer cadena

3'-zaatataaaatcaataatatacaatACttttACtACatttACaaa...//...acaaataaacaaaaaacaaaatc-5'

Sintesis segunda cadena

3’ -aataaacaaaaaacaaaatc-5
Sintesis tercer cadena

3'- TamatGTaGTaaaaGTattgaaatataaaatcaataatatacaatACLtttAC atttACaaa...//...acaaataaacazazaacaaaatc-5'

Hibridacidn Intramolecular
aaatata
El
t ag*‘aT‘;aaaaT aT
= caatACttttAc .//...acaaataaacaaaaaacaaaatc-5'
2, 2
aat?d Sintesis final del Headloop
aaatata
a
t acttaTGaaaaTGaTGtaaaTGttt...//...tgtttatttgttttttgttttag—3'
% aatACttttACtACatttACaaa...//...acaaataaacazaaaacaaaatc-5"
a
a
t
taata
A Supresion de la amplificacidn
Genoma: 3520 5’ -tttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCGalGtaaalGttt...// ... .tgtctacttgectectgtecccag-3" 5689
Bisulfito
Metilado: 5’ —tttatattttagttattatatgttaCGaaaaCGalGtaaacGttt...// .. .tgtttatttgttttttgttttag—3"

3" -aataaacaaaaaacaaaatc-5'
Oligonucledtido Reverso
gonucleétido Headloop Sintesis primer cadena
tttatattttagttattatatgtt-3'
aaatataaaatcaataatatacaatGCttttGCEGCatttGCaaa...// .. . acaaataaacaaaaaacaaaate-5'

Sintesis segunda cadena
5'-AtttaCAtCAttttCAtaactttatattttagttattatatgttaCGaaaalGaCGtaaalCGttt...// .. . tgtttatttgttttttgttttag-3"

3' -aataaacaaaaaacaaaatc-57'
Sintesis tercer cadena

3'-TzaatGTaCGTazzatlattgaaatataaaatcaataatatacaatGCttttGoLGlatttGlaaa. . . // . . .acaaataaacaaaaaacaaaate-5

No hibridacidén intramoclecular

zaatatazge

it

ataatatacaatGCttttGCtGCatttGCaaa...//...acaaataaacaaaaaa:aaaatc—S

Continila la amplificacidn

actttatattttagttattatatgttaCtaazaltGaCGtaaaCGttt...//. . .tgtttatttgttttttgttttag-3"
tgaaatataaaatcaataatatacaatGCttttGCtGCatttGCaaa...// .. .acaaataaacaaaaaacaaaatc-5"

Producto de PCR

Figura 10. Supresién de la PCR por Headloop
El oligonucledtido Reverso esta disefiado para hibridizar con el producto de la reaccién con bisulfito. Tras la
sintesis de la primer cadena (cebada por éste) el oligonucleétido Headloop reconoce su secuencia
complementaria (en color azul) y ceba la sintesis de la segunda cadena, la que sirve como templado para una
tercer cadena, la cual contiene una secuencia que es perfectamente complementaria a la cabeza (en color
rojo) del Headloop (Panel A). Si no hay complementaridad de bases (las citosinas en cuestion se encuentran
metiladas) (Panel B), la cabeza no hibridiza con su secuencia blanco, evitando la formacion de la estructura

de hairpin y permitiendo su amplificacion en rondas subsecuentes
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Dado que la hibridacién intramolecular es muy rapida, se espera que ésta se lleve a cabo
tras la desnaturalizacion, evitando el acceso de los cebadores y haciendo que esta
molécula deje de ser un molde para otras amplificaciones. Esta metodologia permite
detectar la secuencia de interés (blanco) en presencia de un exceso de 10* secuencias
relacionadas (competidora), e incluso, de 10°, con un limite de deteccién cercano a 25 pg
(~4 células) (Rand et al., 2005).

Esta eficiencia depende, entre otros parametros, de la abundancia relativa de pares G-C o
AT, asi como de la posicion relativa de las bases que difieren entre las secuencias que se

desea distinguir.
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Justificacion

“Suelen llamarse guerras justas las que vengan las injurias [...]

las mismas guerras son pacificas, pues se promueven no por codicia o crueldad,
sino por deseo de paz, para frenar a los malos y favorecer a los buenos [...]
También quienes hacen la guerra justa intentan la paz.”

SANTO TOMAS DE AQUINO. “SUMATEOLOGICA” lI-1l Qu. 40.

“En los mas ilustres y gloriosos capitanes y emperadores del mundo,
el estudio y la guerra han conservado la vecindad, y la arte militar
se ha confederado con la leccion. No ha desdefiado en tales animos la espada a la pluma.”

FRANCISCO DE QUEVEDO (1580-1645).

Algunas hiperplasias papilomatosas inducidas por tipos especificos de papilomavirus
tienen un alto riesgo de progresién maligna, y todos los tipos virales que forman una
especie junto con el HPV 16 (y algunas otras especies) son considerados de alto riesgo, y
son encontrados en el cancer cervical y las lesiones precursoras del mismo (de Villiers et
al., 2004). Entre las mujeres con citologia normal la infeccibn por HPV 16 es muy
frecuente, siendo responsable por 30% de la positividad a virus de alto riesgo, y
asociandose con mayor riesgo absoluto de desarrollo de lesiones de alto grado y cancer a
10 afios. Su presencia en lesiones precursoras es 9.4 veces mayor en comparacion con
mujeres con citologias normales (Bulk et al., 2006). La infeccién por HPV 16 se asocia
con un riesgo absoluto de > NIC |l futura de 37% (CI 95%: 29-45) y de > NIC Il futura de
28% (IC 95%: 21-36) (Naucler et al., 2007). De forma similar, mujeres con carcinoma de
células escamosas tienen una mayor prevalencia de infecciones por HPV 16 en relacién
con quienes tuvieron una citologia normal. En conjunto, HPV 16 y 18 se asocian con un

riesgo preferencial, en comparacioén con los otros virus de alto riesgo, para el desarrollo
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de carcinoma de células escamosas o adenocarcinoma, de hecho, el altamente agresivo
HPV 16 se ha asociado con ambos tipos de carcinoma (Bulk et al., 2006).

La mayoria de los estudios de metilacion del DNA viral en HPV 16 se han centrado en la
LCR Yy la region 3’ de L1 (Badal, 2003; Kim et al., 2003; Kalantari et al., 2004; Wiley et al.,
2005; Bhattacharjee y Sengupta 2006; Kalantari et al., 2008). Dos estudios han analizado
el patrén de metilacion de L1 en lesiones precursoras y cancer, pero éstos han sido
realizados en HPV 18 (Turan et al., 2006; Turan et al., 2007) y ambos concluyeron que el
incremento en la metilacion de dicho gen, en este virus, podria representar un
biomarcador de progresion. Hasta el momento no sa ha realizado ningun estudio en HPV
16 para determinar los patrones de metilacién en la region L2/L1 ni cOmo éstos varian
conforme las lesiones progresan hacia cancer cervical. Adicionalmente, la aplicacion de
los cambios en el estado de metilacion de esta regiébn como un posible biomarcador de
progresion, requiere del desarrollo de una herramienta sensible, especifica, y de facil
implementacién, caracteristicas con las que cumple la técnica de Amplificacién/Supresion

selectiva de la PCR por Headloops.
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Objetivo

“[...] pregunta sobre cuanto ve como se llama y para qué sirve.”

CHRETIEN DE TROYES “EL CUENTO DEL GRIAL", 1180.

“[...] Entonces tendras una pieza terminada en tu mente.
Cualquiera que tU quieras que sea completa y correcta.
Mantenla en tu mente, con seriedad y firmeza,

cuando te acerques al oponente, como si estuvieras tratando
de decir ‘iEsto es lo que estoy intentando hacer! ”

HANKO DOBRINGER. “FECHTBUCH COD.HS.3227A”, 1389.

Objetivo General
Analizar el patron de metilacién de cuatro dinucle6tidos CpG (5602, 5608, 5611 y 5617)
en la region L2/L1 de HPV 16 en lesiones premalignas y cancer cervicouterino, mediante
la técnica de Amplificacion/Supresién de la PCR con Headloops.
Objetivos Particulares
» Determinar la sensibilidad absoluta (ng) de la amplificacion con Headloops (en los
4 sitios).
» Determinar la sensibilidad relativa o especificidad (copias metiladas contra no
metiladas) de la amplificacion con Headloops (en los 4 sitios).
» Establecer el numero minimo (3, 2, 1) de dinucledtidos CpG que pueden ser
analizados mediante esta técnica.
» Determinar capacidad de discriminacién de la amplificaciéon con Headloops de

combinaciones de sitios metilados/no metilados (metilacion mosaico).
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Hipotesis

“La conjetura del sabio es mas sélida que la certeza del ignorante.”

PROVERBIO ARABE.

“Previniendo los males a tiempo es posible remediarlos con facilidad;

pero si se deja que progresen, la enfermedad se tornara grave y

la medicina se aplicara a destiempo; como los médicos dicen del tisico:

al principio su mal es dificil de reconocer, pero facil de curar;

si no es tratado a tiempo, después es facil de reconocer, pero dificil de curar.”

NICOLAS MAQUIAVELO. “EL PRINCIPE". 1532.

Hipotesis de Trabajo

La metilacion de cuatro dinucleétidos CpG (5602, 5608, 5611 y 5617) ubicados en la
region L2/L1 de HPV 16 incrementard conforme aumente el grado de las lesiones

precancerosas, con hipermetilacién franca en cancer cervicouterino.
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Material y Métodos

“Nadie debe pensar que este libro contiene conceptos
falsos o erréneos, porque he eliminado las ambigliedades.
Sdélo he descrito las técnicas que he inventado, visto o intentado.”

FIORE DEI LIBERI “FLOS DUELLATORUM”, 1410.

“Quien pretenda conocer el afamado juego del ajedrez
que escuche; como pude, en un poema lo compuse.
Le contaré en pocos versos los combates del torneo”

ANONIMO. QUI CUPIT EGREGIUM SCACHORUM LUDUM, EN LOS “CARMINA BURANA”, S. XIII.

Amplificacion, Clonacion y Secuenciacion de la Region L2/L1 de HPV 16

Se disend un par de oligonucleétidos especificos para amplificar la regién L2/L1 del HPV
16 (L2L1F y L2L1R, ver Tabla 2), tras modificaciéon con bisulfito de sodio (ver mas
adelante). Con estos se amplificé la regién comprendida entre los nucledtidos 5557 vy
5853 del genoma viral mediante 40 ciclos de PCR: 30 seg a 94 °C; 30 seg a 53 °C; 45 seg
a 68 °C, precedidos por una fase inicial de desnaturalizacion de 10 min a 94 °C y
seguidos de una fase de extension de 7 min a 68 °C. La reaccién se prepard bajo las
siguientes condiciones: En un volumen total de 20 uL, amortiguador para PCR,1x; dNTPs,
0.32 mM; MgCl,, 2.5 mM; Oligonucledtidos, 1 pM de cada uno; Ampli Taq Gold (Part No.
4311806. Applied Biosystems, CA, EUA), 0.04 U/uL; 50 ng DNA modificado con bisulfito.
En nuestro laboratorio previamente se aislé6 DNA proveniente de seis biopsias de cancer
bucal con presencia de HPV 16. Este se modificd con bisulfito de sodio empleando el EZ
DNA Methylation Kit (Cat. No. D5002. Zymo Research, CA, EUA). En breve, se agregan 5
uL de M-Dilution Buffer y agua (hasta un volumen de 50 uL) a 1 0 2 u g de DNA. Se
incuba a 37 °C por 15 min y se agregan 150 uL de CT Conversion Reagent y se incuba en

oscuridad a 50 °C por 12 a 16 h. Posteriormente, la muestra se incuba a 4 °C por 10 min.
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A una columna se agregan 400 uL de M-Binding Buffer y se coloca en un tubo colector.
Se carga la muestra y se mezcla por inversion. Se centrifuga a maxima velocidad por 30
seg y se descarta el contenido del colector. Se agregan 100 uL de M-Wash Buffer y se
centrifuga a maxima velocidad por 30 seg. Se agregan 200 uL de M-Desulphonation
Buffer y se centrifuga otros 30 seg. Se hacen dos lavados, cada uno con 200 uL de M-
Wash Buffer, centrifugando por 30 seg. La columna se coloca en un tubo nuevo de 1.5 mL
y se agregan 15 uL de M-Elution Buffer. Se centrifuga a maxima velocidad por 30 seg. En
caso necesario, se puede repetir este paso una vez mas.

Se empled el par de oligonucleétidos L2L1F y L2L1R para amplificar la region bajo estudio
y el producto de la reaccién fue clonado usando el TOPO TA Cloning Kit for Sequencing
(Cat. No. 45-0030. Invitrogen, CA, EUA). En un tubo de 0.5 mL se colocan los siguientes
reactivos en el orden indicado: 2 uL de agua inyectable; 1 uL de sal (incluida en el Kit); 1
uL del vector TOPO; 2 uL de productos frescos de PCR (obtenidos hace menos de una
semana). Se incuba a temperatura ambiente durante 20 a 30 min y se transfieren 5 uL de
esta reaccion en un tubo de 1.5 mL pre-enfriado donde ya se han alicuotado 25 uL de
bacterias competentes (E. coli DH5a), y se mezcla agitando suavemente. Este tubo se
mantiene en hielo por 30 min y se colocan en un bano de agua a 42 °C por 40 seg. El
tubo se coloca nuevamente en hielo por 2 min y se agregan 100 uL de medio SOC
(incluido en el Kit) a temperatura ambiente. Se incuba con agitacién (275 a 300 rpm) a 37
°C durante una hora. Se siembran 50 uL de las bacterias transformadas en cajas Petri
(Agar LB + Kanamicina, 50 yg/mL), se incuban por 24 h a 37 °C. Se seleccionaron las
clonas transformantes resistentes al antibidtico.

Se aislaron 100 colonias por biopsia y de cada una se amplificé una parte del vector con
el inserto clonado usando el par de oligonucleétidos M13 (Tabla 2), bajo las siguientes
condiciones: 30 ciclos de PCR, con 30 seg a 94 °C; 30 seg a 60 °C; 1 min a 72 °C;

precedidos por una fase desnaturalizacién de 7 min a 94 °C, y seguidos por una fase final
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de extensién de 7 min a 72 °C. Para 20 uL totales de reacciéon: amortiguador para PCR,
1x; MgCl,, 2 mM; dNTPs, 0.2 mM; Oligonucledétidos, 0.4 pM de cada uno; Ampli Taq Gold,
0.04 U/pL.

Los productos de PCR se limpiaron usando el QIAquick PCR Purification Kit (Cat. No.
28106. QIAGEN, Hilden, Alemania), y se sometieron a reaccion de secuenciacion usando
el ABI PRISM BigDye Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit (Part No. 4336917. Applied
Biosystems, CA, EUA) y las siguientes condiciones: 25 ciclos con 30 seg a 96 °C; 15 seg
a 50 °C; 4 min a 60 °C; precedidos por una desnaturalizacion de 3 min a 94 °C.
Amortiguador para secuenciacién, 1x; Oligonucleétido M13R, 0.16 pM; BigDye Terminator
Mix, 1.5 uL; H.0, 2 uL; Producto purificado, 2.5 uL. Los productos de esta reaccién se
purificaron precipitando con etanol: a cada 10 pyL de reaccién de secuenciacién se
agregan 3 uL de acetato de sodio 3M pH 4.6, 32.5 pL de etanol 96%, y 14.5 uL de agua.
Tras mezclar e incubar 15 min a temperatura ambiente, se centrifuga por 20 min a 13,000
rpm, se decanta el sobrenadante y se lava con 250 yL de etanol 70%, seguido por dos
centrifugaciones de cinco min a 13,000 rpm. Se decanta y evapora el etanol residual. Se
resuspende en 20 pL de formamida Hi-Di y se desnaturaliza a 96 °C durante 2 min, tras lo
cual los tubos se colocan inmediatamente en hielo para cargarlos en la placa de
secuencia. Los electroferogramas fueron obtenidos en un aparato ABI PRISM (Applied
Biosystems, CA EUA) y se analizaron para determinar el estado de metilacion de los sitios
CpG 5602, 5608, 5611 y 5617 en las diversas clonas de cada biopsia para identificar
clonas con distintos estados de metilacién en cada sitio.

