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RESUMEN

La infeccion con virus de papiloma humano tipo 16 y 18 constituye el factor
de riesgo mas importante para el desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU). El
VPH-16 también se encuentra en aproximadamente el 20% de los casos de
cancer bucal (CB), pero su asociacién con la carcinogénesis en este tipo de
cancer no es concluyente. Reportes sobre metilacion de DNA en VPH-16 de zonas
anogenitales encontraron hipermetilacion en el extremo 3’ del gen L1 y en parte de
la region larga de control (LCR) en lesiones de alto grado y carcinomas, e
hipometilaciéon en infecciones asintomaticas y lesiones de bajo grado. Objetivo:
Se analizé la frecuencia de metilacién del gen L1 y LCR del VPH-16 en pacientes
con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal (CECB) y controles sanos, y se
determind su asociacién con la carcinogénesis. Metodologia: Muestras con CECB
y controles sanos se tipificaron con oligos universales y especificos para VPH-16.
Se analiz6 el estado de metilacion de 12 muestras con CECB y cuatro controles
sanos VPH-16 positivos. EI DNA se modifico con bisulfito de sodio y las regiones
de la LCR, el gen L1 y parte de L2 se amplificaron por PCR con 7 juegos de
oligos. Cada region amplificada se clondé con el sistema TOPO TA y se
secuenciaron diez clonas de cada paciente. Resultados: En este estudio se
encontrd hipermetilacion en la region 3’ del gen L1 y LCR de VPH-16 en diez de
doce (83%) biopsias de CECB. Sin embargo, en los controles sanos esta zona no
se observé metilacién en ninguno de los sitios analizados. También se analizo el
estado de metilaciébn de la region del splicing del gen L2/L1, encontrandose
hipermetilacion consistente y homogénea en cuatro de once (33%) carcinomas.
Sin embargo, el significado y el mecanismo de hipermetilacion hallada en la zona
de splicing no ha sido estudiada y no hay reportes a cerca de su importancia
funcional en el ciclo viral asi como en el proceso carcinogénico. Conclusiones: El
andlisis de los datos revelan que los cambios epigenéticos del VPH-16 en CECB
son similares a los reportados en carcinomas de la zona anogenital, lo cual
sugiere que el proceso carcinogénico esta bajo la influencia del VPH-16 en la

mayoria de los carcinomas analizados.
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ABSTRACT

Human papilomavirus type 16 (HPV-16) infection is a significant risk factor for
uterine cervical carcinoma. However, the role of HPV-16 infection in oral squamous
cell carcinoma (OSCC) is less well defines where this virus is detected in around
20%. A probably causal association is not conclusive yet. The HPV-16 methylation
of has been suggested as a biomarker of cervical neoplastic progression, because
previous studies of HPV-16 DNA methylation have identified hypermethylation at
the 3’ L1 gene and 5’ of the long control region (LCR) in many malignant lesions,
but seldom in asymptomatic infections and low-grade precancerous lesions.
Objective: To evaluate the frequency in the methylation patterns inside of L1 gen
and LCR region of HPV-16 from OSCC and normal oral mucosa, and to determine
its relationship whit the progression OSCC. Methods: The clinical simples were
confirmed to be HPV positive for PCR using MY primers and to confirm HPV type
16 for using specific primers. To establish the methylation patterns, bisulfite
modification was done, then PCR amplification with seven specific primers which
span the L1 and LCR, after that each every one amplicons was cloned into the
TOPO TA vector. Finally ten clones of amplicon were sequenced and analyzed.
Results: We found hypermethylation of the 3’ end L1 gene and LCR of HPV-16 in
ten out of twelve (83%) HPV-16 positive OSCC, however, four normal oral mucosa
tissues were not methylated in any analyzed site. In order to know if the
methylation is consistently whit the remainder L1 gene, we analyzed the
methylation patterns in the splicing site between L1 and L2 genes, identifying
heavy hypermethylation in four out of eleven samples; the observed methylation
was more homogeneous and consistently than the other analyzed sites. The
functional relevance of these processes has not been studied yet either in the
functional importance life cycle viral and the carcinogenic process. Conclusions:
These results indicate that epigenetic changes of HPV-16 in OSCC are similar to
those in anogenital carcinomas, suggesting that HPV-16 has an influence in the

carcinogenic processes in most if not all of these oral malignant lesions.
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Capitulo |

Introduccion

1.1 El Cancer de la Cavidad Bucal

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de las células, que puede progresar a formas con capacidad de
invasion de tejido local y metastasis sistémicas, lo cual resulta de mutaciones que
producen un desequilibrio entre la divisién celular y la apoptosis.®® Es claro que la
transformacion celular resulta de alteraciones genéticas y en afios recientes se ha
establecido que también va acompafiada de alteraciones epigenéticas en genes
gue regulan la homeostasis celular, y la infeccién con cierto tipo de virus favorecen
el proceso carcinogénico.*® El Carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC)
comprende diferentes sitios anatomicos: la cavidad bucal, la faringe, la laringe y los
senos paranasales. El cancer de la cavidad bucal (CB) compromete al tejido de los
labios, la mucosa bucal, las encias, la gingiva retromolar, al piso de la boca, al
paladar duro y a la lengua.'*® Aproximadamente el 90% de los CB son carcinomas
epidermoides de la cavidad bucal (CECB) 6 carcinomas de células escamosas los

cuales generalmente son malignos y tienden a diseminarse rapidamente. 184°

De acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (por
sus siglas en inglés IARC), en el afio 2002 a nivel global, se diagnosticaron
274,289 nuevos casos de CB, la mortalidad reportada ese afio fue de 127,459.'*’
El CB es el sexto cancer mas prevalente a nivel mundial; el tercero en paises
desarrollados y el octavo en los paises subdesarrollados, siendo en India la mayor
prevalencia. En México la incidencia de CB en el 2002 fue de 1642 casos, de los
cuales 550 fueron decesos.'*’

El Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) centro de referencia para
pacientes con cancer, en el periodo de 1985 a 1992 atendi6é 13 060 pacientes; de
los cuales, 633 (5%) fueron pacientes con neoplasias de la CB, y de esos 387

(61.1%) fueron de sexo masculino y 246 (38.9%) de sexo femenino. %
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1.1.1 Caracteristicas clinicas del carcinoma epidermoide de la cavidad bucal

El CECB presenta una gran diversidad de formas, sin embargo, las lesiones
en su etapa mas temprana son asintomaticas. Las lesiones premalignas y
malignas mas tempranas se pueden presentar como placas rojas o blancas
indoloras. Sin embargo, las placas blancas o leucoplasia son de mejor prondstico
que las rojas también conocidas como eritroplasia. La eritroplasia cuando presenta
caracteristicas moteadas en la examinacion macrdéscopica generalmente son
displasias severas cuando se examinan histolégicamente. Lesiones de malignidad
intermedia pueden presentar una ulceracion persistente con nddulos linfaticos e
inflitracién al tejido adyacente. Algunas lesiones malignas son pequefias Ulceras
indoloras y muchas revierten si se detiene el consumo de tabaco. Los estadios
tardios son ulceras grandes, induradas y con margenes enrollados con destruccién
Osea, que remueven el diente ¢ inducen fracturas patologicas con dolor,
entumecimiento o parestecia. 8198149

Las lesiones presursoras del CECB presentan alteraciones en la mucosa con
cambios displasicos que se detectan histologicamente. Sin embargo, un proceso
maligno puede presentarse directamente de novo sin ningun cambio previo
detectable en la mucosa y sin sintomas previos hasta la etapa tardia, por ese
motivo el CECB se diagnostica tardiamente. El promedio de sobrevivencia es del

30-40% por cinco afios. Por lo tanto la mortalidad es alta y el prondstico pobre.
18,149

1.1. 2 Factores de riesgo para el cancer bucal

El CB es una enfermedad multifactorial debida a factores ambientales como
propios del huésped, dentro de los factores ambientales esta el consumo de
tabaco y alcohol que son los principales factores de riesgo. °**®° El tabaco y el
alcohol son carcindgenos que directa o indirectamente generan dafio al DNA, el
cual si no es reparado puede originar mutaciones, alteraciones en la regulacion del

ciclo celular y apoptosis. ** ®#%* E| riesgo es dosis dependiente y el consumo de
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ambos incrementa el riesgo en forma importante, explicando al menos del 75 al
85% de los casos.®*®°

Sin embargo, alrededor del 15 al 20% de casos con CECB ocurre en
personas no expuestas a tabaco y alcohol.*"®*2 Y varios estudios han propuesto
al virus de papiloma humano (VPH) como posible co factor y/o agente causal en el
desarrollo de algunos casos de CECB.*¢:47:5989.126

Existen factores de riesgo adicionales como, antecedentes de cancer familiar,
deficiencias nutricionales, posicion socioeconémica baja, pobre higiene bucal, uso
de enjuagues bucales, edad y género pero su papel en la carcinogénesis no es

concluyente.’

1.2 Los virus de papiloma humano y cancer

La estructura y composicion de los papilomavirus (PVs) se demostré6 mediante
microscopia electrénica por Strauss en 1949.*° Crawford y Crawford en 1963
describieron la primera caracterizacién del DNA viral en su forma super enrollada,
circular y lineal.?* Pero no fue hasta 1974 y 1976, que zur Hausen postuld y analizé
el posible papel del VPH en Cancer Cervicouterino (CaCU)."**1°

Los primeros tipos de VPH aislados fueron de biopsias con CaCU,
posteriormente se demostré la heterogeneidad de la familia de PVs por el
aislamiento de tipos especificos de diferentes sitios anatdmicos; como cérvix,
verrugas genitales, verrugas plantares y papilomas laringeos.*

La infeccién con VPH de alto riesgo (VPH-AR) como el tipo 16 y 18 es un
paso necesario pero no suficiente en la etiologia del CaCU y cancer de la region
anal.®® Ya que estudios epidemioldgicos reportan que las infecciones por VPHs se
resuelven por el huésped en un 30-60%, pero el 1% evoluciona a CaCU invasivo.
Sin embargo, hay un incremento de progresion carcinogénica en infecciones con
VPH-AR, ya gque la presencia de VPH-AR en el 99.9% de todos los CaCU, asi
como la expresion de los oncogenes virales E6 y E7, indispensables para
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mantener el fenotipo transformado y la integracion del virus al genoma de la célula
hospedera es constante en lesiones de alto grado y carcinomas.*¢8797:%

Se ha propuesto también que el VPH-16 pudiera tener una posible asociacion
causal con el desarrollo de carcinoma de células escamosas de las amigdalas, ya
que epidemiolégicamente se ha reportado que alrededor del 50 a 58% de este tipo
de carcinomas contienen VPH y el tipo mas frecuentemente encontrado es el tipo
16*%1% se ha demostrado también que en los tumores VPH positivos hay
expresion de los oncogenes E6 y E7'*3, asi como integracién viral.'”” Y desde 1983
Syrjanen K y Syrjanen S sugirieron por vez primera al VPH como posible factor
etiolégico de un pequefio grupo de CECB,*®* a partir de entonces, una gran
diversidad de estudios epidemioldgicos y moleculares han sugerido una probable

asociacion causal de VPH con un subgrupo de CECB.#6:°278.107

1.2.1 Virus de papiloma humano y cancer de la cavidad bucal

Actualmente al VPH-16 se le relaciona con el CECB, la boca es en el plano
celular de estructura muy semejante a la vagina y el cuello de utero. Ambos
organos tienen el mismo tipo de epitelio escamoso estratificado que son el objetivo
de VPH-16, asi como el receptor alfa 6 beta 4 integrina el cual se cree es el
receptor putativo de VPH*' y los factores celulares que favorecen la replicacion
viral. Todos estos datos apuntan que la produccion de viriones de VPH en cavidad
bucal sea exitosa, lo cual ya se ha confirmado.®? La mayor parte de los canceres
bucales son canceres de células epiteliales, sobre todo carcinomas de células
escamosas o CECB, situacion no distinta a los canceres que afectan el cuello
uterino. El primer paso en la comprension de las similitudes de estos tejidos y la
enfermedad que los afecta, derivd de investigaciones que pudieron relacionar el
CECB con el VPH. Un estudio realizado por Maura Gillison y cols auspicio la
premisa de que el VPH se relaciona con ciertos tipos de cancer oral, en el cual el
25% de los tumores fue positivo para VPH y el 90% de ésos exhibieron la

presencia de VPH-16. **4
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A partir de entonces diversos estudios epidemiolégicos con CECB, han
reportado que el VPH-16 es frecuentemente encontrado en algunos carcinomas de

esta region,®1?°

tal como lo muestra un estudio realizado en pacientes que acuden
al INCan.®® Un estudio de meta-analisis que incluyé 94 informes de CECB, mostr6
que la frecuencia de detectar VPH incrementa en displasia bucal (2-3 veces) y
carcinomas (4.7 veces) en comparacion con tejido normal de mucosa bucal, y la
probabilidad de detectar VPH-AR que VPH de bajo riesgo es 2.8 veces. Este
reporte proporciona evidencia cuantitativa de que la infeccién de la mucosa bucal
con VPH-AR, es un factor de riesgo independiente para CECB.%

El consumo de tabaco y alcohol promueve la invasion por VPH, la
combinacion de éstos en la boca pudiera generar la formula para producir un
CECB.* Aunque la presencia de VPH en cavidad bucal se asocia con un riesgo
mayor de desarrollar CECB y de la orofaringe, independientemente de la
exposicion al tabaco y alcohol,*® Como lo reporta un estudio realizado en el INCan,
en donde el 78.4% de las mujeres y el 10.8% de los hombres no consumian
tabaco.” Y los individuos infectados con VPH el riesgo de desarrollar cancer es
mayor que en los individuos expuestos a tabaco o alcohol, pero sin exposicion al
VPH.*

La frecuencia de VPH-AR en CECB y céncer de orofaringe se presenta en
pacientes jovenes no expuestos a tabaco y alcohol, y su transmisidén se asocia con
practicas sexuales. El riesgo es mayor en hombres cuyas comparieras sexuales
referfan historia de displasia en cuello uterino.**” Sin embargo, la frecuencia de
VPH en pacientes jovenes y mayores de 50 afios no es significativamente
diferente, lo que sugiere un papel similar del VPH en todos los grupos de edad.**®

Esta informaciéon ayuda a confirmar un nexo firme entre VPH y CECB,;
ademas, los pacientes con CECB VPH positivos tienen mejor pronéstico de
sobrevivencia que los negativos a VPH.* Por otro lado, los tumores VPH positivos
tienen distinto perfil molecular,®® clinico y patolégico que los VPH negativos. El

perfil molecular de las neoplasias VPH positivas se asocia con integracion del
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virus, p53 silvestre y sobreexpresion de pl6. Histoldgicamente los CECB positivos
a VPH son carcinomas pobremente diferenciados, de apariencia basaloide.