Una vez identificadas las colonias portadoras de plasmidos con los insertos de DNA viral
con cuatro sitios metilados o desmetilados, éstas se resembraron en 500 mL de medio LB
liquido adicionado con Kanamicina (50 ug/mL) y se crecieron por 24 h a 37 °C con
agitaciéon vigorosa (300 rpm). Se realizé la extraccién de los plasmidos por lisis alcalina
(maxiprep) con el kit QUIAfilter (Cat. No. 12263. QIAGEN, Hilden, Alemania). En breve:

las bacterias se colectan centrifugando el cultivo a 6,000 rpm por 15 min a 4 °C. Se
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decanta el medio y el pellet se resuspende en 10 mL de Buffer P1. Se agregan 10 mL de
Buffer P2, se mezcla por inversion y se incuba a temperatura ambiente durante 5 min. Se
agregan 10 mL de Buffer P3 a 4 °C, se agita por inversién y la mezcla se coloca en el
cartucho QIAfilter y se deja incubar a temperatura ambiente por 10 min. Con ayuda del
émbolo, el lisado se pasa a una QIAGEN-tip 500 previamente equilibrada con 10 mL de
Buffer QBT. Se deja que el lisado entre a la columna por gravedad y se lava dos veces
con 30 mL de Buffer QC. Finalmente, se eluye el DNA plasmidico con 15 mL de Buffer
QF. EI DNA se precipita agregando 0.7 volumenes de isopropanol (a temperatura
ambiente) y centrifugando a 11,000 rpm por 30 min a 4 °C. Se decanta el isopropanol y se
agregan 5 mL de etanol 70%. Se centrifuga a 11,000 rpm por 10 min. Se evapora el
etanol residual y se resuspende el DNA plasmidico en 200 a 400 pL de agua inyectable.

Los plasmidos que contenian el fragmento de interés, cuyos cuatro sitios CpG estaban
metilados (Plasmido M) o desmetilados (Plasmido U), fueron empleados para estandarizar
las condiciones de amplificacion/supresion de la PCR por Headloop. Los plasmidos con
patrones de metilacion mosaico (combinaciones de sitios metilados y desmetilados en un
mismo molde) se extrajeron siguiendo el mismo protocolo y se emplearon para la

estandarizacion frente a metilacion mosaico.

« 2o
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Analisis Mediante Amplificacion/Supresion de la PCR por Headloop
Se disefiaron diversos oligonucleétidos Headloop (Figura 11) para amplificar la regién
comprendida entre los nucleétidos 5576 y 5689 (Headloops 4M y 4U); 5570 y 5689 (3M y

3U); 5568 y 5689 (2M y 2U); 5565 y 5689 (1M y 1U).
5521 ctatagttcc agggtctcca caatatacaa ttattgctga tgcalsfejdeElsiaada-iaaa-ls
5581 Eldelellojd-IRaklorideidda CGaaaaCGaC GtaaaCGLtt accatatttt ttttcAGATGE
5641 tctetttgge tgod tga ggccactgt|ojikleidde{claideiisideidelalel:-le = atctaaggtt

5561 tgcaggtgacttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCGaCGtaaaCGttt 5620
HEADLOOPS 4 SITIOS:

W 5’ -tttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCGaCGtaaaC-3"
u 5’ -tttatattttagttattatatgttaTGaaaaTGaTGtaaaT-3"
M 5’ -tttatattttagttattatatgttaCGaaaaCGaCGtaaaC-3"
Head 4U 3’ -caatACttttACtACatttA-5"’ Tm: 49° C
Head 4M 3’ -aatGCLtttGCtGCatttG-5" Tm: 59° C
Primer 5’-tttatattttagttattatatgtt-3° Tm: 47° C
Headloop 4U: 5’ -AtttaCAtCAttttCAtaactttatattttagttattatatgtt-3’ Producto 134 bps
Headloop 4M: 5’ -GtttalGtlGttttCGtaatttatattttagttattatatgtt-37 Producto 133 bps

5561 tgcaggtgacttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCtaCGtaaaCGttt 5620
HEADLOOPS 3 SITIOS:

W 5’ -cttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCGaC-3’
u 5’ -tttttatttatattttagttattatatgttaTGaaaaTGaT-3’
M 5’-tttttatttatattttagttattatatgttaCGaaaaCGaC-3"
Head 3U 3’ -aatatacaatACttttACtA-5’ Tm: 45° C
Head 3M 3'-atatacaatGCLLttGCLG-5' Tm: 54° C
Primer 5’ -tttttatttatattttagttatta-3"' Tm: 47° C
Headloop 3U: 5’ -AtCAttttCAtaacatataacttttatttatattttagttatta-3’ Producto 140 bps
Headloop 3M: 5'-GtCGttttCGtaacatatacttttatttatattttagttatta-3" Producto 139 bps

5561 tgcaggtgacttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCtaCGtaaaCGttt 5620
HEADLOOPS 2 SITIOS:

W 5’ -gacttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaC-3"
u 5’ -gatttttatttatattttagttattatatgttaTGaaaaT-3"
M 5’ -gatttttatttatattttagttattatatgttaCGaaaaC-3"
Head 2U 3'-caataatatacaatACttttA-5" Tm: 46°C
Head 2M 3’ -aataatatacaatGCttttG-5" Tm: 49°C
Primer 5’ -gatttttatttatattttagtta-3’ Tm: 46°C
Headloop 2U: 5’ -AttttcAtaacatataataacgatttttatttatattttagtta-3’ Producto 143 bps
Headloop 2M: 5’ -GtttteGtaacatataataagatttttatttatattttagtta-37 Producto 142 bps

5561 tgcaggtgacttttatttacatcctagttattacatgttaCGaaaaCtaCGtaaaCGttt 5620
HEADLOOPS 1 SITIO:

W 5’ -ggtgacttttatttacatectagttattacatgttac-3-7

u 5’ -ggtgatttttatttatattttagttattatatgttalT-3’

M 5’ -ggtgatttttatttatattttagttattatatgttaC-3’

Head 1U 3'-aaaatcaataatatacaatA-t5’ Tm: 44°C
Head 1M 3'-aaaatcaataatatacaatG-5’ Tm: 47°C
Primer 5’ -ggtgatttttatttatattt-37 Tm: 47°C
Headloop 1U: 5’ -Ataacatataataactaaaaggtgatttttatttatattt-3’ Producto 145 bps
Headloop 1M: 5'-Gtaacatataataactaaaaggtgatttttatttatattt-3" Producto 145 bps
REVERSE:

W 5’ -ctacttgcctecctgteccag-3'

u 5'-ttatttgttttttgttttag-3’

Complementaria 3’-aataaacaaaaaacaaaatc-5’

Reverse: 5'-ctaaaacaaaaaacaaataa-3' Tm: 49° C

Figura 11. Disefio de oligonucleétidos Headloop
En la parte superior de muestra un fragmento del genoma viral. Cuadro verde oscuro: region blanco de la
secuencia cebadora de los Headloops. Cuadro azul: regién blanco del oligonucleétido reverso. Cuadro
amarillo: aceptor de splicing. Cuadro verde claro: codén de inicio de L1. Cuadro rojo: codén de paro de L2.
W: secuencia original. U: secuencia tras conversion con bisulfito y sitios CpG desmetilados. M: secuencia tras

tratamiento con bisulfito y sitios CpG metilados
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Los Headloops estan disefiados de modo tal, que pueden dirigir la amplificacion del
fragmento cuando los sitios CpG en cuestidon estan desmetilados (Headloops 4M, 3M, 2M
y 1M) y suprimir la amplificacion del mismo cuando estan metilados; o bien, dirigir la
amplificacién cuando los sitios estan metilados (Headloops 4U, 3U, 2U y 1U) y suprimirla
cuando estan desmetilados. En todos los casos se empled un solo oligonucledtido

reverso, HLR (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucleotidos

El numero en el nombre de cada Headloop indica cuantos dinucleétidos CpG pueden ser analizados con ese
oligonucledtido en particular. La letra M significa que el oligonucledtido esta disefiado para suprimir la
amplificacion de moldes metilados, promoviendo la amplificacién de las secuencias desmetiladas. La letra U
significa que esta disefiado para suprimir a los templetes desmetilados y amplificar las secuencias metiladas.

Las bases resaltadas con letras mayusculas representan los elementos discriminatorios del Headloop

Oligonucledtido Secuencia Cabeza 5'-3’ Secuencia Cebadora 5’-3’
Head|00p 4M GtttacGtcGttttcGtaa tttatattttagttattatatgtt
Head|00p 4U AtttacAtcAttttcAtaac tttatattttagttattatatgtt
Head|00p 3M GtcGttttcGtaacatata ttttatttatattttagttatta
Headloop 3U AtcAttttcAtaacatataa tttttatttatattttagttatta
Head|00p 2M GttttcGtaacatataataa gatttttatttatattttagtta
Head|00p 2U AttttcAtaacatataataac gatttttatttatattttagtta
Head|00p 1M Gtaacatataataactaaaa ggtgatttttatttatattt
Head|00p 1U Ataacatataataactaaaa ggtgatttttatttatattt
HLR = | mmmmmmmmm e ctaaaacaaaaaacaaataa
L2L1F @ | mmmmmmm s s m e gttgatgtaggtgattttta
2 I 1 = ataccctatattataatcctaat
M13F | mmmmmmmm e gtaaaacgacggccag

M13R | mmmmmmmmmmm s e e caggaaacagctatgac

DNA Polimerasas

Se ensay6 el efecto de diferentes polimerasas sobre la eficiencia de la Amplificacién/
Supresion de la PCR por Headloop, a diferentes temperaturas de hibridacion (Tm)
(Eppendorf Mastercycler Gradient. Eppendorf, Alemania) con los 8 juegos de Headloops.
Las enzimas evaluadas fueron la AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Cat. No. 4311806,
NJ, EUA), GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Cat. No. M8296, WI, EUA) y Pfu DNA
polimerasa (Altaenzymes, Canada, salvo donde se especifica). Las reacciones se

realizaron bajo las siguientes condiciones: Para 20 UL totales de reaccion: Amortiguador
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de reaccién (especifico para cada enzima) 1X; [MgCl], 2 mM; [dNTPs], 2 mM clu;
[Oligonucledtidos], 100 nM c/u; [DNA polimerasa], 0.25 U/uL; DNA, 50 ng (Plasmidos M o
U). Esta mezcla se sometio a una fase de desanturalizacién a 95 °C por 120 seg, seguida
por 30 ciclos de PCR: 95 °C por 15 seg; Curva de Tm por 30 seg; extension a 68 °C por

60 seg.

Temperatura de Hibridacion (Tm)

Se llevaron a cabo curvas de Tm entre 39 y 55 °C para todos los Headloops, a fin de
determinar la temperatura de hibridacion que brindase las mejores condiciones de
amplificaciéon (Headloops M + Plasmido U; Headloops U + Plasmido M) y de supresién

(Headloops M + Plasmido M; Headloops U + Plasmido U).

Concentracion de lones Mg?*

Se realizaron curvas de MgSO, (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mM) para todos los Headloops, a fin de
determinar la concentracién que proporciona la mejor discriminacion, en cada caso. En
este ensayo se empled la Pfu DNA polimerasa de la casa comercial Fermentas (Cat. No.

EP0509), por ofrecer la ventaja de permitir ajustar la concentracion de este ion.

Cantidad de DNA Blanco
Se evalub el efecto de la cantidad de DNA blanco (plasmidos M y U: 10, 50, 100 y 200 ng

totales) sobre la amplificacidon/supresion de la PCR para los Headloops 4M y 4U.

Concentracién del Headloop
Se evalud el efecto de la concentracion de los oligonucleétidos Headloops 4M y 4U sobre
la amplificacién/supresion de la PCR. Las concentraciones ensayadas fueron: 50, 100,

150 y 200 nM.



o 61 =
NUmero de Ciclos de PCR

Se evaluo el efecto del numero de ciclos de Amplificacion/Supresion para los Headloops

4My 4U. Los ciclos ensayados fueron: 20, 30, 40 y 45.

Sensibilidad de los Headloops 4M y 4U

Se disefaron experimentos de amplificacion (Headloop 4M + plasmido U; Headloop 4U +
plasmido M) para determinar la cantidad minima de secuencia blanco que puede ser
detectada. En un primer experimento se diluyeron en agua cantidades decrecientes de los
plasmidos My U (50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005, y 0.001 ng). En otro se diluyeron
(100, 50, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001, 0 ng) en un fondo de DNA de timo de ternera
(suficiente para un total de 200 ng de DNA). En un tercer experimento se diluyeron (200,
175, 150, 125, 100, 75, 50, 25, 10, 5, 1, 0 ng) en un fondo del plasmido pBR322
(suficiente para un total de 200 ng de DNA).

Para 20 L totales de reaccién: Amortiguador de reacciéon 1X; [MgCl,], 2 mM; [dNTPs], 2

mM c/u; [Oligonucleétidos], 100 nM c/u; [Pfu DNA polimerasa], 0.25 U/ulL; DNA, 200 ng
(totales). Esta mezcla se sometié a una fase de desnaturalizacién a 95 °C por 120 segq,

seguida por 30 ciclos de PCR: 95 °C por 15 seg; 49 °C por 30 seg; 68 °C por 60 seg.

Especificidad de los Headloops 4M y 4U

Se evalud la especificidad de los Headloops 4M y 4U para amplificar sus respectivas
secuencias blanco, en presencia de un exceso de la secuencia competidora. Para tal fin
se ensayaron diversas cantidades de secuencia blanco (0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 190, 195, 199 y 200 ng) en presencia de la competidora (suficiente para un total
de 200 ng de DNA); asi como diluciones seriales de la secuencia blanco en la secuencia
competidora (1:10, 1:100, 1:10°, 1:10%, 1:10°, 1:10°), para un total de 50 ng.

Para 20 uL totales: amortiguador de reaccion 1X; [MgCl;], 2 mM; [dNTPs], 2 mM clu;

[Oligonucledtidos], 100 nM c/u; [Pfu DNA polimerasa], 0.25 U/uL; DNA, segun
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experimento. Esta mezcla se sometié a una fase de desnaturalizacion a 95 °C por 120

seg, seguida por 30 ciclos de PCR: 95 °C por 15 seg; 49 °C por 30 seg; 68 °C por 60 seg.

Metilacion Mosaico

A fin de determinar el efecto que un patron heterogéneo de metilacion (metilacion
mosaico) tiene sobre el desempeno de los Headloops, entre las colonias transformantes
se identificaron aquéllas cuyos fragmentos L2/L1 tuviesen patrones heterogéneos (ver
Tabla 4). Cada plasmido fue aislado y empleado como molde frente a los Headloops 4M y

U, 3My U.

Metilacién en Biopsias y Lineas Celulares

El DNA proveniente de muestras clinicas de lesiones de diversos grados (NIC I, NIC y
NIC 1) fue tratado con bisulfito de sodio y sometido a le técnica de
Amplificacion/Supresién de la PCR por Headloops, empleando los Headloops 4M y 4U.
Para 20 uL totales: amortiguador de reaccion 1X; [MgCl;], 2 mM; [dNTPs], 2 mM clu;
[Oligonucledtidos], 100 nM c/u; [Pfu DNA polimerasa], 0.25 U/uL; DNA, 25 — 100 ng,
segun disponibilidad de la muestra. Esta mezcla se someti6 a una fase de
desnaturalizacién a 95 °C por 120 seg, seguida por 30 ciclos de PCR: 95 °C por 15 seg;
49 °C por 30 seg; 68 °C por 60 seg. Estas mismas muestras se amplificaron con los
oligonucledtidos L2L1F y L2L1R como ya se ha descrito; 1 uL del producto de esta
reaccion se sometio a Amplificacion/Supresién por Headloop anidada, con los Headloops

4M, 4U, 3M y 3U, bajo las condiciones establecidas.