Con respecto a los estudios moleculares, la demostracion de expresion de los
transcritos de los oncogenes virales E6 y E7, **'* asi como la integracién viral al

genoma del hospedero en CECB,®*?

son propiedades que apoyan el proceso
oncogénico bajo la influencia de VPH-AR. Estos datos sugieren que la infeccion
con VPH-AR desempefia una funcién importante en la etiologia de un subgrupo de
CECB. Ademas, se ha reportado que el virus y los transcritos de E6 y E7 se
localizan en el tumor primario y sus sitios de metastasis**® en un nimero de copias
similares a las reportadas en canceres asociados a VPH, como el CaCU.%>""%% | a
serorreactividad contra proteinas de la capside viral y oncogenes también se ha
asociado con un incremento en el riesgo de cancer en la cavidad oral.>®

Sin embargo, la causalidad de VPH y la carcinogénesis en CECB no es
concluyente, como en el caso de CaCU. Existe un tipo de cancer de cabeza y
cuello; el carcinoma de células escamosas de amigdalas donde se acepta que el
VPH-AR es el factor etiolégico de al menos el 50% de los casos, ya que la
frecuencia del virus excede el 50% vy el tipo 16 el mas frecuente al igual que en
CaCuU.''% Esta evidencia se apoya por un estudio de casos y controles
coordinado por la IARC, en la que concluyd que el VPH tiene un papel etiol6gico
en muchos tipos de cancer de la orofaringe y posiblemente en un pequefio grupo
de CECB.*® Pero debido a la baja frecuencia del VPH en CECB se necesita méas
evidencia epidemiologica y molecular para determinar la funcién del VPH en el
desarrollo de este tipo de cancer. Los VPH-AR poseen dos oncoproteinas para
mantener el fenotipo celular transformado durante la carcinogénesis, las cuales se
sobreexpresan por un incremento en la transcripcion viral.

La transcripcion del virus se modula por diversos factores trancripcionales, un
mecanismo adicional de regulacién de la transcripcion es la metilacion de DNA, ya
que es importante para mantener la homeostasis celular y el desequilibrio en ésta

se ha asociado con la carcinogénesis.
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1.3 Taxonomia y morfologia de los papilomavirus

Los papilomavirus (PVs) son virus de DNA que pertenecen a la familia
Papillomaviridae, son virus pequefios de 52 a 55 nm de diametro de forma
icosahédrica, sin envoltura lipidica y no liticos.**®* Tienen una céapside de 72
capsémeros constituido por las proteinas L1 y L2; los viriones son relativamente
estables y permanecen infecciosos en un ambiente hiumedo por meses. Infectan
humanos y una gran variedad de animales, son epiteliotrépicos y especificos de
especie. Pueden infectar epitelio de piel y mucosa o ambas como la boca, la
faringe, la lengua, las amigdalas, la vagina, el pene y el ano. El VPH tipo 16 infecta
mucosas, pertenece a la especie 9 del género alfa-papilomavirus y es el tipo mas
comunmente encontrado en CaCU, cancer de la region anogenital, cancer de
amigdalas y CECB.

Hasta la fecha, estos virus no han podido ser aislados en cultivo celular; sin
embargo, las técnicas de biologia molecular han permitido grandes progresos en

su caracterizacion.

1.3.1 El genoma de los papilomavirus

Todos los PVs tienen una organizacion gendémica similar, son virus de DNA
de doble cadena circular de aproximadamente 8 kb que se empaqueta en
nucleosomas asociado a histonas celulares en forma de cromatina.*?* EI genoma
se divide en 3 regiones: la region temprana (E), la region tardia (L), y la region
larga de control (LCR), la cual contiene varios elementos de respuesta en cis que
modulan la transcripcion de los genes tempranos. EI DNA se transcribe en forma
unidireccional a partir de un promotor temprano (p97) y un promotor tardio (p670),
dependiente del proceso de diferenciacion epitelial, produciéndose transcritos

policistrénicos que se procesan por splicing diferencial.*>® (Figura 1)

1) La region “E” ocupa el 50% del genoma viral y codifica para seis proteinas
(E1, E2, E4, E5, E6 y E7) no estructurales con funcion reguladora,
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involucradas en la replicacién y transformacion celular que se expresan en

células indiferenciadas e intermedias del epitelio escamoso.™

74*50 908 o7
S5'-LCR Central LCR 3'-LCR
iy mar > w’i{?ﬁfe
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Figura 1. Organizacién genémica de VPH-16 y los elementos de la LCR

El genoma de DNA de VPH-16 contiene 7906 pb, codifica para ocho proteinas (E6, E7, E1, E2, E4,
E5, L2 y L1) que se expresan diferencialmente. Contiene ademas una region larga de control “LCR"
(parte superior de la figura), en la cual se localiza el promotor “p97”, el silenciador, el enhancer y en
el extremo 5’ una cola de poliA y una secuencia MAR. La LCR posee diversos elementos de
respuesta en cis celulares que modulan la transcripcién viral, y cuatro sitios de union para la
proteina viral E2, la cual modula la transcripcion y replicacion viral. Modificado de
http://www.bioscience.org/2002/v7/d/munger/figures.htm.

2) Laregion “L” comprende el 40% del genoma viral y la expresion de sus genes
marca el inicio de los eventos tardios para que se complete el ciclo de vida del
virus. Codifica para dos proteinas estructurales L1 y L2, y su expresion esta
restringida a una parte del epitelio en diferenciacion, donde también ocurre la

replicacién del DNA viral.*3
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3) Laregién larga de control o LCR es una regién de alrededor de 850 pb (10%
del genoma viral) que no codifica para proteina alguna y esta ubicada entre
los genes L1 y E6. Contiene al promotor central p97, el origen de replicacion
viral, un elemento silenciador, y un potenciador o enhancer que regulan la
transcripcion de los oncogenes E6 y E7 (Figura 1). Posee ademas una cola
de poliadenilacion y esta flanqueda por dos secuencias de union a la matriz

nuclear (por sus siglas en inglés MAR) en el extremo 5’y 3'.23

1.3.2 Mecanismos de infeccién viral

La patogénesis viral comprende diferentes procesos por los que los virus
causan enfermedad, como el mecanismo de entrada del virus, la replicacion viral,
la respuesta del sistema inmune, la diseminacion viral y el dafio celular.

Para infectar a su hospedero, el virus primero debe infectar a células
susceptibles y permisivas; la susceptibilidad se refiere a la presencia de receptores
celulares que reconozcan el virus; y la permisividad a la capacidad celular de
favorecer la replicacion viral. El sitio de expresion del receptor es determinante
para la infeccion, si el receptor sélo se expresa en la membrana de células basales
de epitelios polarizados, el virus no puede infectar a menos que atraviese el
epitelio. Otro factor que favorece la infeccion son las secuencias virales; como los
potenciadores 0 enhancers de algunos virus que sélo se activan en tejidos
especificos; tal como el enhancer de PVs. Todos estos factores determinan el
tropismo de algunos virus por cierto tipo de tejido.

La infeccién viral inicia cuando el virus es reconocido por un receptor celular
especifico, algunos virus necesitan ademas de un correceptor. El receptor se
puede localizar en la membrana apical o basolateral de células epiteliales o
endoteliales. Si el virus se une a la membrana apical y posteriormente una vez
replicado se libera por la misma, puede causar una infeccién localizada, el requisito
es gque no atraviese el epitelio o endotelio. En otros casos, los viriones recién
replicados pueden diseminarse del sitio primario de infeccion a otros tejidos

atravesando el epitelio o endotelio al unirse a la membrana basolateral.
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Los receptores de algunos virus son componentes de la matriz extracelular,
como las proteinas de adhesién celular (fibronectinas y proteoglicanos) y proteinas
de membrana como las integrinas. La infeccion viral inicia por la probabilidad de
colision entre el virus y la célula, de tal forma que la alta concentracion de virus
incrementa la probabilidad de infeccion; sin embargo, el virus debe encontrar el
receptor celular especifico que lo reconozca y permita la internalizacion del

genoma viral para su posterior replicacion.*

1.3.3 Ciclo productivo y replicacion de los papilomavirus

Los PVs se replican en epitelios en proceso de diferenciacion terminal de piel
y mucosas. Sin embargo, la infeccion viral tiene lugar en las células basales,
debido a eso no hay un sistema eficiente para propagarlos en cultivo celular. La
busqueda del receptor de los PVs se ha estudiado en modelos de infeccidn in vitro;
los cuales sugieren que la interaccion inicial es mediada por un receptor primario

de baja especificidad como el proteoglicano de heparan sulfato*?

gue concentra al
virus alrededor de un segundo receptor mas especifico la proteina alfa 6 beta 4
integrina,®” que favorece la infeccion viral, y al cual se le ha propuesto como el
receptor probable de PVs. También se ha propuesto que la laminina 5 pudiera ser
un transreceptor extracelular que se une transitoriamente al virus y posteriormente
se una a alfa 6 beta 4 integrina en células basales.?® Por otro lado, se ha
demostrado que la alfa 6 beta 4 integrina no se requiere para la unién de VLPs (por
sus siglas en inglés particulas virales parecidas a virus), de VPH-16 y VPH-11 en

keratinocitos cultivados in vitro,'*?

tampoco es necesaria para pseudiviriones de
BPV4M® y VPH-33,* el heparan sulfato tampoco es necesario para la infeccién de
VPH-31, sugiriendo que los PVs pueden utilizar otros receptores. Debido a esta
controversia, es dificil distinguir al receptor que capta a PVs en la infeccioén in vivo.
Una vez que el VPH es reconocido por su receptor e internalizado en la célula
basal, diversos factores celulares interactian con la LCR para mantener la
transcripcién de los oncogenes virales E6 y E7 a bajos niveles.”*** Cuando la

célula basal entra al proceso de diferenciacion terminal, el virus puede completar

10
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su ciclo productivo (Figura 2), que comienza con la expresion de los oncogenes E6
y E7 en las células parabasales, las oncoproteinas dirigen a las células a entrar en
la fase S, favoreciendo la replicacion viral que tiene lugar cuando las proteinas
virales E1 y E2 se producen. La proteina E1 que es la responsable de la
replicacion del viral, es una helicasa dependiente de ATP que une a un palindromo
de 18 pb rico en AT en el origen de replicacion (ori) ubicado en la LCR (Figura 6)
La unién de E1 al DNA depende de su acomplejamiento con la proteina viral E2,
las interacciones E1-E2 hacen que E2 atraiga otras moléculas de E1 al origen de
replicacion. Esta union causa una curvatura en el DNA para el correcto ensamblaje
del complejo de inici6é de la replicacion y la apertura de la doble hélice, finalmente
E2 es desplazada por una reaccién dependiente de ATP.**® En ese momento la
replicacion del genoma viral tiene lugar.

A partir de entonces empieza la expresion de las proteinas tardias como
E1"E4, L2 y L1. La proteina E1"E4 es producto de un proceso de splicing que es
abundante durante el ciclo viral y se le considera de expresion tardia. Se localiza
en los filamentos intermedios de citoqueratinas y causa el colapso de éstas para la

liberacién de los viriones,®*

su expresion precede la sintesis de las proteinas
estructurales L1 y L2, las cuales se transcriben a partir del promotor tardio p670 en
VPH-16, lo cual ocurre en las células de diferenciacion terminal. La proteina L1
conforma el 80% de la capside y se expresa después de L2. La capside contiene
360 copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2, organizadas en 72
capsomeros de una particula icosahédrica. La proteina L2 se acumula en
estructuras nucleares conocidas como dominios PML (proteina de leucemia
promonocitica) y recluta a L1 a estos dominios.”® Se ha sugerido que estos PML
son el sitio de la replicacion viral y que las proteinas de la capside se acumulan en
este sitio para facilitar el empaquetamiento del genoma viral. Para que el virus sea
infeccioso se debe liberar de la célula y sobrevivir extracelularmente antes de
infectar otras células epiteliales. Los PVs son virus no liticos ya que se liberan

hasta que la célula ha alcanzado la superficie del epitelio.

11
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Figura 2. Patrones de expresion viral durante el ciclo productivo de VPH-16

La infeccion viral ocurre en la célula basal, donde el virus se establece y replica a bajos niveles
(circulo rojo). En la capa suprabasal empieza la transcripcién de los oncogenes necesarios para
inducir a la célula a entrar en la fase S, la expresion de éstos esta bajo el control del p97 (flecha
roja), a posteriormente se expresan los genes tradios que estan bajo el control de p670. EIl DNA
viral se replica (flecha verde) y las proteinas de la capside se sintetizan, se forman y liberan los
visiones (flecha naranja). (Tomado de Doorbar J, 2005).%*
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Figura 3. Alteraciones en los patrones de expresion viral durante la carcinogénesis

En la progresién carcinogénica, la regulacion del ciclo de vida viral se pierde. En NIC 1 el ciclo es
casi normal, hay expresion de particulas virales. En NIC2 y NIC3, el orden de eventos del ciclo de
vida cambia, ya que hay una expresién aumentada de E7 y una fase proliferativa mas extensa.
(Tomado de Doorbar J, 2005).%*
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1.3.4 Patron de transcripcion viral durante la carcinogénesis

Los patrones de transcripcion viral cambian en las diferentes capas del
epitelio infectado durante el ciclo viral, asi como en los diferentes grados de
lesiones epiteliales, ya sean benignas, premalignas o cancerosas. La temporalidad
de estos eventos varia y depende de la severidad de la neoplasia. El virus puede
permanecer latente y producir una infeccion abortiva, sin la produccion de virones y
si la infeccion persiste puede predisponer a lesiones de bajo grado y éstas pueden
progresar a cancer. En neoplasia intracervical grado 1 (por sus siglas en inglés
NIC) el patron de expresidn es semejante a una infeccion productiva, en la de
grado 2 y 3 (NIC2, NIC3) hay una fase proliferativa mas extensa (Figura 3), en
donde la produccion del virus es muy pobre. El patron de expresion de los
oncogenes es desde moderado en lesiones de bajo grado en las dos terceras mas
profundas del epitelio hasta intenso en lesiones de alto grado y CaCU a través de
todo el epitelio indiferenciado.®*

El evento clave en la progresion de una lesion productiva a una neoplasia de
alto grado es el aumento transcripcional y sobreexpresién constante de las
oncoproteinas necesarias por su actividad transformante.®”*” Un factor que ayuda
a perder el control transcripcional de los oncogenes es la integracion del virus al
genoma celular, lo cual ocurre normalmente por delecion del gen E2. La
consecuencia de perder su expresion es grave debido a que E2 ejerce una funcion
represora sobre el promotor de los oncogenes .°”"* Por lo tanto, la retencién de los
oncogenes y la pérdida de E2, usualmente acompafa el desarrollo de un cancer
invasivo.3*677

Sin embargo, el aumento transcripcional de los oncogenes ocurre no solo por
pérdida de E2, si no también por deleciones o mutaciones en los sitios de union a
silenciadores transcripcionales como YY1, la mutacion o delecion inhibe la unién

del factor de transcripcion y por lo tanto incrementa la expresion de los oncogenes.
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1.3.5 Procesos oncogénicos de los VPH, la funcién de las oncoproteinas

Los VPH-AR favorecen la carcinogénesis por accidon de sus oncoproteinas E6
y E7,%7%" ya que interactian e inactivan reguladores negativos del ciclo celular
como p53 y Rb, respectivamente. Alteran el control del ciclo celular, la reparacion
del dafio al DNA e inhiben la apoptosis,® promueven la replicacién viral en células
indiferenciadas al dirigirlas a entrar a la fase S. Esto ultimo se debe a que E7 se
comporta como un “mitégeno” al inducir el crecimiento celular, ya que E7 secuestra
a Rb, la cual a su vez libera a E2F, entonces E2F libre promueve la transcripcion
de genes celulares necesarios para entrar a la fase S y reanudar el ciclo celular.®®
En la fase G1 que es la fase no replicativa del ciclo celular, Rb se asocia y reprime
al factor de transcripcion E2F.