Tratamiento de Residuos de Bromuro de Etidio
Los residuos de bromuro de etidio (geles de agarosa, puntas) se trataron de acuerdo con
el método de Quillardet y Hoffnung: en caso necesario, se diluye con agua hasta llevar la

concentracion de bromuro de etidio a menos de 0.5 mg/mL. Se agrega un volumen de
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KMnO, 0.05M y se mezcla. Se adiciona un volumen de HCI 0.25 N y se mezcla
cuidadosamente. Se permite que la mezcla repose a temperatura ambiente durante varias
horas (normalmente 12 a 24 h) y se neutraliza con un volumen de NaOH 0.25 N. La

solucion se descarta en la tarja y los solidos en la basura normal (Bloom et al., 1996).
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Resultados

“Entonces he empezado a llevar frutos
y a conocer muchas cosas,

a crecer y a prosperar mucho:

Palabra por palabra

he buscado las palabras,

hecho por hecho

He buscado los hechos.”

ANONIMO NORDICO ESCANDINAVO. “LOs DICHOS DE HAR (HAVAMAL)” EN LA EDDA MAYOR, S X D. C.

“Juremos hacerlo asi, mi buen amigo,
sea la suerte flaca para el uno, y mejor para el otro.”

ANONIMO INGLES. “SIR GAWAIN Y EL CABALLERO VERDE”", S XIV D. C.

Obtenciodn y Verificacion de Moldes

Amplificacion del Vector TOPO con el Inserto L2/L1 (PCR de Colonias)

Posterior a la clonacion, se realizo la amplificacion del inserto (296 bps + 133 bps de
vector) de cada colonia usando el par de oligonucledtidos M13F y M13R a fin de
identificar las clonas en las que se encontrase presente el fragmento L2/L1, observandose
una eficiencia cercana a 100% (Figura 12). La secuenciacion de estos productos permitio
establecer la presencia de patrones de metilacién generalmente homogéneos (Figura 23 y
Tabla 3). Se identificaron las clonas donde se encontrasen los cuatro sitios CpG de
interés metilados (Plasmido 4M) y desmetilados (Plasmido 4U), asi como otros patrones
relevantes. Estas clonas fueron propagadas y sus respectivos plasmidos aislados, para la

obtencién de moldes.
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Figura 12. Laregiéon L2/L1 se cloné con alta eficiencia en el vector TOPO TA (PCR de Colonias)
En la parte superior se indica el nimero de cada colonia, asi como las biopsias a las que éstas corresponden.
Se observa la presencia del inserto en todas las clonas aqui analizadas.

MPM: marcador de peso molecular; H,O: control negativo de amplificacion
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Condiciones que Afectan la Amplificacion/Supresidn de la PCR por Headloops

con Distinto NUmero de Sitios Metilados o no Metilados

Pfu DNA Polimerasa Ofrece la Mejor Discriminacién

Dado que la Tag DNA polimerasa tiende a agregar adeninas en los extremos 3’ de sus
productos, de forma independiente del molde, se ensayaron tres DNA polimerasas, por
ver si el desempefio de los Headloops es distinto debido a esta caracteristica de la Taq, o
si existen diferencias entre marcas de Taq. Las enzimas evaluadas fueron: Pfu DNA
Polimerasa, proveniente de Pyrococcus furiosus, y dos marcas comerciales de Taq DNA
Polimerasa, proveniente de Thermus aquaticus (Taq Gold y GoTaq Flexi) (Figura 13). Las
tres enzimas son capaces de realizar la amplificacion del producto deseado. No obstante,
la supresion se da sdlo con Pfu en presencia de los Headloops 4M y 3M, y en menor
medida, 2M; asi como para los Headloops 4U y en menor medida, 3U (Figura 13). Por lo
tanto, la Pfu DNA polimerasa ofrece la mejor discriminacion y fue elegida para ser

empleada en los experimentos subsecuentes.
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Figura 13. Pfu DNA polimerasa tiene el mejor desempefio en la Amplificacién/Supresion por Headloops
Desempefio de la Pfu DNA Polimerasa vs. TagGold DNA Polimerasa y GoTaq Flexi, en la amplificacion
(signos +) (Headloops M + Plasmido U; Headloops U + Plasmido M) y supresion (signos -) (Headloops M +
Plasmido M; Headloops U + Plasmido U). A. Headloops 4M a 1M. B. Headloops 4U a 1U. mwm: marcador de

pesos moleculares. H,O: control negativo. Cada oligonucleétido se enasy6 en su Tm 6ptima (ver Figura 17)

La Temperatura de Hibridacion (Tm) Afecta de Forma Significativa el Desempefio de
los Headloops

Se ensayaron diversas Tm’'s para todos los Headloops, ya que éste es un parametro
critico para el adecuado funcionamiento de los oligonucleétidos. En buena medida es ella
quien determina la estabilidad de la estructura de Hairpin en aquellas instancias donde
debe haber supresion. Dado el tratamiento con bisulfito, con la consecuente pérdida de

pares C-G en la secuencia, las Tm’'s suelen ser bajas (< 50 °C). La temperatura de
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hibridacion éptima para los Headloops 4M y 4U fue de 49 °C, para los 3M y 3U fue de 47
°C, para los 2M y 2U fue de 42 °C. Los Headloops 1M y 1U carecen completamente de

capacidad de discriminacién, independientemente de la Tm que se utilice (Figura 14).
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Figura 14. La Tm afecta significativamente la capacidad de

D

Amplificacion/Supresiéon de la PCR por Headloops
A, B, C y D. Curvas de Tm para Amplificacién (Headloops M + Plasmido U) y Supresién (Headloops M +
Plasmido M) de los Headloops 4M a 1M, respectivamente. E, F, G y H. Curvas de Tm para la Amplificacion
(Headloops U + Plasmido M) y Supresién (Headloops U + Plasmido U) de los Headloops 4U a 1U,
respectivamente. mwm: marcador de pesos moleculares; H,O: control negativo; En A y E se ensayaron Tm’s
de 44 a 49.9 °C; en B-D y F-H se ensayaron Tm’'s de 39 a 55 °C

La Concentracion Optima de lones Mg es de 2 mM

Se realizaron curvas de [MgSQ,] para todos los Headloops M y Headloops U (Figura 18).
Las concentraciones empleadas estuvieron en el rango de 0.5 mM a 2.0 mM. En todos los
casos, la amplificacion (Headloops M + Plasmido U; Headloops U + Plasmido M) Optima
se obtuvo con una [MgSO,] de 2.0 mM; no obstante, la supresién (Headloops M +

Plasmido M; Headloops U + Plasmido U) sdlo se obtuvo para los Headloops 4M, 3M y 2M;
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y 4U, y en menor medida, para 3U y 2U. Independientemente de la concentracién de

MgSO,, los Headloop 1M y 1U no presentaron supresion de la PCR (Figura 15).
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Figura 15. La concentracion 6ptima de iones Mg2+ paralos Headloops My U es de 2.0 mM
En la parte superior se indica la concentracion de MgSO4 en cada reaccion. En cada experimento se indica el
Headloop evaluado, asi como el Plasmido usado. La flecha sefiala el producto de PCR (amplificacion). H.O:

control negativo. MPM: Marcador de Pesos Moleculares (escalera de 100 bp)

Cantidad de DNA Blanco
Se determiné el efecto de la cantidad de plasmido utilizado en las reacciones de
Amplificacion y Supresion de la PCR para los Headloops, 4M y 4U con dos Tm's

diferentes (Figura 16). Se determin6 que cantidades elevadas de la secuencia blanco (200
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ng) o reducidas (10 ng) disminuyen la eficiencia de la amplificacién. Por otro lado,
cantidades elevadas de la secuencia competidora (no deseada) favorece la produccion de
mayores cantidades de la estructura de hairpin (suprimida). Dados estos resultados, se

eligi6 una cantidad de DNA blanco de 50 ng como la Optima para experimentos

subsecuentes.
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Figura 16. Los Headloops 4M y 4U presentan buen desempefio con 50 ng de DNA blanco
Por cada oligonucledtido se ensayaron 4 cantidades del plasmido y dos Tm, indicadas en la parte superior de
la figura. A. Headloop 4M; B. Headloop 4U. MPM: marcador de pesos moleculares. H,O: Control negativo

Concentracion del Headloop

Se realizaron curvas de concentracién de los oligonucleétidos, con 50 nM a 200 nM de los
Headloops 4M y 4U, a fin de determinar el efecto que la concentracion de los mismos
juega sobre la amplificacion y supresion (Figura 17). Se ensayaron 3 Tms , y la
concentracion que se determindé como Optima para ambos nucleétidos fue de 100 nM, a
49 °C. Concentraciones superiores a ésta favorecen la producciéon de la estructura de

Hairpin, mientras que concentraciones inferiores reducen ligeramente la eficiencia de la

amplificacién.
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Figura 17. La concentracion 6ptima de los Headloops 4My 4U es de 100 nM

Las concentraciones de los Headloops y las Tm se indican en la parte superior de la figura. MPM 100 bp:
marcador de pesos moleculares, escalera de 100 bps; MPM 1 Kb: marcador de pesos moleculares, 100 bps.

HO: controles negativos para cada concentracion del Headloop

NUmero de Ciclos de PCR

Se determin6é el numero de ciclos de PCR que ofrece discriminacién Optima, con los
Headloops 4M y 4U (Figura 18). Treinta ciclos proporcionan maxima amplificaciéon vy
minima acumulacion del producto de la supresién. Un mayor nimero de ciclos no redunda
en mas producto de PCR, no obstante, si incrementa la acumulacion del producto de la

supresion, incluso en las reacciones donde sélo se espera amplificacion.
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Figura 18. Treinta ciclos de PCR proporcionan la Amplificacién/Supresién 6ptimas
Se evaluaron cuatro condiciones (20, 30, 40 y 45 ciclos) para la amplificacion (Headloop 4M + U;

Headloop 4U + M) y la supresién (Headloop 4M + M; Headloop 4U + U)

« 2o
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Sensibilidad y Especificidad de los Headloops 4M y 4U

Sensibilidad

Se evalué el limite inferior de deteccién (sensibilidad) de los Headloops 4M y 4U,
diluyendo cantidades decrecientes de los pldsmidos blanco en agua (Figura 19A). No
obstante, dado que las secuencias virales a ser detectadas por los Headloops se
encuentran en presencia de DNA gendmico del hospedero, es importante evaluar el
efecto que la presencia de DNA diferente de la secuencia blanco tiene sobre el
desempefio de los Headloops. Con tal fin se diluyeron cantidades decrecientes de los
plasmidos blanco en un fondo de DNA de timo de ternera (Figura 19B) y cantidades
crecientes de otro plasmido (pBR322) (Figura 19C).

Mientras que el limite de deteccién, cuando la secuencia blanco esta diluida en agua es
de 0.1 y 5 ng para los Headloops 4M y 4U, respectivamente, el limite de deteccion cae
hasta 10 y 50 ng, respectivamente, en presencia de DNA gendmico, y hasta 75 y 100 ng

en presencia de un plasmido que no contenga la secuencia blanco (Figura 19).
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Figura 19. La sensibilidad de los Headloops 4M y 4U disminuye en presencia
de DNA diferente a la secuencia blanco
Se disefiaron experimentos dirigidos a la amplificacion de la secuencia blanco. En la parte superior de cada
figura se indica la cantidad total de plasmido (M o U) incorporado en cada reaccién. A. Limite de deteccién
cuando la secuencia blanco est4 diluida en agua. B. Limite de deteccion en un fondo de DNA genémico (DNA
de timo de ternera). En todas las reacciones se incorporo6 un total de 200 ng de DNA (pldsmido + ternera).
C. Limite de deteccién en un fondo de DNA plasmidico (pBR322). En todas las reacciones se incorporé un
total de 200 ng de DNA (plasmido M o U + pBR322). mwm: marcador de pesos moleculares.
H,0O: controles negativos

Especificidad
Se determiné la especificidad de los Headloops 4M y 4U para amplificar su secuencia

blanco y suprimir la amplificacion de la secuencia competidora, en cantidades
decrecientes de la primera y crecientes de la segunda (Figuras 20A y 20B). En el caso de

ambos Headloops se encontré que es posible detectar hasta 5 ng de secuencia blanco en

un fondo de 195 ng de secuencia competidora.
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Mediante diluciones seriales se ensay0 la capacidad de cada Headloop para amplificar
cantidades decrecientes de su secuencia blanco en presencia de una cantidad constante
de la secuencia competidora (Figura 20C). El presente acercamiento, de PCR en tiempo

final, permite detectar adecuadamente, hasta 1 copia en un fondo de 100 copias.
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Figura 20. Los Headloops 4M y 4U pueden detectar 1 copia de secuencia blanco en
un fondo de 100 copias de secuencia competidora

A. Se emplearon cantidades crecientes del plasmido blanco (U) con cantidades decrecientes del plasmido
competidora (M), con un total de 200 ng de DNA por reaccion. B. Se emplearon cantidades decrecientes del
plasmido blanco (M) con cantidades crecientes del plasmido competidor (U), con un total de 200 ng de DNA

por reaccion. C. Se hicieron diluciones seriales de cada plasmido blanco, en cantidades constantes del

respectivo plasmido competidor, con un total de 200 ng de DNA por reaccion. mwm: marcador de pesos

moleculares. H,O: controles negativos. En todas las figuras se indica el producto de la

Amplificacion (Amp: flechas superiores) y de la Supresion (Sup: flechas inferiores)
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Metilacién Mosaico

Dado que el DNA viral tiende a estar presente en un nimero variable de copias (ya sea en
forma episomal o integrado), existe la posibilidad de que no todas ellas posean el mismo
patron de metilacion, sino que exista una variedad de patrones (metilacion mosaico) de
una a otra. Los plasmidos que contenian los diversos patrones identificados (Tabla 4)
fueron aislados y empleados para determinar el efecto de la metilacion mosaico sobre el

desemperfio de los ocho Headloops: 4M, 4U, 3M, 3U, 2M, 2U, 1My 1U (Figura 21).

MMMM
MUMM

MMUM

UUMM
UMMU
UUMU

= [Muuu
UUUU
MMMM
MUMM

=
=
-]
|

Uuuu
H,O

mwm
MMMU
MUMU
MUMU
MUUU

O
o
I

= 2 -l
o= = =
= = =35
= = o D
HEA P 4

EADLOO

I
m
p-2
o
[
o
o
o
s

U |

133/
134 bps
P ————

HEADLOOP 3M HEADLOOP 3U

139/
140 bps
—

HEADLOOP 2M HEADLOOP 2U

142/
143 bps
—

HEADLOOP 1M HEADLOOP 1U

145 bps
—

Figura 21. El efecto de la metilacién mosaico sobre el desempefio de

los Headloops es altamente dependiente del contexto de los desapareamientos
Se emplearon los mismos patrones de metilacion mosaico en todos los experimentos, con fines comparativos.
Los patrones se indican en la parte superior de la figura (M: CpG metilado; U: desmetilado). mwm: marcador

de pesos moleculares. H,O: controles negativos. Las flechas indican el producto de la amplficacion
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Como puede observarse, la capacidad de discriminacién de los Headloops incrementa en
forma proporcional al numero de bases incluidas en la Cabeza (extremo 5 del
oligonucleétido). Por lo tanto, los Headloops 2M, 2U, 1M y 1U, no poseen capacidad de
discriminacion, la cual se ve ya draméaticamente reducida en el caso del Headloop 3U,

aungue su contraparte M aln conserva cierta capacidad de discriminacion.

« 2o
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Amplificacion/Supresion de la PCR por Headloops en Biopsias y Lineas Celulares

Derivadas de Cdancer Cervicouterino

DNA de biopsias de pacientes con lesiones del cuello uterino de diferentes grados (CIN I,
II'y 1), de lineas celulares con HPV 16 (CaSki, SiHa), asi como de una linea celular
control (HeLa: HPV 18) fue obtenido. Este DNA, al igual que DNA de timo de ternera se
tratd con bisulfito de sodio y se sometié a la reaccién de amplificacién/supresion de la
PCR con los Headloops 4M y 4U. No se observd producto de amplificacion (Figura 22A y
22E), por lo que estas muestras se sometieron a amplificacion con el par de
oligonucleétidos L2L1F y L2L1R (Figura 22B), cuyos productos fueron sometidos a una
reaccién anidada con los Headloops 4M, 4U, 3M y 3U (Figuras 22C, 22F, 22D y 22G,
respectivamente).

Mediante este analisis es posible determinar la presencia de copias desmetiladas en
practicamente la totalidad de las muestras (Figura 22C). En contraste, la cantidad de
copias metiladas se correlaciona con el grado de la lesién. Mientras que en las lesiones
NIC | no se observan bandas correspondientes a copias metiladas, en lesiones NIC Il es
posible apreciar bandas de muy baja intensidad, y en todas las lesiones NIC Ill analizadas
se observan bandas correspondientes a la presencia de copias metiladas, al igual que en

las lineas celulares CaSki y SiHa (Figura 22F).
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Figura 22. La metilacién en los sitios CpG 5602, 5608, 5611 y 5617 incrementa conforme

las lesiones evolucionan hacia cancer cervicouterino
Ay E. Reaccion de Amplificacion/Supresion en muestras de diferentes grados histologicos y en lineas
celulares con Headloops 4M y 4U, respectivamente. B. Amplificacion de la regién L2/L1 en muestras y lineas
celulares. C, D, F y G. Reaccion anidada de Amplificacién/Supresion con Headloops 4M, 3M, 4U y 3U,
respectivamente, usando como templado los productos obtenidos en B. MPM: marcador de pesos
moleculares. H,O: controles negativos. Las flechas indican los productos de amplficacion
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Patrones de Metilacion de L2/L1 en CAncer Bucal

Secuenciacion de la Regién L2/L1 de HPV 16 en Muestras de Cancer Bucal

Como parte del proceso de estandarizacion de la técnica, para la obtencion de los moldes
se determinaron los patrones de metilacibn en muestras de cancer bucal. Aunque el
andlisis de la metilacion en estas muestras no se encuentra dentro de los objetivos
originales del presente estudio, a continuacion se presentan tales resultados, por aportar
nuevos datos sobre los mecanismos epigenéticos asociados a la progresion de este tipo
de malignidad.

Los productos obtenidos en la PCR de colonias (Figura 12) se secuenciaron (Figura 23) a
fin de determinar el patron de metilaciéon de los dinucleétidos CpG 5602, 5608, 5611 y

5617; 5709 y 5726, en cada clon e identificar patrones relevantes (Tablas 3y 4).
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Figura 23. Electroferogramas representativos de laregion L2/L1 en diferentes clones
A-G: Sitios 5602, 5608, 5611 y 5617. A. Cuatro sitios metilados MMMM (o0 M).
B MUMM. C MMUM. D MMMU. E UUMM. F UMMU. G UUUU (o U). H MUUU.
I-L: Sitios 5709 y 5726. 1 MM. J UM. K MU. L UU. Se indica la posicién de

las citocinas analizadas (Sitios metilados: azul; sitios desmetilados: rojo)

La informacion derivada de la secuenciacion de la regién L2/L1 de diferentes clonas se
encuentra recopilada en la Tabla 3, donde es posible observar la presencia de patrones
de metilacion en general homogéneos y que no guardan correlacién con el estadio del

cancer del que se obtuvo la biopsia correspondiente.
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Dado que la region L2/L1 contiene seis sitios CpG, pero el analisis por Headloops sélo se
enfoca a los primeros cuatro, en la Tabla 4 se presentan los patrones relevantes de
metilacion mosaico identificados mediante secuenciacion, asi como la clona en donde se
aislo cada uno de ellos.

La secuenciacién de la region L2/L1 de estas biopsias de cancer oral, permite observar
gue estos cuatro sitios CpG (5602, 5608, 5611 y 5617), mas otros dos incluidos en el
fragmento clonado (5708 y 5725) no obedecen a un patrén que pueda asociarse con el
estadio o el grado de diferenciacion. Con excepcién de las biopsias 33 y 45, que
presentan patrones heterogéneos, en general, los seis sitios en conjunto suelen mostrar
patrones homogéneos, bien de hipermetilacion, o hipometilacion (Tabla 3).

Los plasmidos con patrones relevantes (Tabla 4) fueron aislados y empleados para
estandarizar la técnica de Amplificacion/Supresion de la PCR por Headloops frente a

metilacibn mosaico.
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Tabla 3. Resumen de patrones de metilacion en laregion L2/L1 de HPV16 en muestras de cancer bucal

Las columnas representan los sitios CpG. Los renglones representan clones individuales. Se analizaron 10

sitios metilados; y los

clones de cada biopsia. Los cuadros blancos representan sitios desmetilados; los rojos

grises, sitios o clones cuyo analisis no fue concluyente
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Tabla 4. Resumen de los patrones de Metilacion Mosaico identificados en clonas individuales
Se muestran las combinaciones de patrones de metilacion de los primeros cuatro sitios CpG. Los sitios
metilados se indican con cuadros rojos y los no metilados en cuadros blancos. En la primer columna se sefiala

la colonia portadora del patrén identificado

Clon/ CpG
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Andlisis in silico de L2/L1 de Diversos Virus del Papiloma Humano

Los Dinucle6tidos CpG en la Region L2/L1 de Diferentes HPVs Estan Conservados

A fin de establecer si la presencia de estos cuatro sitios CpG, localizados inmediatamente
rio arriba del coddn de inicio de L1, es una particularidad del HPV 16, o si se trata, por el
contrario, de elementos conservados en buena parte de los papilomavirus, que pudieran
sugerir algun papel potencial de los mismos dentro de la regulacion epigenética del ciclo
viral, se realiz6 un analisis de la regién L2/L1 de todos los HPVs reportados en la literatura
(Los Alamos National Laboratory). Las secuencias fueron alineadas empleando el
programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) y organizadas por grupos filogenéticos
segun la clasificacibn de HU-Bernard (Chan et al., 1995). Esta comparacién permitié
determinar que en esta regién existen sitios CpG conservados entre los diferentes grupos
virales, en ocasiones con variaciones en posicion y numero. No obstante hay una sefial
aceptora de splicing (AG) presente en practicamente la totalidad de los tipos virales

precediendo el codén de inicio de L1 (Figura 24).
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Grupo Al hpvaz TGGTATTAGGATGGGATTTTATATTGCATCCCAG- - - - - = 'TI‘ATRTG'I‘G- - -GCGTAAGCGCCGTARACCTGTACCATATT - - TTTTTGCAG - - - -ATGTC- - - COTETEEC -GGCCTAG
hpv42 TGGTATCAGGATGGGATTTTATATTGCATCCTAG- - - - - - ATTTTTG - - -GOGTAGGCGCCGTARACCTGTACCATATT - - TTTTTGCAG- - - -ATGTC- - -CGTGTGGEC - GGOCTAG
hpv3 ACATAGATGECEEEEGATTTTTATCTAT leulu\C‘CT‘TC‘TTT‘T‘TGCCCCGACGTCGTCGCCGTAMLun.- TCTCATATT - -TTCTTGCAG-
hpvio ACATAGATGECEEEEATTTCTAT CT TTGGCCTET TACCT TTCACT TCTCCCGACATCGTCGCCETAAACGTGTCTCATATT - - TTTTTGCAG -
Griupa A2 hpvze ACATAGATGGOGGGEATTTTTATTTATGGCCTGT TACCCTGT TTGTACCCCGACGTCGTCGCCGTARACGTCTCTCATATT - - TTCTTGCAG-
hpv2s ACATTGATGGAGGGEATTATTT T TTGTGGCCTGT TACCT T TCCTG TG TCCCGAARACGTCGCCGTAARCGTCTTTCATATT - - TTCTTGCAG -
Crips- A hpvéel ATATTCAGGGCTCTGATTTTTATTTGTTGCCTGE - ATGGC- - - TTTGTGGEC - GGCCTGE
P! hpv72 ATGTTGAGGECTTTGATTTTTATTTGTTGCCTGE ATGGC---T’.[TGTGGC GGCCTGG
hpvia ACATATTTGGGGEAGATTATTATTTGATGCCAAG TTATGTCTTGTGECCTARACGACGTARACGTGTCCACTATT - - TCTTTGCAG - - =-TTTGTGGC - GGCCTAR
Grupo A4 hpva? CTCEGEGTGCACTTCTATCATGATATCAGCCCTETC G'I‘CCmmm@mm"(;TTACCCCCAGWRCTGTAGGATCAGB\TGTTTTRTATGRWRTGC
hpvs7 ACATAGTTGGGGGTGATTACTACTTGCTGCCAAG- TTATGTTCTGTGGCCTARACGACGTARACGTGTGCACTATT - - TCTTTGCAG - - - -ATGGC - - - TATGTGGC - GECCTAA
c a5 hpvie TTETGCATGGGGATAATTATTATTTATGGCCCTA - TATTTATTTAATCCATARACGCCGTARACGTATGCCTTATT - -TTTTTTCAG - - - ~ATGGC - - -TTTGTGGC - GTACTAG
LUpo hpvsl TTATACTAGGTGGGGATTACTATTTGTGGCCCTA TACACATTTACTACGCARACGCCGTARACGTATACCCTATT - - TTTTTACAG - -}\'I'N;TGGC GCACTAA
=i hpv3D TTATACATGGATCTACATTTGCTTTATGGLCTGT TACTTT I TARGGCGTAGGCGTCO TARACATGTTCCCTATT - - TTCTTGLAG -
] hpvs3 TTATACAGGGCTCCACATTTGCGTTATGGCCTGT TTATTTTTTGAAACGTAGGCGTCGTAAACGTATTCCCTATT - -TTCTTGCAG-
o Grupo A6 hpvse ATATACAGGGATCCTCCTTTGCATTATGGCCTGT - GTATTTTTTTAGACGTAGGCGCCGTAAMCGTATTCCCTATT - - TTTTTGCAG-
£ hpvés ATATACRGGGAGCTACATTTGCACTATGGCCTGET - ATATTTTTTTARACSTAGEGCGCCGTARACGTATTCCCTATT - - TTTTTGCAG -
= hpvis GTATACATGGTACACATTATTATTIGTGGCC- ATTATATTATTTTATTCCTARGA - - - - - ARCGTAAACGTGTTCCCTATT - - TTTTTGCAG- -TTTGTGGC - GGCCTAG
o hpvis CCATTCAGGGTTCCARTTATTATTTGTTGCCATT - - - - - - ATTGTATTTTTTCCTARARRRACGTARACGTATTCCCTATT - - TTTTTTCAG- =TATGTGGLC - GEGTCTAG
o Grupo A7 hpvas GTATTCATGGCACACAATATTATTTATGGCC - ATGGTATTATTATTTTCCTARRAR - - - - - -ARCGTARACGTATTCCCTATT - - TTTTTGCAG - -TTTGTGGC -GGCCTAG
hpv59 ATATAGRAGSCACARATTATTTTTTATSGCCTAT - - - - - -, ATATTATTTTTTACCTCGTARACGTAAACGTGTTCCCTATT - - TTTTTACAG- -TCTATGGC-GTTCTAG
Ll hpv70 CCATTCAGGECTCCAATTATTATTTATTGCCTTT - - - - - - ATTATATTATTTTCTARAGRAGCGTRAAACSTATTCCCTATT - - TTTTTACAG - -TTTGTGGC -GGTCTAG
L] hpv&smelao CTATATATGGCACCAATTATTATI TATTACC-ATTATTGTTCTTTTTATTAARAR - - - - -AACGTAARCGCCTTCCTTATT - - TTTTTGCAG- -ATTGTGGC-GCTCTAG
o Grupo A8 hpv? TGATTCGCGGTACTGATTATTATT TGAATCCTGC - -- - -~ ATACTATTTCA- - - GRAAACGCCGAAAGCGCATA- - -TTAG- - CATATTAGG- --TGGC-AACTTAR
=] P hpv40 TAATTCACGETACAGATTATTATTTGCATCCTGS - - -ATACTATTTAA GAAARCGCCGARAGCGCATA TTAG- - CACATCAGT - -TGEGEC-ARCTTAR
w hpvlé 5555 TTGCTGATGCAGGTGACTTTTATTTACA -TTATTACATG' CGAALACGACGTAARCATTTA TATT--TTTTTTCAG ATG CTTTGGC oC
hpva3 TTGTWCGGTGCTGAC'I'I'I‘C-'I'I'TTACRTCCTAG ---TTATTTTATTTTACGTCGCAGGCETARACGTTTTCCATATT - - TTTTTACAG - - - -ATGTC- - - COTATEEC -GG
hpvss TTSTGEATGETGCTGATTTTATGTTGCACCCTAG- - - - - -CTATTTTAT TTTGCGTCECAGRCGTAARCGTTTTCCATATT - - TTTTTGCAG - -C@TETAGC-GGCCTAG
Grupo A% hpvs2 TTGTTGATGGTACAGATTTTATTTTACATCCTAG - -CeTETEEC-GGCCTAG
hpvis TTGCAGATGGGGETGACTTTTATT TACACCCTAG- TTATTATTTATTARAACGACGTCGTARAGCTATCCCATATT - - TTTTTGCAG- -TCTGTGGC-GGTCTAR
hpv3iSh TTGCAGATGGEGGETGACTTTTATTTACACCCTAG - TTATTATTTATTAAAACGACGTCGTARACGTATCCCATATT - - TTTTTGCAG- -TCTGTGGC -GGTCTAR
hpvil TTGTTGATGGAGGETGATTTTTATTTGCACCCTAG = = = = = TTATTATATGTTAARACGTCGACGTAAACGTGTATCATA' =TTTTTACAG- =TCTGTGGEC - GECCTAG
hpvéb TCATTACAGETTCTGGATTTTATTTGCATCCTGC - - - - - - ATGETATTTTGCACGTAAACGCCETAAACGTATTCCCTTAT - -TTTTTTCAG - -=-TGGC-GGCCTAG
hpvil TTATTACAGETTCTGACTTCTATTTGCATCCTAC - ATGGTACTTTGCACGCAGACGCCETARACGTATTCCCTTAT - - TTTTTACAG - --TGGC-GGCCTAG
Grupo AlD | hpvi3 TTATTACTGCTTCTGGATTTTATTTATATCCTAC - - - - - ~ATGGTAT TT TACACGCAAACGCCGTARRCGTGTTTCCTTGT - - TTTTTACAG - -TGGC-GGCCTAG
hpvad TTATARGTEGTECTECATTTTATTTATATCCTAC- - - - - - ATGGTATTTTGCACGCAARCGCCGTARACGTGTTTCCTTGT - - TTTTTGCAG - -TGEC-GGCCTAG
hpv55 TTATAACSTGETGCTACATTTTATTTATATCCTGE - - - - - -, ATGETATTTTECACGCAARCGCCETAARCETGTTTCCTTGT - - TTTTTGCAG - - - -ATG -~~~ == - - - TGEC-GGCCTAG
Grupo All hpvid AAGTGGAAACA - CCTACTGGTACAAACACACARAG- - -TGTT T T TGCAAGTGAGATTTCCACTACAACTGCARATACCACT -ATTCCTT TAA - -GTTTGGATACACATCC
hpv73 ATATTTATGGETCAGETTTTATATTACACCCTAG- --TTATTATTTSTTAAAGCECARACGTARACGTCTGTCATATT - - CTTTTACAG- P i TGTGGEC- GACCTAC
L PR hpvs4 TGTTAAT - GETGEGEEATTTTTACCTGCATCCTAG - -TTATACTTATGTACGCAAACGCCG TAAACGTTTCCCATATT - - TTCTTGCAG - - - -ATGGC - - -TATGTGGC - GGCCTAG
hpvs TGACAGTACAG-GGGACTTTTATTTACATCCCAGT - - - CT - - - TCACAGGCGCAAACGTARARG AAAATATTTGTGATTT - - -GCATTCGAG- - - ~-ATGGC - - -AGTGTGGC-ACTCGGEC
hpvsd TGACAGTACAG-GGGACTTTTATTTACATCCCAGT - - - CT - - - TCACAGGCGCARACETARARGARAATATTTGTEGATTT - - - GCATTCGAG- -AGTETGEC-ACTCGGEE
hpvsb A -CT- - -TCGCAGGCECAARCGTAAAAGARAATATTTGTGATTT - -AGTGTEEC-ACTCGGEC
hpva -CT- - -TCGCAGACGCARACGTARARGAARATATTTGTGATTTT - - GCATTACAG- -AGTGTGGC-AATCOGGD
hpve TGATACATCAG-GAGATTATTATTTACACCCAAGT - - - CT - - - CCARAGGAAARAARCGCARRCG CARATATTTATAATTTT -GTTTTTGCAG - =ATTGTGGC - TTCCAGT
@ hpvi2 TGATAATAGTG-GTGACTTTTATTTACATCCTAGE - - - CT - - - GCGGAGGCGCARGCGTARARG ARRATATTTGTGATTT - - - - ACTTGCAG- -TGTGTEEC-ARGCEEC
hpvlad -CTTCACARRAGACT CARRAGARAACG AAAATATTTGTAACTTTTTCTTTTACAG - -AGTTTGGC-ARGCAGT
hpvls -TT---ARARAACACGTAAACGAARACGE CAAATATTTGTAATT - - -GTTTT -ACAG- -ATTGTGGC-TACCGAC
o hpvl? -TT-- -ARAGARARCGAAAAAGAARACG AAARTATTTGTAATT - - -GTTTT - GCAG- -ATTGTGGC-TGCCAAC
B hpvio - -RAGTATGGC -AAGCAGC
5| Grupo B1 | hpv2o - AGTTTGGC - ARGCAGC
. hpval -~AGTTTGGC -ARGCAGC
hpvaa ACATTCCTCCT-TTGACTATTATTTACATCCTAGT =CCTCTGGC-TTCCAAC
L hpvai GGACAAGTCTT-TTGATTATTACTTACATCCCAGC - - AAGHAAGARARGGC ATGAC- - -CCTCTGGC-TTCCAGT
3 hpvid AGATAGTAGTG-GEGACTTTTATTTACATCCTAGT - - - TTATTGCARAGGCGCAGACGCARRCG AARATATTTGTGATTT - - - - - -TTACAG- ATGTC- - -BGTGTGEET - TGCCAGC
] hpvas -CTGACTACAAGGCGCAGACGCARAAGARAATATTTATAATTTTTTCTTTTACAG -
A hpvis -CTTCEATGECG - - - CARACGTAAAAGAARATATTTGTGATTTT - - GCATTGCAG-
o hpv3? -IT- GAAAAAGAGAAAACGCARATATTITATAATT - - -GTTTTTACAG-
hpv3s -TTACGATGGCGA - - - COGCGCAAACGCARATATTTATAATGTT - -T- -TT - CAG-
o hpva7 -CT- - - TAGAAGGCETAAGCGTARAAGAAAATATTTGTGATTT - - - GCATTGCAG-
hpv49 AGATACCTCTG-GGGACTTCTATTTACATCCAAGC - - - CTTCGCAGGCGA - - -ARACGTARACG CACTTATTTATGATATT - - TCTTT - CAG- - - ~ATGACCTCGCTATGGT - TACCTGC
hpva TATATTTAGTA-CGGATTTTGTATATCGTCCTAGT - - - TTATAT - - - CGCARGAAACGGARACGATTAGAAATGTTTTAATT -GTTTTGCAGGAACATGTC - - -GAGTTGGT - TATCTAC
hpv4s TAGTTA- - -CT-CAGACTTTGCTTTAGATCCCTTT - - -TTTATT - - - CCACGTAAGAAACGACG CTTAGATATCCTTTAAT - -GTTTTTCAG- - - -ATGGC - - -TCTGTGGTCTGCAGTC
Grupo B2 hpved TGTTTA- - -TG-ATGACTTTTATTTACATCCTCAT - - - CTTCT TAGECGACGCARACGARRACGGTTGGATTTTTTTTAAT - -GTTTTACAG-
hpvso ---TThA- - -TT-CAGATTATGATTTACATCCAGGT - - -CTTCTT------ CCARAAAGAAGACG CATAGATTATTTTTAATTTATTT TACAG- - - -ATGGC - - -TCATTGGTCCTCAACT
hpviss GTTTTACAGTT-CTGACTTTGTATATCGTCCTAGT - - - TTGTAT - - - CGCARGAAACGAMAACGATCAGATATATTTTARTT - - TTTTGCAGGAACATGGEC - - -GAGTTGGT - TATCTGC
Grupo E1 hpvla CAACTCAACAG-GGGATTTTGAGTTACATCCTAGT - - - CT - - - TAGAAAGC - - - GTCGTARARGAGCTTATGTATARTGT - - - - -TTTTCAG- - - -ATGGC- - -TGTCTGGT - TACCAGC
P hpves TAATTCAACAG-GGGATTATGATTTACATCCAAGT - - - TT - - - GCGTARAC - - - GTCGCAMATTAGTTCATATTTGATAT - - - - - TTTACAG- - - -ATGGC- - -TGETTTGEC-TTCCTGES
3 LA hpvdl ARARTGRATTGCAGGARATAGATTTATTAACTGLG - - - - GATGGTGAAGAAGACCAGGAGGGCAGAGACCTGCAGTTGGTATTTTCCACTGGCA - -ATGAT - - - GAGGTGETTGATATTA
N C hpv74 TTATACATGGTTCTACATTTTATATATATCCATC ATGGTATTTTGCACGCARACGCCGTARACGTGTTCCCTTST - - TTTTTACAG - - - -ATG- - - - - - - - - TGGC - GGCCTAG