Por otro lado, EG6 inhibe la apoptosis y la reparacion de dafio al DNA, por que
induce la degradacion de p53. La ausencia de p53 promueve un estado de division
celular constante,®* permitiendo la sobrevivencia celular y facilita que el virus
complete su ciclo vital. Sin embargo, para la inmortalizacion celular es importante
la accion de la enzima telomerasa y E6 incrementa la activad de las telomerasas,

previniendo el acortamiento de los telémeros durante la replicacién celular.®

La proteina E5 tiene una ligera actividad transformante, actiGa como
“mitdgeno” en fibroblastos y en presencia del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), ademas activa el receptor de EGF sin ligando, induce proliferacion de
células epiteliales. También regula positivamente el promotor de c-Fos, c-jun y
junB. Es una proteina de membrana, de naturaleza hidrofébica que se halla
principalmente en el reticulo endoplasmico, Golgi y membrana plasmatica,®* E5
también secuestra la expresiéon de MHC-I.

La regulacion transcripcional de los oncogenes esta bajo el control de la LCR,
(Figura 1). Funcionalmente se divide en un dominio de respuesta a E2, regulado
por la proteina viral E2 y donde se localizan el origen de replicacion viral y el
promotor temprano (p97), un segundo dominio celular donde se localiza el

potenciador o enhancer transcripcional (Figura 4).2344
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1.3.6 La proteina viral E2 modula la transcripcion y replicacién viral

La proteina viral E2 es de naturaleza nuclear, posee un dominio de activacion
gue regula la transcripcién y replicacién viral, un dominio de dimerizacién para ser
funcionalmente activa y un dominio de union al DNA cuya secuencia es un
palindromo de 12 pb (ACCgNNNNcGGT). El cual debe permanecer no metilado en
sus sitios CpG para el reconocimiento de E2 a su secuencia consenso, ya que la
metilacién de estos CpG inhibe su uni6n.”*® La unién de E2 a la LCR regula
positiva y negativamente la transcripcion, asi como la replicacién viral, estas
funciones dependen de la concentracion intracelular asi como del sitio al cual se

une.**%,

Existen cuatro sitios de union a E2 en la LCR de los VPH-AR (Figura 4), que

se enumeran de 3’ a 5.

5.LCR Enhancer Promotor p97

BS4

BS3 BS2 BS1
g ey, . B

Ori

Figura 4. Elementos de respuesta en cis para la proteina viral E2 en la LCR de VPH-16

Se muestran los cuatro sitios de unién para la proteina dimérica viral E2, de derecha a izquierda se
observa en el promotor dos sitios de unién a E2 que lo reprimen en distintos niveles (BS1, BS2), el
tercer sitio se encuentra en el origen de replicaciéon (BS3), y el cuarto sitio se encuentra entre el
extremo 5’ de la LCR y el enhancer (BS4), el cual activa la transcripcion.

La unién al sitio cuatro (BS4), su sitio mas afin activa la transcripcion.” la
unién al sitio tres (BS3) favorece la replicacion viral.? La unién al promotor reprime
la transcripcion gradualmente;* la unién al sitio dos (BS2) reduce la actividad del
promotor por competencia con el activador transcripcional Sp1,**' la unién al sitio

uno (BS1), impide la union de TBP a la caja TATA y afecta la estabilidad del

15



INTRODUCCION

complejo de preinicio de la transcripcion (por sus siglas en inglés PIC) una vez

unido TBP, y por lo tanto reprime la transcripcion en su totalidad*?®

La proteina E2 posee actividad antiproliferativa al reprimir el crecimiento
celular e inducir apoptosis debido a la represion transcripcional de los oncogenes,
con el consecuente aumento de p53.%! La alteracién o pérdida de su funcion sea
por delecién del gen durante la integracion viral en el genoma del hospedero o por
mutaciones puntuales, resulta en el pérdida del control transcripcional de los

oncogenes.'®"* 2

1.3.7 El promotor p97 de VPH-16

El promotor es la secuencia que rodea el sitio de inicio de la transcripcion y es
necesario para que inicie la misma, dirige la transcripcion de un mMRNA
policistronico que codifica para las proteinas tempranas. En VPH-16 el promotor
recibe el nombre de p97, y posee cuatro elementos de respuesta en cis; un sitio
BS1 para E2 que se sobre lapa con la caja TATA a la cual se une el complejo
TFIID, un sitio de unién para Spl que se sobre lapa con el sitio de union BS2 para
E2. El uso alternativo de estos sitios por el respectivo factor de transcripcion

permite la actividad a multiples niveles del promotor (Figura 5)*%*?’

El uso del promotor tiene un mecanismo de retroalimentacién negativa, que
reduce el uso del mismo a su minimo durante la diferenciacion epitelial por el
siguiente mecanismo: en células basales se encuentra esencialmente reprimido ya
que el sitio Spl es ocupado por un factor relacionado Sp3, el cual no activa a p97.*
En células suprabasales p97 se activa por Spl y la maquinaria de transcripcién
general.™® La transcripciéon genera un mRNA policistrénico para E6, E7 y E2. Al
traducirse E2 se une al sitio BS2 en p97 desplazando a Spl disminuyendo la tasa

de transcripcion,*?’

a altas concentraciones de E2, ésta desplaza a Spl y a
continuacién a TFIID (unién a BS1), reprimiendo totalmente el promotor.*?® Es
decir, el desplazamiento de Spl retiene la funcion del promotor, pero el

desplazamiento de TFIID anula la funcién del mismo (Figura 5).* 127128
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Activacion del Promotor

A B

|

Ensamblaje de la maquinaria de transcripcion basal Sp1 activa el promotor

Represién del Promotor

C D
BS2 BS2 BS1
E2 desplaza a Sp1, la funcién de p97 disminuye E2 desplaza a TFIID y p97 es reprimido

Figura 5. Activacion del promotor y el efecto represor de E2 en VPH 16

A) El inicio de la transcripcién empieza con la uniéon de TFIID y factores de transcripcion general
(FTGs) en conjunto con la Pol Il. B) Se potencia la transcripcion al unirse el factor de transcripcion
Spl a 30 pb rio arriba de la caja TATA. Hay dos sitios de unién para el dimero E2 que se localizan
entre el sitio de Spl y la caja TATA. C) La unién de E2 al sitio méas distal (BS2) desplaza a Spl
disminuyendo la tasa de transcripcion de p97. D) La unién de E2 al sitio mas préximo a p97 (BS1)

desplaza a la maquinaria de transcripcién general y reprime al promotor.

Este evento explica que muchas infecciones tengan lugar a nivel subclinico o
al curso de una infeccion latente mas que inducir una neoplasia.®>® En lesiones
malignas el genoma de VPH se integra al DNA de la célula hospedera, lo cual lleva
a la delecion del gen E2, por lo tanto se pierde la retroalimentacion negativa, con la
consecuente expresion constante de los oncogenes, este evento contribuye a la

progresion tumoral que culmina con un cancer mas agresivo.
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1.3.8 El enhancer de VPH-16

El promotor de VPH-16 tiene una actividad basal moderada, para que la
trascripcion sea activada potencialmente se necesita el estimulo del potenciador o
enhancer, el cual incrementa la tasa transcripcional hasta 40 veces. El enhancer es
un segmento de 400 pb ubicado rio arriba del promotor y separado 100 pb por el
origen de replicacion y un silenciador los cuales se encuentran rio abajo del
enhancer.”® La fuerza de éste depende del tipo de epitelio infectado y la
modulacién por estimulos fisioldgicos. La especificidad tisular de los papilomavirus
reside en este segmento, donde la participacion conjunta de factores celulares
promueve la actividad del promotor temprano exclusivamente en células de origen
epitelial. ElI enhancer posee varios elementos de respuesta en cis que son
reconocidos por una gran variedad de factores de transcripcion celulares que

regulan la transcripcion positiva (Figura 6) y negativamente (Figura 7).

Diversos factores celulares activan el enhancer; tal como AP-1, NF-1, TEF,
oct-1 y un elemento de respuesta a progesterona (PRE) y glucocorticoides
(GRE) 13,22,50

1.3.8.1 Reguladores positivos del enhancer de VPH-16

AP1: La proteina activadora 1 (por sus siglas en inglés AP1), es el principal
activador del enhancer de VPH-16,** es un factor de transcripcién celular que
participa en la diferenciacion epitelial y regulacion de genes tejido-especifico. Es un
dimero que se compone por miembros de la familia Jun y Fos, su motivo de unién
al DNA es del tipo de cierre de leucinas, las cuales se unen al surco mayor del
DNA en una secuencia consenso 5 TGANTCA 3’ llamada TRE (por sus siglas en
inglés TAP responsive element). El enhancer de los VPHSs tienen de 1 a 4 sitios de
union a AP-1, en el VPH-16 se encuentran 3 sitios, uno en el extremo 3" del

enhancer y otros dos en el extremo 5'.**

Oct-1: Es un factor que regula diversos genes celulares y virales, es miembro de la

familia de factores PUQ, su secuencia consenso es ATGCAAAT. El VPH-16 tiene
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un sitio de unién para Oct-1 localizado en el extremo 3" del enhancer y se ha
reportado que es esencial para la actividad del mismo ya que la mutacion de ese

sitio reduce la actividad transcripcional.***

NF-1: El factor nuclear 1 es un importante activador del enhancer que regula la
transcripcion de muchos genes de sefalizacion celular. Es un dimero cuya
secuencia consenso de union al DNA es 5TTGGC(N)GCCAAZJ'. Interactia con los
componentes del PIC y con coactivadores como CBP/p300 y SRC-1. En VPH-16
hay siete sitios NF1 que intervienen en la especificidad por el tejido y potencian la
transcripcion.® Por otro lado NF1 y Oct-1 pueden formar un heterodimero que une
al DNA 1%

TEF: Ademés de AP-1, NF-1 y Spl (en el promotor), TEF-1 es un cuarto factor
implicado en la especificidad por el epitelio con capacidad de activar al enhancer.
Su secuencia consenso de unién al DNA es 5° GGAATG 3’ y se une con mayor
afinidad a un sitio doble fijandose como dimero. TEF reconoce siete sitios que se
encuentran dentro del enhancer de VPH-16 y también reconoce al enhancer de
Simian virus 40 (por sus siglas en inglés SV40) y al promotor de B-globina

humano.*®"?

Regulacion por esteroides: El enhancer de VPH-16 contiene un elemento de
respuesta a progesterona (PRE) y glucocorticoides (GRE), el receptor de estos dos
esteroides reconocen la misma secuencia nucleotidica, un palindromo de 15 pb.
Como consecuencia del estimulo por estas hormonas aumenta la expresion de los

oncogenes.*°

1.3.8.2 El regulador negativo del VPH-16

El silenciador es un segmento gendmico de 110 pb ubicado entre el enhancer
y el promotor p97, es una secuencia rica en AT que funciona como origen de
replicacion y silenciador transcripcional,**? contiene mdltiples sitios de unién para

los represores transcripcionales YY1'%? y cDP,*%
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Enhancer Promotor

Figura 6. Factores en trans que se reconocen y activan la LCR de VPH-16

En la figura se muestra los componentes de la LCR; el promotor, el silenciador, y el enhancer. El
promotor se activa por Spl y los factores de transcripcién general. El enhancer se activa
principalmente por AP1, un sitio para Oct-1 y TEF, el receptor de esteroides (PRE, GRE), seis sitios
para NF-1, asi como el sitio de E2 (BS4) que activa la transcripcion. La union de E2 en el ori
favorece la unién de E1 para que inicié la replicacion viral. (Modificado de Bernard HU™).
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Figura 7. El silenciador y reguladores negativos de la LCR en VPH-16

Se muestra al silenciador que se encuentra entre el enhancer y el promotor, el cual reduce la
actividad transcripcional en células basales cuando es reconocido por los factores CDP y YY1,
éstos al asociarse con HDACs inducen la compactacion de la cromatina la cual es refractaria para
la transcripcién. Se muestran dos nucleosomas, uno sobre el enhancer y otro en el promotor
(circulos). La secuencia que une ambos nucleosomas es el sitio de unién de los represores YY1y
CDP y del activador AP-1.
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El mecanismo represor del silenciador se favorece al asociarse YY1 y CDP
con correpresores transcripcionales como las desacetilasas de histonas (HDACS),
gque a su vez atraen otros correpresores y favorecen la compactacion de la
cromatina, haciéndola refractaria para la ltranscripcionales (Figura 7). 192193

La expresion génica de VPH-16 se modula positiva y negativamente por la
accion del enhancer y el silenciador que la activan o reprimen, respectivamente. En
las células basales hay una alta concentracién de represores transcripcionales
como YY1l y CDP, que mantienen la transcripcion disminuida, durante la
diferenciacion celular la concentracion de éstos disminuye, mientras que la
concentracion del activador AP1 se incrementa. Por lo tanto, el silenciador y el
enhancer funcionan en forma alternada, el silenciador reduce el nivel de expresion
génica en células indiferenciadas y el enhancer la estimula en las células que

estan en proceso de diferenciacion.”

1.3.9 Organizacion de nucleosomas en VPH-16

El genoma de VPH al igual que el DNA de las células eucariotas se encuentra
organizado en nucleosomas, los cuales se pliegan para formar la cromatina.*® Al
nivel de los nucleosomas se regula la expresion génica por cambios
conformacionales en respuesta a modificaciones post-traduccionales covalentes de
histonas por acetilacion, desacetilacion y metilacion, actividades que son
asociadas con activadores y represores especificos de la transcripcion. La
regulacion transcripcional de VPH por cambios en la estructura de la cromatina se
determiné al medir la actividad transcripcional en presencia de tricostatina, un
inhibidor de HDACs.**? El VPH-16 tiene un nucleosoma en el promotor y otro en el
enhancer (Figura 7).*?! El silenciador y uno de los sitios AP-1 se encuentran en el
sitio de unién de ambos nucleosomas, lo cual permite el acceso a los represores
CDP, YY1y al activador AP-1. El silenciador se asocia con HDACs cuando se une
YY1l y CDP, y el activador AP1 se asocia con histona acetil transferasas (HATS)
cuando se une al enhancer.'*’?1%2 Es decir, la represién es conferida por el

silenciador en células indiferenciadas y la activacion en células en diferenciacion.™®
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CDP también se une a dos regiones en la matriz nuclear (MAR) flanqueantes con
localizacion en el extremo 5’ (o rio arriba) de LCR y en el gen E6. Cuando los
genomas de VPH se integran al DNA celular, las MARs localizadas rio abajo de
p97, son estimuladores transcripcionales capaces de influenciar muchos otros

mecanismos.?