Figura 24. Los dinucleotidos CpG y la sefial de splicing AG estan conservados

en laregion L2/L1 de diversos HPVs

Se realiz6 el alineamiento de la region en estudio para 70 HPVs reportados en la literatura (HPV Sequence

Database, Los Alamos National Laboratory: http://www.stdgen.lanl.gov/). El genoma de HPV 16 esta indicado

en color verde oscuro. Los nimeros en la parte superior corresponden a las posiciones en el genoma de éste:

cuadro verde, codén de inicio de L1; cuadro rojo, codon de término de L2; cuadro amarillo, aceptor de splicing

3. LPR: Linaje pobremente resuelto; LA: Linaje aislado; NC: No clasificado (de acuerdo a Chan, et al., 1995)
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Discusion

“Serd por otra parte mas provechoso conferenciar a menudo con nuestros
compafieros de clase sobre nuestros estudios comunes, pues la disputa
agudiza la mente, educa la lengua, y fortalece la memoria, y no sélo
nosotros aprendemos numerosas cosas mediante la disputa, sino que
también entendemos mejor, expresamos mas aptamente, y recordamos
mas firmemente las cosas que aprendemos mediante esta forma.”

PIER PAOLO VERGERIO (EL VIEJO) “SOBRE LAS COSTUMBRES NOBLES Y ESTUDIOS LIBERALES DE LA JUVENTUD". 1402.

“Das, was man nicht erwartet hat, entdeckt man, als ob niemals
eines Menschen Auge je vorher es erblickt hatte.

(Eso, que no se habia esperado, se descubre, como si jamas
unos ojos humanos alguna vez antes lo hubiesen divisado.)”

PETER BAMM “FRUHE STATTEN DER CHRISTENHEIT”, 1955.

Amplificacion/Supresién de la PCR por Headloops

Hasta donde sabemos, esta es la primera ocasién en que se emplea la técnica de
Amplificacion/Supresién de la PCR por Headloops para el estudio de la metilacién de un
minimo de cuatro y tres sitios CpG, ya que Rand et al. (2005) reportaron la aplicacién de
la misma con cicnco y seis bases como elementos discriminatorios.

Como primer paso se buscO determinar si la capacidad de discriminacion de los
Headloops puede ser afectada por la DNA polimerasa empleada para la PCR, ya que se
conoce bien la capacidad de la Tag DNA polimerasa (proveniente de Thermus aquaticus
(T. aquaticus)) para agregar desoxinucleétidos (mas frecuentemente dATP) en el extremo
3’ del producto amplificado, de manera independiente del molde (Clark, 1988; Brownstein

et al., 1996), conocida como actividad desoxinucleotidil terminal-transferasa (TdT) (Costa
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y Weiner, 1994), la cual, podria interferir con una formacion adecuada de la estructura de
Hairpin debido a un desapareamiento inexistente entre el Amplicon y esta probable
adicion de adenina en el extremo 3’ de la Cabeza. Con este fin, se evaludé la Pfu DNA
polimerasa, una enzima de alta fidelidad proveniente de Pyrococcus furiosus (P. furiosus),
conocida por su capacidad de producir extremos romos en 3’, careciendo de actividades
de DNA extendasa o TdT (Costa y Weiner, 1994; Costa y Grafsky, 1994), ademas de
mostrar mayor fidelidad comparada con la Tag DNA polimerasa (Cline et al., 1996). Como
puede verse en la Figura 13, la Pfu DNA polimerasa se desempefia mejor que la Tagq DNA
polimerasa, ya que en presencia de Pfu es posible suprimir la amplificacién de la
secuencia competidora, cuando la temperatura de hibridacion es la 6ptima para el
oligonucleétido Headloop en cuestion. Sin embargo, en presencia de Taq DNA
polimerasa, no se observa supresién en donde se esperaria que la hubiese (es decir,
Headloop 4M + Plasmido M; Headloop 4U + Plasmido U; Headloop 3M + Plasmido M;
Headloop 3U + Plasmido U; etc.). En este trabajo (Figura 13) se ensayaron dos marcas
comerciales de Tag DNA Polimerasa, y aunque se comportaron de manera diferente entre
si, ninguna de ellas alcanzé una capacidad adecuada de discriminacién, demostrando que
ese efecto esta relacionado con la enzima, y no sélo con la marca comercial o el Hot
Start. Dadas las especificaciones de la Taq, puede sugerirse que esta falta de
discriminacion se debe a su actividad TdT.

Asumiendo que no existe interferencia por la TdT de la Taq, los desapareamientos
esperados serian T-G o C-A. Se ha reportado que estos desapareamientos en el extremo
3’ son extendidos con una eficiencia 10° a 10™ veces menor, en comparaciéon con
apareamientos correctos (Huang et al.,, 1992), por lo que esto no deberia ser
especialmente importante en el contexto de apareamientos correctos del Headloop. No
obstante, debe tenerse en cuenta que se ha demostrado que los oligonucleétidos que
terminan en T son extendidos eficientemente ain cuando estén desapareados (Kwok, et

al., 1994).
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Ahora bien, asumiendo que la TdT de la Tag DNA polimerasa juega algin papel, eso
significaria la presencia de un doble desapareamiento falso T-G + A-C, en el caso de los
Headloops M; y C-A + A-C en el de los Headloops U. La desestabilizacion de la estructura
de Hairpin por este doble desapareamiento inexistente, sumada a la reducida capacidad
de extension de la Taq para un desapareamiento A-C (Huang et al., 1992), favoreceria la
amplificacién de la secuencia.

Por el contrario, si existe un apareamiento perfecto (por lo que se esperaria la supresion
de la amplificacion) esta base extra en el extremo 3’ produciria, en la mayoria de los
casos, un desapareamiento falso A-C, muy refractario a la extension, con la consecuente
desestabilizacion del Hairpin y una amplificacion falsa positiva, lo que podria explicar la
incapacidad de todos los Headloops evaluados para discriminar entre ambas secuencias,
cuando son sometidos a PCR con Tag DNA Polimerasa.

La capacidad de discriminacion se pierde completamente con los Headloops que soélo
tienen un sitio discriminatorio (1M y 1U), independientemente de la Tm (Figura 14),
sugiriendo que su ineficacia radica en la incapacidad de la Cabeza para estabilizar
eficientemente la estructura de Hairpin que deberia suprimir la subsecuente amplificacion.
En concordancia con esto, los Headloops con dos sitios discriminatorios (2M y 2U)
muestran una menor capacidad en relacion a los Headloops de tres y cuatro sitios, pero
es aun ligeramente superior a la de los Headloops con uno solo. Dado que la Pfu DNA
polimerasa posee actividad de exonucleasa 3’ a 5', y que la Unica base discriminadora en
los oligonucledtidos de un sitio (1M y 1U) esta localizada en el extremo 3', es muy
probable que esta falta absoluta de discriminacién pueda deberse a la capacidad de
correccion de lectura de la Pfu sobre la base desapareada.

Rand et al. (2005) encontraron que el desempefio de los Headloops es altamente
dependiente de la Tm y de la concentracién de iones Mg?, y que concentraciones bajas
de los anteriores (0.3 mM) son especialmente criticas y redundan en la méaxima

selectividad. No obstante lo anterior, las curvas de MgSO, obtenidas en el presente
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estudio (Figura 15) revelan que a bajas concentraciones de este ion no se presenta
siquiera la amplificacion, y que la Amplificacion/Supresion Optimas se obtienen con una
concentracién de iones libres de Mg®* de 2 mM, con todos los oligonucleétidos Headloop
ensayados. Dado que este disefio de Headloops se comporta de manera diferente a lo
reportado por Rand et al. (2005), puede sugerirse que cada disefio de estos
oligonucleétidos tiene parametros particulares en cuanto a sus condiciones éptimas de
reaccion, haciendo dificil extraer conclusiones aplicables a todos los Headloops.

Los resultados obtenidos frente a la metilacién mosaico (Figura 21) apoyan también la
nocion de que el umbral de sensibilidad del presente disefio es de tres bases
discriminadoras. De manera independiente del patron de metilacién presente en los
diferentes moldes, los Headloops de un sitio carecen por completo de capacidad
discriminadora, dando origen tanto al producto de PCR como a la estructura de Hairpin.
En el caso de los Headloops de dos sitios, se observé un incremento moderado en la
intensidad de las bandas en aquellas reacciones donde se esperaria Amplificacion, en
comparacion con aquellas en donde se esperaria que dominase la Supresién, sin
embargo, tal como ocurre con los Headloops 1M y 1U, en todas las reacciones se observa
la presencia de producto de PCR y Hairpin. Una interesante tendencia observada con el
Headloop 4M es que, una citosina desmetilada localizada en la posicién dos de cuatro,
tiene un fuerte efecto desestabilizador sobre la estructura del Hairpin, dando lugar al
producto de PCR. De hecho, al comparar el desempefio del Headloop 4M con aquél del
3M, frente al molde MUMM, el dltimo muestra un mayor efecto supresor que el primero,
indicando que el efecto desestabilizador de cada desapareamiento es altamente
dependiente del contexto, dado que en el caso del 3M, el desapareamiento se encuentra
mas cerca del extremo 3 y por tanto se esperaria que éste tuviese un efecto
desestabilizador mas grande, cuando, esto, de hecho, no es el caso.

En relacion con el Headloop 4U, los resultados obtenidos sugieren que una buena

discriminacion depende de la presencia de al menos dos desapareamientos adyacentes
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(MM), dado que en la presencia del molde MUMU, ambos, el producto de PCR y el
Hairpin se producen en cantidades mas o menos equivalentes. Desafortunadamente, esto
también es cierto para el Headloop 3U, aun frente a MMMM y UUUU, sugiriendo que,
aunque el Headloop 3M aun retiene alguna capacidad discriminatoria, el Headloop 3U,
practicamente la ha perdido por completo. Aunque el estudio de los patrones de
metilacién podria sugerir que la metilacion mosaico en este grupo de CpGs no es muy
comun, al menos en las muestras de cancer bucal estudiadas durante la estandarizacion
de la técnica (ver Tabla 3), seria deseable realizar futuros estudios del papel que ésta
juega en el desempefio de los Headloops, en tanto se define cuan comin o poco comun
es la metilacibn mosaico en los diferentes tipos de cancer donde HPV 16 esta implicado,
asi como en la diversas etapas de evolucion de los mismos.

En este trabajo se observé de manera constante que la presencia de dos bandas es muy
comun, una en el rango de 133 a 145 bps, que corresponde al producto de PCR, y otra
mas pequefia en el rango de 103 a 116 bps, que corresponde a la estructura de Hairpin
(secuencia suprimida). Esto es especialmente claro en las Figuras 20A y 20B, donde
puede verse como, conforme la concentracién de la secuencia competidora incrementa, la
intensidad de la banda en 103/104 bps aumenta en forma proporcional. Parece haber una
tendencia a la formacion de esta estructura, alin cuando s6lo hay secuencia blanco, y de
forma inversa, a la formacién de cierta cantidad de producto de PCR aun cuando sélo
existe secuencia competidora, por lo que esto debe ser tenido en cuenta al disefar una
prueba diagnoéstica, donde siempre deberan ser incluidos controles de amplificacion y
supresion. El mejor acercamiento para superar este problema seria la incorporacién de un
ensayo de PCR en tiempo real, que deberia basarse en el uso de sondas Tagman
dirigidas especificamente a detectar el producto de PCR. El adecuado disefio de tal
estrategia seguramente incrementaria tanto la sensibilidad como la especificidad de esta
técnica, incluso mucho mas alla de la alcanzada por el presente acercamiento en tiempo

final, siendo posible alcanzar resultados comparables a los reportados por Rand et al.
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(2005), donde se emplearon sondas separadas para la deteccion de secuencias metiladas
y desmetiladas. Otro problema que debe solucionarse es el limite de deteccidon de esta
técnica, dado que, como puede apreciarse en la Figura 19, la sensibilidad de los
Headloops se reduce por la presencia de DNA distinto (ya sea genémico o plasmidico) de
las secuencias blanco, lo que seguramente seria el caso en una aplicacion clinica de esta
técnica, donde se desearia detectar incluso unas pocas copias de un gen particular (de
HPV 16 en este caso) en el contexto de DNA gendémico de una poblacién celular
heterogénea. Aungue con un efecto menor, Rand et al. (2005) parecen haber encontrado
también una reduccién en la sensibilidad y selectividad cuando evaluaron los Headloops
con DNA de fondo, ya que ellos reportan la deteccién de su secuencia blanco hasta 1 en
10° cuando amplificaron DNA plasmidico, contra 1:4000 (1 en 4x10°) en presencia de
DNA gendmico.

Finalmente, los Headloops de cuatro y tres sitios fueron empleados para estudiar la
metilaciébn en biopsias y lineas celulares. En la Figura 22A y 22E se observa que la
aplicacion directa de los Headloops 4M y 4U al DNA modificado no genera sefial
detectable. En principio esto es de esperarse, ya que la conversion con bisulfito tiene
como consecuencia una importante degradacion del DNA, lo que normalmente resulta en
decrementos en la sensibilidad de las técnicas de PCR realizadas sobre este DNA, en
relacion con una PCR realizada con DNA no tratado (Frommer et al., 1992), lo que en el
contexto de los Headloops parece tener especial importancia, dada la disminuciéon en la
sensibilidad en presencia de DNA genémico. En un ensayo en tiempo final este problema
puede superarse realizando la técnica de Amplificacién/Supresion en una PCR anidada,
tal como se muestra en la Figura 22, donde se obtuvieron sefiales detectables al emplear
como templado el producto de amplificacién de los oligonucle6tidos L2L1F y L2L1F.

Asi, el actual disefio de los Headloops, es adecuado para estudiar cuatro, y con algunas
reservas, tres sitios CpG. No obstante, su potencial aplicacion en un &mbito clinico como

biomarcador de progresion, debera tomar en cuenta lo siguiente: primero, la enzima
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usada debe ser alguna que produzca extremos romos (como la Pfu DNA polimerasa), ya
gue la actividad TdT caracteristica de algunas DNA polimerasas parece interferir de forma
muy importante con la adecuada discriminacién de los Headloops. Segundo, la capacidad
de discriminacién del actual disefio es Optima para detectar cuatro sitios metilados o
desmetilados al mismo tiempo (y es probable que un mayor nimero de sitios mejorase
aun el analisis, tal como reportan Rand y cols.), pero el papel exacto de la metilacién
mosaico en el desempefio de los Headloops aun debe ser establecido por completo, ya
gue su efecto sobre la estabilidad del Hairpin es altamente dependiente del contexto, con
el niumero y posiciones de desapareamientos jugando un papel critico en ella. Tercero,
aunque la presencia de DNA distinto a la secuencia blanco reduce importantemente la
sensibilidad del presente disefio, un acercamiento de PCR anidado tiene la capacidad de
solucionar este problema; adicionalmente, la inclusion de sondas Tagman para un ensayo
en tiempo real tiene el potencial de incrementar significativamente la sensibilidad y la
especificidad de los oligonucléotidos Headloop.

Hasta el momento no ha sido posible extender al andlisis con Headloops hasta dos sitios
y un sitio CpG, independientemente de los parAmetros ajustados. El que esto pueda ser
solucionado mediante un disefio ligeramente distinto del Headloop, hace que esta

metodologia permanezca como una interesante posibilidad que merece ser explorada.

« o
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Patrones de Metilacion en la Regién L2/L1 de HPV 16 en Muestras de Cancer Oral

Para la estandarizacion de la técnica se emplearon plasmidos en los que se cloné la
region L2/L1 de HPV 16, derivada de muestras de cancer oral, anteriormente empleadas
para analizar la metilacién de la LCR y regién 3’ de L1 (Balderas-Loaeza et al., 2007), en
virtud de que los HPVs de alto riesgo se han encontrado en 43.5% de casos de cancer
oral, asociandose con una proporciéon de momios seis veces mayor de riesgo de cancer
oral, donde el tipo méas frecuentemente detectado (55.6%) fue el HPV 16 (Anaya-
Saavedra et al., 2008). En el proceso de buscar patrones de metilacibn mosaico Utiles
para el andlisis por Headloops, se generd la informacion recopilada en las Tablas 3 y 4.
En la Tabla 3 puede observarse que los patrones de metilaciéon en los seis sitios CpG
incluidos en la region clonada no guardan una correlacion con el estadio de la
enfermedad, ya que se observan patrones homogéneos de hipermetilacién en una biopsia
de estadio clinico |, y grado histolégico bien diferenciado (Biopsia 48), asi como en dos de
estadio Ill, bien diferenciada y moderadamente diferenciada (Biopsias 28 y 33), mientras
gue se detectaron patrones mas bien homogéneos de hipometilaciébn en otras biopsias
estadio Ill, bien diferenciadas (Biopsias 7 y 52), asi como en dos de estadio IV, bien
diferenciada y moderadamente diferenciada (Biopsias 47 y 8, respectivamente), con un
patrén heterogéneo en una biopsia de estadio lll, bien diferenciada (Biopsia 45).

Los estudios de Bransma et al. (2009) y de Fernandez et al. (2009), asi como el presente
(Figura 24), han encontrado un incremento paralelo entre la metilacién de esta regién y la
progresion hacia cancer cervicouterino, por lo que, a priori se esperaria que en cancer
bucal esta region estuviese, de igual manera, preferencialmente desmetilada en estadios
tempranos y bien diferenciados, con un incremento en la metilacién conforme aumenta el
estadio y la desdiferenciacién. De hecho, un analisis previo realizado en nuestro
laboratorio, de la LCR y region 3’ de L1 de estas mismas muestras (Balderas-Loaeza et

al., 2007) revel6 cambios epigenéticos similares a los observados en carcinomas
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anogenitales, por lo que en dicho reporte, a partir de estos datos, se sugiere que el cancer
bucal sigue un proceso carcinogénico analogo al cervicouterino. No obstante, el hecho de
gue los patrones de metilacién en la region tardia en estas muestras de cancer oral no
sean similares a los reportados para el cancer cervicouterino (ver mas adelante), sugiere,
de hecho, que las alteraciones epigenéticas asociadas a unas y otras lesiones son
diferentes entre si. La confirmacién de este hecho requerird del andlisis de un mayor

namero de muestras de ambos tipos de cancer, asi como de sus estadios previos.

« o
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Region L2/L1: Epigenéticay Splicing Alternativo, Ciclo Viral y Carcinogénesis

Se evallo la aplicacién de la técnica de Amplificacion/Supresién de la PCR por Headloops
para amplificar selectivamente dinucle6tidos CpG metilados o desmetilados, en la region
L2/L1 del HPV 16. En esta region se encuentran cuatro dinucléotidos CpG cuya
importancia exacta en el ciclo viral ain debe ser establecida, aunque de acuerdo con
reportes anteriores (Turan et al., 2006) se ha sugerido que la metilacion de sitios CpG en
el gen L1 de HPV 18 incrementa conforme las lesiones progresan de bajo grado a alto
grado y a cancer. Por lo tanto, existe la posibilidad de que los sitios estudiados puedan
ser empleados como un biomarcador de progresion en el caso del HPV 16.

Como puede apreciarse en la Figura 24, los dinucleétidos CpG estudiados en HPV 16,
aungue no siempre en las mismas posiciones ni numero de sitios, estdn muy conservados
entre los papilomavirus, sugiriendo que la metilacién de éstos podria jugar algin papel
importante dentro del ciclo viral.

En el caso de HPV 16, los CpG estudiados guardan cierta similitud con sitios de unién E2,
los cuales también son blanco de metilaciéon (Figura 25), y en principio podria pensarse
gue se trata de sitios E2 degenerados. No obstante, hasta el momento no se ha
comprobado si E2 tiene la capacidad de unirse a éstos sitios en particular, posibilidad que

gueda abierta y cuestién que podria solventarse empleando ensayos de EMSA.
CH, CH;

5... ACCG(A/T),CGGT ... 3
3... TGGC(T/A),GCCA ... ¥’

Figura 25. Sitio consenso de unién E2

Se muestran los sitios CpG susceptibles a metilacion (tomado de Kim et al., 2003)

De forma aun mas interesante, estos cuatro sitios se encuentran unas pocas bases rio
arriba de una sefial de splicing (nt. 5639) y del coddn de inicio del marco abierto de lectura
de L1 (nt. 5641) (Figura 26).
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5641 5658
5608 5617 5639
5602 5611 -> L1 cds <- L2 end

ttacatgttaCGaaaaCGaCGtaaaCGtttaccatattttttttcAGREGtctctttggetgecilitga
3' gplice junction /\

Figura 26. Region L2/L1 con anotaciones
Los sitios CpG estudiados se sefialan con letras rojas. El cuadro amarillo sefiala el sitio aceptor de splicing (nt.
5639); el cuadro verde el codén de inicio de L1 (5641) y el cuadro rojo el codon de paro de L2 (5658)

En la Figura 24 se aprecia que el aceptor de splicing AG se encuentra conservado en
practicamente todos los papilomavirus, precediendo al coddn de inicio de L1, lo que
podria revelar la funcion de los sitios CpG localizados rio arriba de estos elementos
genéticos, como posibles reguladores del splicing. Si bien no siempre se hallan en igual
namero o en una posicién similar, en comparacion con HPV 16, es un hecho que
consistentemente se encuentran presentes rio arriba de dicha sefial de splicing.

Todos los transcritos de los papilomavirus son policistronicos. Un pre-mRNA tardio
verdadero es un transcrito quimérico de regiones tempranas y tardias, con la regién
temprana en su parte 5’ y la tardia en 3’ (Figura 27). Estos transcritos son detectables
s6lo en queratinocitos diferenciados (Zheng, 2006). De hecho, las proteinas L1 y L2 s6lo
son expresadas en los ultimos (Zhao, 2008), y su expresion esta sujeta a regulacion
transcripcional y postranscripcional (Hindmarsh et al., 2007).

Los genes L1 y L2 estan localizados en la regiéon tardia del genoma viral, que se
encuentra rio abajo de la temprana, y bajo el control del promotor tardio P670, cuya
actividad solo es inducida en queratinocitos diferenciados. Ya que P670 esta localizado en
la region codificante del oncogen E7, la transcripcién a partir de éste requiere que la sefial
de poliadenilacion temprana sea obviada (Zheng, 2006), de manera que tanto la
poliadenilaciéon temprana como la tardia son usadas en la fase tardia, productiva, de la
infeccidn. La poliadenilacion temprana es un requisito absoluto para la expresion de los
genes tempranos en las primeras etapas de la infeccién, y es, por tanto, un regulador

clave del interruptor de la fase temprana a la tardia, caracterizada por la produccion de las
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proteinas de la capside. Experimentos de mutagénesis sugieren que las secuencias
necesarias para la utilizaciéon de la sefial de poliadenilacibn temprana se encuentran
dentro de los dltimos 100 residuos 3’ de L2, ya que al ser reemplazados, se obtienen
niveles elevados de mRNAs tardios, revelando un cambio de expresion temprana a tardia.
Adicionalmente, se ha observado que en esta misma region se localizan elementos
necesarios para el splicing de mRNAs tardios, aunque estas dos funciones parecen ser
independientes entre si. De hecho, el splicing desde el donador en E4 hasta el aceptor en
L2 (nt. 5639) y la poliadenilacion temprana son eventos mutuamente exclusivos (Oberg,

2005). Es interesante notar que los cuatro sitios CpG estudiados se encuentran en esta

region 3’ de L2.
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Figura 27. Diagrama esquematico de transcritos tardios de HPV 16 identificados en células W12
A. Diagrama del genoma viral linearizado. Rectangulos blancos: regiones codificantes. Flechas: posicién de
promotores. Early poly(A) y barra vertical: sitio de poliadenilacion temprana. Late poly(A) y barras verticales:

sitios de poliadenilacidon tardia. B. Estructuras identificadas de cDNAs. Rectangulos grises: secuencias
codificantes. Lineas: intrones eliminados por splicing. Los nimeros indican las posiciones gendmicas de los

extremos 5’ de los cDNAs y los sitios donadores y aceptores del splicing (adaptado de Milligan et al., 2007)
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La mayoria de los intrones son subdptimos (carecen de secuencias consenso en sus
sitios de splicing), por lo que el splicing del pre-mRNA depende de potenciadores y
silenciadores, en adicién a las sefiales convencionales de splicing (Zheng, 2006). Existen
experimentos que sugieren que conforme las células infectadas se diferencian, disminuye
la produccion de proteinas implicadas en este control postranscripcional, de tal suerte que
la poliadenilacién temprana se hace menos eficiente y se da la lectura hacia la region
tardia, dando lugar a la produccion de los mRNA tardios. La produccion de la proteina L1
requiere del splicing de estos mMRNAs, proceso regulado por un silenciador del splicing
dependiente de hnRNP-Al (particula de ribonucleoproteina heterogénea nuclear Al),
localizado en la region codificante de L1 y que es muy activo durante las etapas
tempranas del ciclo viral para prevenir una produccion prematura de L1 por un splicing
directo desde la region temprana (Oberg, 2005). Las secuencias regulatorias en cuestion
se encuentran en el extremo 5’ de L1, y mediante la union de hnRNP-A1 funcionan como
silenciadores del splicing, para suprimir el empleo del aceptor en 5639 (Cheunim et al.,
2008; Somberg et al., 2008).

Los transcritos tardios mas abundantes corresponden al que contiene las secuencias de
E1"E4, E5, L2 y L1; y al que codifica a los ORFs E1"E4 y L1 (Frattini et al., 1997)
(transcritos 6 y 8 en la Figura 28). Los sitios de splicing 3632 (donador) y 5639 (aceptor)
son empleados exclusivamente por los mRNAs tardios, de hecho, los mMRNAs a partir de
los cuales se expresa L1, emplean el aceptor en 5639 (Somberg et al., 2009).

Esta nocion abre una interesante posibilidad. La presencia de sitios CpG conservados
cerca de un aceptor de splicing que resulta critico para el ciclo viral, asi como la
abundante evidencia que apoya la regulacién epigenética de los HPVs, podrian sugerir un
nuevo nivel de regulacion de la expresion génica, en donde la metilacion del DNA tal vez
participe, también, en el control de eventos de splicing.

La metilacién del DNA se asocia con supresion de la actividad transcripcional, mediada

por la unién de proteinas que reconocen meCpGs, como MeCP2, la cual se asocia in vivo
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con otros moduladores transcripcionales capaces de modificar la estructura de la
cromatina. MeCP2 puede actuar como ancla en el DNA metilado para atraer proteinas
accesorias (Nguyen, 2001), por ejemplo, reclutando HDACs al DNA metilado, actuando
asi como un regulador de amplio rango de genes metilados (Thatcher y LaSalle, 2006;
Baylin y Herman, 2000). De hecho, se ha sugerido que MeCP2 actlla como un transmisor
de la informacion epigenética al unirse a dinucle6tidos CpG metilados simétricamente
(Nikitina et al., 2007). Es interesante notar que MeCP2 puede unirse a meCpGs
independientemente de si éstos se encuentran en un promotor o en un exén (Nguyen,
2001), y que puede unirse incluso a un solo sitio metilado, en comparacion con MeCP1,
gue requiere varios sitios metilados para su unién al DNA (Verma, 2006).