1.4 Metilacion del DNA y su posible funcion en la carcinogénesis

1.4.1 La metilacién del DNA es un proceso celular normal

La metilacion del DNA es una modificacion epigenética que involucra cambios
en la estructura del DNA que no afecta la secuencia de bases. Y fue descrita por
Hotchkiss y Wyatt a finales de los 40’s y principios de los 50’s, respectivamente. En
1970 se propuso como mecanismo de proteccién contra la integracion de DNA
extrafio, esto se confirmé con la identificacion de enzimas de restriccion
bacterianas. Y no fue hasta 1975 que Holliday y Pugg propusieron que estaba

relacionada con la regulacién transcripcional en mamiferos.*?

La metilacion de DNA en los eucariotes se da por la adicibn de un grupo
metilo en la posicion 5 del anillo de la citosina (C) en los dinucledtidos 5'CpG3’,
esta reacciébn es catalizada por una familia de enzimas, llamadas DNA-
metiltransferasas (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b), Figura 8. La primera es la
responsable del mantenimiento de los patrones de metilacién post replicacion, y las
dos ultimas son las responsables de mantener los patrones de metilacion de novo

durante la embriogénesis.”

La metilacion de novo en células somaticas ocurre so6lo durante la
embriogénesis mas temprana, una isla CpG puede marcar a un gen que necesita
establecer un estado de cromatina accesible en las etapas méas tempranas del
desarrollo. Los requisitos para la metilacion del DNA en tejido adulto podrian ser
mucho menores® y su papel primario es mantener la mayoria de la porcién no

codificante del genoma en un estado transcripcionalmente inactivo.
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Figura 8. Metabolismo de la citosina

Se muestra las diferentes rutas metabdlicas de la citosina; la metilacion ocurre en el carbono
namero cinco por accidon de la DNA metiltransferasas, las cuales utilizan S-adenosil-L-metionina
como donador de grupos metilo. La 5 metil citosina por desaminacion hidrolitica puede generar
mutaciones por transicion de C-T. Los CpG no metilados por desaminacién generan uracilo, el cual
si no es reparado por las DNA glicosilasas, en la siguiente ronda de replicacion del DNA la
polimerasa va a generar una mutacién a timina

La metilacion en las islas CpG es un mecanismo de control de la expresion
génica en tejidos adultos que esta restringida a dos clases de genes; primero, la

inactivacion del cromosoma X en mujeres, en donde la metilacién generalizada de
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las islas CpG en los promotores de los genes del cromosoma X se asocia con la
represion del mismo.>” Segundo, en la “impronta genémica”, donde sélo uno de los
alelos heredados es expresado (ya sea el del padre o el de la madre), la

inactivacion del alelo no expresado se asocia con metilacién en su promotor.*°

La metilacion del DNA es un mecanismo que regula la expresion génica que
posee una gran diversidad de funciones como; la modulacion de la estructura de la
cromatina, biologia del desarrollo, mecanismo de defensa contra la invasion de
DNA extrafio y alteraciones en su regulacion se asocia con algunas enfermedades

y cancer.’%%,

Es aceptado en general que la metilacion del DNA se asocia a represion
transcripcional ya que hay regiones de DNA que se mantienen estabilizadas por
metilacion, tal como las regiones pericentroméricas o elementos genéticos maoviles
como; retrovirus endogenos y retrotransposones (LINES y SINES). Esta represion
es un mecanismo de defensa de la célula hospedera® ya que la reactivacién por
desmetilacién inducen inestabilidad cromosémica y eventos mutacionales.*****> Por
lo tanto, no hay duda de que la metilacion desempefia una funcién importante en el
mantenimiento de la salud del organismo y que una fuerte presion selectiva opera
para mantener la metilacion de las citosinas en eucariotes, ya que mutaciones en

las DNMTSs son letales para el organismo.*

El genoma humano exhibe una disminuciéon de CpG, presumiblemente por la
alta hipermutabilidad de la 5-metilcitosina (5mC). Sin embargo, el genoma también
contiene fragmentos de unas pocas kilobases ricas en CpG, denominadas islas
CpG que se localizan en la regién promotora de los genes. A diferencia del resto
del DNA donde los CpG estan metilados, los CpG de las islas se encuentran
usualmente libres de metilacion en tejido adulto y este patron de metilacion del

DNA es heredado de manera estable de una generacién celular a la siguiente.

En el humano aproximadamente el 1% de todas las bases son 5mC y se
encuentran mayoritariamente en los CpG, y de esos entre el 60 y el 90% estan

metilados, con la excepcion de las islas CpG las cuales son transcripcionalmente
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activas. Existen cerca de 30,000 islas CpG, y aproximadamente el 50 al 60% de

ellas estan asociadas con la regién promotora de los genes.?

1.4.2 Represion transcripcional por metilacion del DNA

El papel de la metilacion del DNA en la regulacion diferencial de la expresion
génica fue sugerida por observaciones en las que los CpGs que estaban dentro o
adyacentes a genes, correlacionaban con represién transcripcional t*43*
Subsecuentemente, la relacion inversa entre mCpGs y transcripcion ha sido
observada en un gran nimero de genes, no obstante, no es una regla universal.
En general es aceptado que la metilacion del DNA se asocia con el silenciamiento

transcripcional.®*"*

1.4.2.1 Mecanismos de silenciamiento transcripcional por metilacién del DNA

1) El primer mecanismo involucra la interferencia directa con la unién de factores
de transcripcion a sus sitios de reconocimiento en las regiones promotoras del
DNA metilado. Se han identificado factores de transcripcion que son incapaces de
reconocer su secuencia en el DNA cuando éste estad metilado,**® un ejemplo de
ellos es la proteina viral E2 de VPH-16."® Sin embargo, algunos factores de
transcripcion reconocen su secuencia consenso en el DNA, independientemente si

154

esta o no metilado, tal como Spl1” y otros factores de transcripcion no tienen sitios

CpG dentro de sus secuencias de reconocimiento (Figura 9, panel 1).

2) Un segundo mecanismo involucra a una familia de proteinas con dominio de
unién a grupos metilo (MBD), las cuales se unen a mCpG. /o Marcador no definido. A
menos 3 de 5 miembros de esta familia (MeCP2, MBD1 y MBD2) tienen la
capacidad de reprimir la transcripcion por su asociacion con un gran complejo de
proteinas con actividad de HDACs (HDAC1 y HDAC2)**®! y proteinas de

remodelaje de la cromatina (Sin 3a y mi-2).
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1) Interferencia con la union de factores de transcripciéw
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3) Alteracion en la estructura de la cromatina

Figura 9. Metilacion de DNA y represién transcripcional

+ Met

La metilacién de la citosina en la posicién 5 o impide la union de factores transcripcionales (1) o el
DNA metilado es reconocido por enzimas con dominios MBD que reconocen DNA metilado e
inducen la compactacion de la cromatina (2), 6 simplemente compacta mas a la cromatina (3).