Entre las proteinas a las que se puede unir MeCP2, se ha identificado a YB-1 (Y box-
binding protein 1), que es una de las proteinas de unién a &cidos nucleicos mas
conservadas. El complejo MeCP2-YB1 parece requerir de la presencia de RNA para su
formacion o estabilizacion y ser independiente de la unién de MeCP2 a DNA metilado. De
hecho, la funcién del complejo MeCP2-YB1 parece ser la coordinacién del splicing
alternativo con la transcripcién (Young et al, 2005) y existe amplia evidencia de que el
splicing y la transcripcion estan conectados intimamente. Por ejemplo, muchos pre-
MRNAs sufren splicing antes de que la transcripcién llegue a su fin, lo que sugiere que en
este splicing cotranscripcional, el spliceosoma estad fisicamente asociado con la
magquinaria de sintesis de RNA (Nilsen, 2003). La evidencia experimental sugiere que el
complejo de transcripcion de la RNA polimerasa Il posee una caracteristica estructural
que actla especificamente para reclutar actividades de procesamiento de RNA al
transcrito naciente, al ser generado en el proceso de elongacién (Proudfoot et al., 2002).
En un andlisis protedmico reciente se identifico la presencia de al menos 305 polipéptidos
involucrados en el procesamiento del pre-mRNA en supraspliceosomas aislados de

células Hela, entre los cuales se identifico a YB1 (Chen et al., 2007).
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Por otro lado, se ha demostrado que existe una interaccion funcional entre YB1 y PP2Cy,
la Unica fosfatasa asociada con spliceosomas purificados, donde YB1 actla como
cofactor de la ultima (Allemand et al., 2007). De hecho, desde el 2001 se identifico a YB1
como una proteina capaz de unirse a elementos potenciadores del splicing ricos en A/C
estimulando el splicing alternativo. Resulta interesante que una forma mutante de YB1
gue contiene el dominio de unién a RNA pero carece del extremo C-terminal tiene una
capacidad mucho menor para estimular el splicing alternativo (de CD44), sugiriendo que
esta region juega un posible papel en el ensamblaje del spliceosoma temprano, y que es
independiente de la unidon de YB1 al RNA (Stickeler et al., 2001). Esto tiene especial
importancia porque la regulacién de los pre-mRNAs que sufren splicing alternativo se
logra modulando la asociacién de componentes del spliceosoma durante las fases
tempranas de formacién del mismo, ya que es aqui donde los contactos entre las
snRNA/proteinas y el pre-mRNA juegan un papel crucial en el reconocimiento y seleccién
de sitios de splicing, y YB1 se encuentra presente en esta etapa (Hartmut et al., 2002).
Ahora bien, se ha demostrado que la interaccion entre YB1 y PP2Cy esta involucrada en
la regulacion del splicing alternativo de CD44 (la inclusion de los exones variables),
sugiriendo que PP2Cy es también uno de los factores involucrados en el ensamblaje del
splicesosoma temprano. Adicionalmente, se encontré que PP2Cy esta fosforilada in vivo,
por lo que es posible que la actividad del complejo YB1-PP2Cy esté regulada por la
fosforilacion ciclo-especifica de la primera, lo que a su vez podria modular eventos
especificos de splicing alternativo (Allemand et al., 2007). Esto es especialmente
interesante, considerando que la expresion de las proteinas tardias de HPV es
fuertemente dependiente del ciclo celular. De hecho, la expresion de éstas se da en
respuesta a la diferenciacion celular (Cumming et al., 2008).

A partir de estos datos surge una idea interesante, a saber, que el grado de metilaciéon de

uno o varios de los cuatro sitios CpG rio arriba del aceptor en 5639 determine la unién de
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MeCP2, la que a su vez reclute al spliceosoma temprano hacia este sitio, mediante su
interaccion con YB1- PP2Cy, y en coordinacion con los demas elementos potenciadores y
silenciadores del splicing presentes en L2 y L1. Otros factores dependientes del ciclo
celular, como la fosforilacién de YB1- PP2Cy podrian entonces participar en las decisiones
de splicing alternativo que daran lugar a transcritos tardios L2, L2/L1 o L1, dependiendo
de los aceptores empleados.

Ahora bien, la metilacion de los sitios CpG en cuestion podria estar, a su vez, finamente
regulada mediante la accion de E7 sobre la DNMT1 (ver mas adelante). Es interesante el
hecho de que eventos epigenéticos puedan estar conectados no sé6lo con el inicio de la
transcripcion, sino también con el splicing alternativo. Apoyando tal sugerencia, se ha
demostrado que éste también puede ser regulado por factores de transcripcion reclutados
a los promotores, por ejemplo, miembros del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF (en particular, la ATPasa dependiente de DNA, Brahma) pueden favorecer la
inclusion de exones alternativos facilitando el reclutamiento del spliceosoma a los sitios de
splicing de tales exones (Batsché et al., 2006). Resulta interesante que Brahma, junto con
otras proteinas remodeladoras de la cromatina, ha sido identificada entre los polipéptidos
presentes en los prespliceosomas (Chen et al.,, 2007). Mas aun, se ha descrito la
asociacion entre MeCP2 y Brahma (Harikrishnan et al., 2005; Wade, 2005). La
participacion de MeCP2 en diversos procesos celulares, incluida la represion
transcripcional y la regulacion del splicing, asi como sus caracteristicas funcionales
diversas, proporcionan la base para entender su multifuncionalidad (Adams et al., 2007).
Actualmente se sabe que alrededor de 90% de los genes humanos codifican al menos
dos isoformas, lo que implica que existe una amplia red de reguladores del splicing a fin
de controlar todos estos eventos de splicing alternativo (Graveley, 2009), el cual también
se ve afectado en los procesos oncogénicos (Venables et al., 2009). Resulta atractiva la

idea de que procesos epigenéticos puedan estar también involucrados en tal regulacion,
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aungue la confirmacion de tal posibilidad requerird de futuros experimentos que
demuestren su existencia y los mecanismos involucrados.

De ser cierta esta fina regulacion que vincula la metilacién del DNA con el splicing,
también puede darse una explicacion plausible a la falta de expresion de las proteinas
tardias del HPV en el cancer y en lineas celulares (zur Hausen, 2002).

Se cuenta con la evidencia de metilacion aberrante en el cancer cervicouterino, donde se
ha encontrado una tendencia hacia la hipermetilacion de genes celulares conforme
aumentan los cambios patolégicos (Widschwendter et al., 2004), incluidos numerosos
supresores de tumores (Duefias-Gonzalez et al., 2005). Por otro lado, la oncoproteina
viral E7 posee diversas actividades transformadoras. Las mejor estudiadas incluyen su
interaccion con RB, la cual comparte con los oncogenes virales E1A de los adenovirus, y
el antigeno T de SV40 (Helt y Galloway, 2003; Levine, 2009), que promueve la
degradacién del ultimo y la liberacion del factor de transcripcion E2F, asi como el
incremento de INK4A. Se sabe también que E7 estimula a los genes de la fase S del ciclo
celular, ciclina A y ciclina E; y que, mediante la amplificacion del centriolo, induce
aneuploidia en la células donde se expresa (zur Hausen, 2002). De manera relevante, se
ha demostrado que E7 participa en procesos de reprogramacion epigenética, ya que se le
ha encontrado asociada con proteinas del grupo Polycomb, que forman complejos que
actlian como represores transcripcionales. E7 también interacciona con desacetilasas de
histonas (HDACSs) y acetiltransferasas de histonas (McLaughlin-Drubin y Miinger, 2009), y
de forma interesante, Burgers et al. (2006) demostraron que E7 (y también E1A) tiene la
capacidad de wunirse a la DNMT1 e incrementar su actividad enzimética de
metiltransferasa. Esta interaccién estd mediada por la regién CR3 de E7, que contiene
motivos de dedos de zinc y que contribuye a sus funciones transformadoras. Estos
dominios tipo dedos de zinc en la region C-terminal de E7 se encuentran altamente
conservados y participan también en la union de E7 a HDACSs, contribuyen a la estabilidad

de la proteina y a su dimerizacion. Adicionalmente, son esenciales para el mantenimiento
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estable del genoma viral en forma episomal y para la replicacion del mismo. Es
interesante el hecho de que los genomas virales deben ser mantenidos como episomas a
fin de inducir las funciones tardias al diferenciarse las células hospederas. De hecho,
genomas de HPV 31 con mutaciones en estos dominios de E7, muestran una disminucion
significativa en la produccion de transcritos tardios (Longworth y Laimins, 2004).

Es plausible que la uniéon de E7 a las HDACs esté dirigida a modular la expresiéon de
genes celulares (Longworth y Laimins, 2004) aunque cabe la posibilidad de que ésta
también esté dirigida hacia los propios genomas virales, ya que la regulacién de los
mismos esté influida por la organizacion del genoma viral en la cromatina, en virtud de
gue el DNA viral se estructura en nucleosomas, que pueden sufrir cambios
conformacionales como resultado de la acetilacién/desacetilacion de histonas, metilacion
del DNA, y probablemente metilacion de histonas (Kalantari et al., 2008).

En cuanto al ciclo viral, se piensa que la infeccién por HPV requiere de microtraumas del
epitelio que expongan a las células basales a la entrada del virus (zur Hausen, 2002;
Doorbar, 2005; Hindmarsh y Laimins, 2007), mediada por clatrina (Hindmarsh y Laimins,
2007). En estas células, los genomas virales son mantenidos como episomas en un bajo
nimero de copias. Las oncoproteinas E6 y E7 son entonces capaces de hacer entrar a
las células en la fase S, con lo que un subgrupo de células suprabasales amplifican los
genomas virales hasta miles de copias, lo cual requiere la expresién de todos los genes
tempranos (Doorbar, 2005; Hindmarsh y Laimins, 2007). A lo largo del ciclo viral, los
niveles relativos de las diferentes proteinas virales son controladas por el uso de
promotores y la seleccion de sitios diferenciales de splicing (Doorbar, 2005) y
mecanismos postranscripcionales (Hindmarsh y Laimins, 2007).

Ahora bien, la expresion de los genes tardios es dependiente de la diferenciacion celular.
Las oncoproteinas E6 y E7 también retardan la diferenciacion, regulando a la baja a los
genes encargados de dirigir a la Ultima, manteniendo asi a las células en estado de

sintesis de DNA, aln después de que han entrado a la capa suprabasal, o que se piensa,
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puede contribuir con el desarrollo de la malignidad (Duffy et al., 2003). No obstante, se
sabe que las proteinas estructurales no se expresan en céluas precancerosas y malignas
(zur Hausen, 2002) (ver Figura 8). De hecho, una caracteristica de los virus tumorales es
su capacidad para producir tumores cuando su ciclo productivo no puede ser completado
(Doorbar, 2005; Levine, 2009), y en células cancerosas asociadas con HPV parte del
genoma viral se encuentra integrado en el genoma celular, usualmente en repeticiones en
tandem que van de unas pocas, hasta miles de copias del mismo (Thierry, 2009). En la
integracién usualmente se rompe el marco de lectura abierto de E1 y E2 (Thierry, 2009;
zur Hausen, 2002), y dado que las ultimas estan involucradas en la replicacion del DNA
viral, la integracion conduce a la interrupcién de la replicacién del DNA viral (Thierry,
2009). Adicionalmente, se ha demostrado que los genomas virales necesitan ser
mantenidos como episomas a fin de inducir las funciones tardias (Longworth y Laimins,
2004), razones ambas, para que la integracion interfiera con el ciclo productivo viral.

Por otro lado, se ha demostrado que E2 puede reprimir la transcripcion de E6 y E7, ya
gue al unirse a sus sitios consenso, dos de ellos proximos a la caja TATA del promotor
temprano, previene la formacién del complejo de inicio de la transcripcibn mediante
impedimento estérico. Esta modulacion negativa de los oncogenes E6 y E7 es liberada
por la ruptura del marco abierto de lectura de E2 mediada por la integracién. Se piensa
gue este proceso lleva a altos niveles de transcripcion de E6 y E7. De hecho, se han
identificado vias regulatorias de auto-activacién, donde E7 puede inducir su propia
transcripcion (Thierry, 2009). El aumento descontrolado de la expresiéon de E7 podria,
entonces, estimular la actividad de la DNMT1 en niveles similarmente anormales,
estableciendo un mecanismo tendiente a la transformacion celular. Esta vision es
congruente con diversos reportes que han encontrado un incremento en la metilacién del
DNA viral conforme hay progresion de las lesiones (Kim et al., 2003; Kalantari et al, 2004;
Wiley et al., 2005; Turan et al., 2006; Bhattacharjee, 2006; Turan et al., 2007; Brandsma

et al., 2009; Fernandez et al., 2009).
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Se sabe que diversos virus oncogénicos (HPV, SV40, adenovirus, EBV, BKV, HTLV1/2,

etc.) explotan mecanismos epigenéticos mediante las proteinas virales descritas como
“oncogénicas” (como E6, y E7 en HPV, o el antigeno T en SV40, o E1A en adenovirus),
incrementando la actividad de las DNMTs y disminuyendo la acetilacién de histonas,
probablemente para inactivar genes supresores de tumores, que son alteraciones
comunes a procesos oncogénicos no virales (Flanagan, 2007).

Ahora bien, se ha demostrado que en procesos neoplasicos es necesaria la presencia de
la DNMT3b (metilacion de novo), asi como de la DNMT1 (metilacion de mantenimiento)
(Rhee et al., 2002) y la expresiéon de DNMT3b parece estar fuertemente correlacionada
con la infeccion por HPV 16 o 18, mediante mecanismos aun no claros (Lin et al., 2005)
pero que podrian involucrar un aumento en el numero de copias de DNMT3b (Woodman
et al., 2007). Esto, aunado a una mayor actividad de DNMT1 por accién de E7 (Burgers et
al., 2006), sugiriere que la metilacion del DNA juega un papel clave en el ciclo viral. Por
ejemplo, se ha demostrado que en el caso del EBV, la metilacién de sus distintos grupos
de promotores se asocia con diferentes etapas de la latencia, siendo ello esencial para
establecer una infeccion persistente y contribuir a evadir el sistema inmune (Tao y
Robertson, 2003). De hecho, la oncoproteina viral LMP1 de EBV es capaz de activar a las
DNMTs 1, 3ay 3b (Tsai et al., 2002; Flanagan, 2007). Estas DNA metiltransferasas, junto
con MeCP2 y HDAC1, forman complejos que se localizan en el promotor del gen de E-
cadherina, cuya expresion se ve reducida (Li et al., 2005; Tsai et al., 2002).
Analogamente, se ha demostrado que el antigeno T de SV40 tiene la capacidad de alterar
los niveles de expresion de diversas isoformas de la DNMT3b, y que la expresiéon de ésta
es esencial para la manifestacién de un fenotipo maligno, en adicion a la expresién de
DNMT1 (Soejima et al., 2003).

Asi, a partir de la evidencia experimental surge un panorama en el que los virus
oncogénicos requieren, para establecer un ciclo exitoso, entre otras cosas, controlar

cuidadosamente los niveles de proteina o la actividad enzimética de las DNMTs, y la
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disrupcioén de este delicado balance puede resultar en caos (Li et al., 2005), en virtud de
gue las oncoproteinas virales podrian estar dirigidas, también, a la modulacion de los
mecanismos epigenéticos que regulan la expresién de genes supresores de tumores y
oncogenes (Flanagan, 2007), a fin de silenciar a los reguladores clave del crecimiento
celular (Li et al., 2005). Muy probablemente esto establece un delicado balance en donde
la activacion del ciclo celular por parte del virus, es el objetivo real que conduzca
completar el ciclo viral, pero alteraciones en este balance pueden llevar el panorama
celular transfromado hacia un fenotipo maligno, donde el ciclo viral deja de ser productivo.
Tradicionalmente se suponia que la metilacion del DNA viral era un efectivo método
celular para silenciar la expresion viral y mantener la estabilidad gendémica silenciando el
material genético viral tras su integracion (Li et al.,, 2005), en virtud de que se ha
demostrado que entre las consecuencias de la insercién de DNA foraneo estan una rapida
metilacién de éste, asi como alteraciones en los patrones de metilacion en varios genes y
segmentos de DNA celulares (Remus et al., 1999). Asi, la metilacion de novo del DNA de
HPV podria ser tanto un mecanismo de defensa celular para evitar la transcripcion de
genes virales, como una estrategia viral para establecer una infeccién persistente, o
ambos (Woodman et al., 2007). No obstante, dada la amplia evidencia de la capacidad
comun de estos virus para alterar el panorama epigenético, puede suponerse que la
metilacién del DNA viral, mas que una estrategia celular para su seguridad, es una
arriesgada estrategia viral para conseguir un ciclo exitoso.

Aunque ya en esta linea de pensamiento se ha propuesto que los virus podrian
beneficiarse de la metilacion de su genoma para escapar de ser degradado por los
mecanismos que reconocen al DNA viral, los esfuerzos realizados por los virus para
modular la metilacion del DNA parecen sugerir mecanismos mucho mas complejos de
regulacién. Por ejemplo, la capacidad de las proteinas celulares para interaccionar con
secuencias virales esta influenciada por el estado de metilacion de éstas, sugiriendo que

este es un mecanismo involucrado en la regulacion de los genes que participan en la
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interaccion virus-hospedero (Verma, 2006). Por otro lado, durante la replicacion viral, el
genoma de HPV se encuentra hipometilado, observandose incremento en la metilacion
s6lo tras la integracion (Hoelzer et al., 2008)

Toda esta evidencia experimental sugiere que la habilidad de manipular cuidadosamente
la metilacion del DNA forma una parte crucial de la estrategia viral, la cual puede, en
ciertas instancias, desembocar en un ciclo no permisivo para el virus y cancer para el
organismo infectado.

Especialmente interesante resultan dos reportes recientes, donde se estudi6 el patrén de
metilacién del genoma completo (metiloma) de HPV 16 en lesiones de diferente grado. En
uno de ellos se descubrié que el genoma del virus sufre un aumento progresivo en la
metilacién, desde el tejido de mujeres que son portadoras del virus (sin sintomas) a
lesiones pre-tumorigénicas tempranas, a carcinomas primarios; de hecho, el andlisis de
L2 y L1 revel6 la presencia de metilacion progresiva en L2 durante la tumorigénesis: 0%
en portadoras asintomaticas; 29% en NIC I; 37% en NIC Il y lll; y 94% en carcinomas
primarios. La metilacion de L1 concordd con la de L2 (Fernandez et al., 2009). En el otro
estudio se identificaron tres patrones de metilacién, que guardaron una correlacién
estadisticamente significativa con el diagnéstico patologico: aquéllas con poca metilacion
(patron A) se asociaron con las lesiones menos severas; la metilacion en varios sitios
CpG en E1 y E6 (patrén B) se asocié con una severidad intermedia; mientras que una alta
frecuencia de metilacion, particularmente en E5, L2 y L1 (patréon C), se asocid con las
lesiones mas severas (Brandsma et al.,, 2009). Estos resultados concuerdan con lo
observado en el presente estudio, donde la técnica de Amplificacién/Supresion de la PCR
por Headloops permitié determinar un incremento en la metilacién de los cuatro sitios CpG
estudiados (5602, 5608, 5611 y 5617, ubicados precisamente en la regién L2/L1),
conforme las lesiones incrementaron en severidad, desde NIC I, hasta NIC Il (Figuras
22F y 22G). En el presente andlisis, puede observarse la presencia de copias

desmetiladas en todas las muestras (Figura 22C), lo que sugiere que existe al menos una
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copia viral con un bajo nivel de metilacién (y transcripcionalmente activa), tal como lo
describen van Tine y cols. (van Tine et al., 2004), por otro lado, mientras que en NIC | y
NIC II practicamente no se observaron copias metiladas, en NIC Il la situacién es
completamente otra, detectandose metilacion de los sitios estudiados en todas las
biopsias bajo estudio (Figura 22F). Este incremento en la metilacién en lesiones NIC llI
bien podria correlacionarse con el evento de integracion del genoma viral, ya que se ha
demostrado que la integraciéon de un genoma viral en un genoma de mamifero, trae como
consecuencia la metilacion de novo del primero (Doerfler, 2005; Doerfler, 2008).

La existencia de un numero limitado de patrones indica que la metilacion del genoma de
HPV 16 no es un proceso aleatorio, y que la presencia de meCpGs en regiones
particulares podria conferir a las células ciertas ventajas selectivas de crecimiento y/o que
la metilacion de ciertos CpGs es incompatible con una infeccion continuada (Bransma et
al., 2009).

Con base en todo lo anterior, resulta atractivo plantear una hip6tesis en donde,
inmediatamente después de la infeccion por HPV 16 a las células basales, inicia la
expresion de las oncoproteinas E6 y E7, que conducirdn a la célula a entrar a la fase S
del ciclo celular, mediante mecanismos diversos, tales como la bien conocida inactivacion
de los supresores de tumores p53 (por accién de E6) y RB (por accion de E7), asi como
mecanismos epigenéticos que incluyen la interaccion con HDACSs, y el incremento en la
expresion y/o actividad de DNMT1 y 3b. Adicionalmente, los genomas virales seran
empaguetados en nucleosomas, a fin de mantener un estricto control de la replicacion y
de la expresion de los genes virales.

Durante esta etapa, las DNMTs podrian mantener algin grado de metilacion (ain no
establecido) en los sitios CpG ubicados en los genes tardios L2 y L1. De hecho, en
muchos virus parece haber una correlacién inversa entre la expresion de genes virales y
el grado de metilacién, con los genes virales tardios siendo, en general, mas susceptibles

a la metilacion que los tempranos (Hoelzer et al., 2008). La interaccion de las 5-meC con
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MeCP2 reclutaria componentes del spliceosoma, tales como miembros de SWI-SNF y/6
YB1-PPC2y, que en conjunto con otros factores celulares (por ejemplo hnRNP Al)
determinarian la seleccion de diversos exones en eventos de splicing alternativo. Esto
haria posible evitar la producciéon anticipada de las proteinas de la capside L2 y L1,
ambas altamente inmunogénicas, como un mecanismo de escape a la vigilancia
inmunolégica. EI aumento en la diferenciacién celular encendera diversas vias de
sefalizacion que resultaran en la produccion de los mRNAs tardios (con la consecuente
expresion de L2 y L1), bien mediante la fosforilacion de PPC2y, y/o mediante cambios en
los patrones de metilacion de los sitios CpG de la regién tardia, estableciendo un
potencial vinculo directo entre la metilacién del DNA y el splicing alternativo.

Ahora bien, debido a razones no del todo claras, tal vez relacionadas con poca
permisividad de las células infectadas, tras una infeccion persistente, en ocasiones el
DNA viral llega a integrarse al genoma del hospedero, con la consecuente ruptura del
marco abierto de lectura de E2. Se ha sugerido que este es el paso determinante para la
progresion de las lesiones, en parte porque ello desemboca en el incremento de la
expresion de E6 y E7, con un aumento en las actividades asociadas con estas proteinas,
y la sobreactivacion de todas aquéllas vias de sefalizacion con cuyos efectores
interactlan, impulsando y dirigiendo la transformacién maligna de estas células. Puede
especularse que una de las actividades alteradas serd la de DNMT1 (y probablemente
también 3b). Esto es congruente con las observaciones de alteraciones en los patrones
de metilacién del genoma celular y la metilacién de novo del DNA viral integrado (Doerfler,
2008; Remus et al., 1999), y con los resultados de este analisis que revelan un aumento
en la metilacion del DNA de HPV 16 en la region L2/L1 en NIC 111

Es atractivo sugerir que esto podria explicar el aumento en la metilacion observado en
diversos estudios, en la region tardia en lesiones avanzadas, asi como patrones no
heterogéneos de metilacion en la LCR, ya que de darse ésta, podria reprimirse la

expresion de las oncoproteinas del HPV. Asi, se establece un mecanismo plausible de
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seleccién de aquellas células que mantengan desmetilada la LCR y los genes tempranos,
aunado a una presion selectiva a mantener metilados los genes tardios, cuyos productos
son muy inmunogénicos. Este mecanismo también contribuye a explicar en parte la falta
de expresion de las proteinas tardias en células neoplasicas, observada ya desde hace
muchos afios y correlacionada con un aumento de la metilacibn del DNA de los
papilomavirus (Wettstein y Stevens, 1983).

Los resultados del presente estudio son congruentes con los reportes recientes de los
metilomas de HPV 16 durante la evolucion de las lesiones hacia cancer cervicouterino, lo
que contribuye a validar el uso de la técnica de Amplificacion/Supresion de la PCR por
Headloops.

Dentro de las posibles aplicaciones futuras de esta técnica se encuentra el analisis de la
metilacion de genes tanto virales como celulares; el eventual desarrollo de biomarcadores
para diversos tipos de cancer; asi como el monitoreo de terapias epigenéticas que se

basen en la administracién de inhibidores de la metilaciéon del DNA.
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Conclusiones

“Durante mucho tiempo las mujeres han quedado indefensas,

abandonadas como un campo sin cerca, sin que ningin campeodn luche en su ayuda.
Cuando todo hombre de bien tendria que asumir su defensa, se ha dejado, sin embargo,
por negligencia o indiferencia que las mujeres sean arrastradas por el barro. [...]

Ha llegado la hora de quitar de las manos del faraén una causa tan justa.”

CRISTINA DE PI1ZAN. “LA CIUDAD DE LAS DAMAS”. 1405.

“[...] Algin tiempo tu fuerza

tendras todavia, mas luego de ella

te habran de privar  la dolencia o la espada,
el abrazo del fuego o la furia del mar,

el golpe del hierro o la lanza que vuela”

ANONIMO ANGLOSAJON. “BEOWULF” w. 1761-1765. S. VIII.

“-Después de todo —murmuro, sin dirigirse a nadie en particular-
el ajedrez es una combinacion de impulsos hostiles...”

ARTURO PEREZ-REVERTE. “LA TABLA DE FLANDES". 1990

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la metilacion de 4 sitios CpG localizados en la
region L2/L1 de HPV 16 mediante la técnica de Amplificacion/Supresion de la PCR por
Headloops y asi validar su uso como potencial marcador de incremento en la severidad
de las lesiones hacia cancer cervicouterino.

Se establecio, en primer lugar, que es necesario el empleo de una enzima de alta
fidelidad que produzca extremos romos, tal como la Pfu DNA polimerasa, ya que la
actividad desoxinucleotidil-terminal transferasa (TdT) inherente a la Tag DNA polimerasa

interfiere importantemente con la capacidad de discriminacion de los Headloops. El



o 114 =

presente disefio permite evaluar hasta cuatro sitios CpG y en ciertas instancias, incluso
tan pocos como tres, aunque dos y un sitio no proporcionaron suficiente capacidad
discriminatoria independientemente de los pardmetros ajustados. En cuanto a la
metilaciébn mosaico, se observo que el efecto desestabilizador de cada desapareamiento
entre la Cabeza y el Amplicén, no es igual para todos los Headloops, sino que es
altamente dependiente del contexto, por lo que deberia tenerse cuidado al aplicar e
interpretar esta ténica en una prueba clinica.

El limite de discriminacion de la técnica, cuando se evalla en tiempo final, es de una
copia de la secuencia blanco en un fondo de 100 copias de secuencia competidora,
aunque potencialmente se puede detectar hasta 1:10° en particular acoplando el disefio a
PCR en tiempo real, con el uso de sondas Tagman especialmente disefiadas para una u
otra secuencia. En cuanto a la sensibilidad de la técnica, se observé que la presencia de
DNA diferente a la secuencia blanco (p. ej. DNA gendémico) disminuye de manera
importante el limite de deteccion. No obstante, este obstaculo puede ser facilmente
superado aplicando la técnica de Amplificacién/Supresion en una PCR anidada.

Esta técnica, aplicada a biopsias cervicales de lesiones de diverso grado histolégico (NIC
I a lll) y lineas celulares (CaSki y SiHa), revel6 que la metilacion de los sitios 5602, 5608,
5611y 5617, localizados en la regién L2/L1 de HPV 16, incrementa de forma paralela a la
severidad de la lesion.

La futura aplicacion de la técnica de Amplificacion/Supresion de la PCR por Headloops
como herramienta prondstica aun requerird afinar detalles tales como el acoplamiento a
PCR en tiempo real, y el papel exacto de la metilacion mosaico sobre el desempefio de
los Headloops.

Otras posibles aplicaciones de los Headloops incluyen su uso en la investigacion basica
para el estudio de la metilacion en genes tanto virales como celulares, asi como

aplicaciones clinicas, por ejemplo, para el desarrollo de biomarcadores para diversos tipos
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de cancer, o el monitoreo y seguimiento de terapias epigenéticas con inhibidores de la
metilacion del DNA.

El andlisis de los patrones de metilacion de la region L2/L1 en muestras de cancer oral
realizado durante la estandarizacion de la técnica de los Headloops demostré que,
aungue en una misma biopsia los patrones suelen ser consistentes entre si, estando
hipermetilados o bien hipometilados, no es posible establecer una correlacion entre el
grado de metilacion y el estadio del tumor, sugiriendo que las alteraciones epigenéticas
asociadas con la progresion del cancer bucal son diferentes de aquéllas del cancer
cervicouterino.

Por otro lado, el analisis in silico de la regién L2/L1 de diversos HPVs revel6 la presencia
de sitios CpG relativamente conservados. Estos pueden variar en nimero y posicion,
aunque en general, se encuentran presentes. Es interesante la existencia de una sefal
aceptora de splicing altamente conservada inmediatamente rio arriba del codén de inicio
de L1, lo que podria sugerir una posible relacién entre la metilacion de estos sitios y el
control del splicing alternativo dentro del ciclo viral, especialmente en virtud de que
estudios recientes han encontrado asociaciones entre la proteina MeCP2 vy el
spliceosoma. Establecer definitivamente esta asociacion requerira de futuros estudios.
Diversos virus oncogénicos, entre ellos los HPVs, tienen la capacidad de modular el
panorama epigenético celular, lo que probablemente contribuye a establecer infecciones
persistentes a través de la evasion del sistema inmune, modulando finamente la expresion
de las inmunogénicas proteinas L2 y L1 en coordinacion con la diferenciacion celular, tal
vez mediante una conexion, aunque plausible aln no confirmada, entre la metilacién del
DNA vy el splicing alternativo.

La integracion del DNA viral, que esta asociada con un aumento en la severidad de las
lesiones precursoras, resulta en alteraciones en la metilacibn del genoma celular, asi
como en metilacién de novo del DNA integrado. Esto podria romper el delicado balance

epigenético establecido por el virus, contribuyendo ain mas al desarrollo de céncer, lo
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gue es coherente con diversos estudios que han observado incremento en la metilacién
de los genes virales tardios de forma paralela a la progresion. El hecho de que los
resultados del presente andlisis sean congruentes con tales reportes, valida la utilidad de

los Headloops para el estudio de la metilacion del DNA.
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«La oscuridad de este mundo no es sino una sombra.
Tras ella, justo al alcance de nuestra mano, se encuentra la alegria.
En el corazén de esa oscuridad brillan un resplandor y una alegria inefables,
siempre y cuando sepamos verlos. Y para verlos, les basta mirar.
Les ruego solamente que miren. La vida estéa tan llena de sentido,
tan llena de belleza por debajo de su envoltura.
Se daran cuenta que la tierra no hace mas que encubrir su cielo.
iAnimo!, pues, para reclamarlo. Nada mas. Pero ustedes tienen valor y saben
bien que somos nosotros aquellos peregrinos que pasan por tierras

desconocidas, para alcanzar el tesoro prometido.»

FRA ANGELICO (C. 1395-1455). INEDITO CITADO POR ERIC DE CLERMONT-TONNERRE
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