La accion de estas proteinas favorece la formacion de heterocromatina, la
cual es refractaria a la maquinaria de transcripcién celular (Figura 9, panel 2).*** La
MBD3 en mamiferos no se une a mCpG, pero forma parte de un complejo
correpresor llamado NuDR, el cual participa en la represion transcripcional a través
de desacetilacion de histonas. MBD4 es el nico miembro de la familia MDB que
no participa en la regulacion transcripcional, su funcion es reducir el riesgo de
mutaciones (5mC a T) que ocurren por transiciones debidas a desaminacion,
remueve la base mutada T y elimina el uracilo producto de la desaminacién CpG

no metiladas®?
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3) Un tercer mecanismo sugiere que la metilacion puede mediar la represion
transcripcional alterando la estructura de la cromatina, en donde participan
proteinas que modulan a esta Ultima durante el proceso transcripcional. Estas
proteinas pueden ser permisivas para la que la DNMT1 metile o no al DNA, de tal
forma que ciertas areas pueden ser protegidas de la metilacion y otras puedan ser

metiladas (Figura 9, panel 3).

1.4.3 Metilacion de DNA y cancer

Por lo expuesto anteriormente queda claro que la metilaciéon del DNA es uno
de los mecanismos involucrados en la regulacién de la expresion génica por lo que
resulta comprensible que su alteracidbn sea muy comun en la carcinogénesis. Los
cambios asociados al desarrollo de tumores incluyen hipometilacion global e
hipermetilacién regional en el DNA en las células tumorales,®® y también
incrementan la probabilidad de mutaciones por transicién C/T en sitios mCpGs.*

La hipermetilacion comun observada en cancer se halla en las islas CpG de
las regiones promotoras de genes supresores de tumor (GST), y un numero
creciente de GST con islas CpG han mostrado ser inapropiadamente metilados en
diferentes tipos de tumores,” esta hipermetilacién aberrante correlaciona con
silenciamiento transcripcional y pérdida de la funcién del gen.** También la
contraparte ha sido observada en el proceso carcinogénico, la incorrecta
hipometilacion de genes improntados induce la reactivacion de copias del gen
improntado, este es un evento observado en distintas enfermedades y cancer.**4°

Se considera que las enzimas responsables de la hipermetilacion en GST son
DNMT1 y DNMT3b, ya que se encuentran sobreexpresadas en células cancerosas,
en multiples tipos de tumores hay un incremento del mMRNA de DNMTL1 de la
proteina, asi como de su actividad y este incremento puede ser un evento permisivo
gue coopera con cambios locales que vuelven las islas CpG susceptibles a la

metilacion.”
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Los CpG no son exclusivos de regiones promotoras, aunque con menor
frecuencia también se les encuentra en las regiones codificadoras de los genes,
donde se encuentran como mCpG. Debido a su inestabilidad son hipermutables y
son sitios “hotspots” de mutaciones de los genes que los contienen.?*"*

De acuerdo con lo mencionado, se propone que la metilaciéon del DNA en el
proceso de la oncogénesis parece ser mediada por uno o mas de los siguientes

mecanismos:

1.4.3.1 Mutaciones puntuales C — T en células cancerosas

Genes importantes en el desarrollo de cancer y enfermedades genéticas
humanas tienen secuencias mCpG en sus regiones codificadoras las cuales son
“hotspots” de mutaciones. Como ya se menciond, la 5mC es genéticamente
inestable y con frecuencia muta por desaminacion de la 5mC y por errores en el
sistema de reparacion mistmatch, resultando en una transicion 5mC— T. Sin
embargo, la transicion también se puede dar por mutagenos enddgenos y exdégenos
(Figura 10 panel A).3#718

La hipermutabilidad se considera un posible origen de mutacién genética en
tumores, que si tiene lugar en linea germinal induce enfermedades hereditarias,
pero si ocurre en células somaticas puede llevar a la inactivacion de GST e inducir
carcinogénesis. Tal es el caso de p53 y Rb que tienen mCpG en sus regiones
codificadoras, que por su inestabilidad son hipermutables y son sitios “hotspots”
mutacionales C/T. La mutacién en p53 es la alteracion mas comun en cancer
humano y se ha estimado que mas del 50% de los canceres en humanos tienen
una transicién en este gen, la cual se asocia a la elevada desaminacién endégena
de la 5mC y a la falla en los mecanismos de reparacion cuando hay apareamiento
ilegitimo “mistmatch”.?® Igualmente, se han reportado mutaciones por transicién en
el gen Rb, por hipermutabilidad en las mCpG que se localizan en sus regiones

codificadoras que también actlian como “hotspots” para mutaciones puntuales.”
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A) Mutaciones puntuales C— T
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B) Hipometilacién en oncogenes

X
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Ejemplos: Bel-2 en leucemia, K-ras en
cancer de colon y de pulmén

C) Hipermmetilacion en genes supresores de tumores

oD = TTTIT

Ejemplos: Rb en retinoblastoma, p15
en leucemia y mieloma

Figura 10. Probables mecanismos de carcinogénesis por metilacion del DNA

Las figuras esquematizan los posibles mecanismos mediante los cuales la metilacién podria llevar a
la carcinogénesis. A) La desaminacioén hidrolitica de la 5mC produce mutaciones por transicion de
citosina a Timina. B) Aparte de la hipometilacion global de secuencias mCpG, también la
hipometilacion de oncogenes induce su expresién en cancer, tal como el incremento en la expresion
de el gen antiapoptotico BCL-2 y el protooncogen K-ras. C) La hipermetilacion de genes supresores
de tumores es un mecanismo de inactivacion y es comin en cancer.

La mutacion de p53 por transicion es muy coman en cancer de colon (50%),
mientras que solo el 10% de cancer de pulmon o higado tienen esta mutacion. En
cancer de pulmén las mutaciones mas habituales son transversiones G — T, debido
principalmente al benzo pireno, el cual dafia las bases de guanina al formar aductos
en ellas. El benzo pireno, encontrado en el humo de tabaco tiene mayor afinidad por
los mCpG que los CpG no metilados. En general las transversiones son frecuentes
en cancer de pulmén, cancer de higado y tumores de laringe, los cuales son

debidas a consumo de tabaco principalmente.?*"*

29



INTRODUCCION

1.4.3.2 Hipometilacion del DNA en cancer

En términos de carcinogénesis la primera observacion reportada fue la
hipometilacion global, (Figura 10 panel B), la cual parece comenzar en etapas
tempranas, antes del desarrollo del tumor y es progresiva en la carcinogénesis y
puede llegar a ser de un 60% menor que su contraparte normal. La hipometilacion
sucede en regiones intergénicas, intronicas, DNA satélite, en secuencias SINES,
LINES vy retrovirus enddgenos, las cuales se encuentran normalmente silenciadas
por hipermetilacibn en todos los tejidos para preservar la estabilidad
cromosémica.*? La hipometilacién de estas secuencias en tejido somatico y células
germinales a nivel global 6 gen especifica induce la activacion de elementos
genéticos moviles y la sobreexpresion de genes que incrementa la inestabilidad
cromosOmica, ya sea por induccién de mutaciones 6 recombinacién cromosémica

las cuales favorecen la progresién de enfermedades neoplasicas.**

La hipometilacién global parece ser un evento temprano en algunos tipos de
cancer como el de colon, de seno y leucemia linfocitica cronica, aunque también se
ha observado en tejido de mucosa normal de colon, lo que sugiere una probable
funcion en el inicio de la enfermedad.*” Uno de los mecanismos que se propone
para la hipometilacion es la desaminacion de 5mC que produce T, la cual debe ser
reparada y remetilada para mantener el patron de metilacién. Si esta remetilacion
no ocurre o se produce una acelerada desaminacion, se estimula la desmetilacién
del genoma, esta hipoétesis de hipometilacion gendmica es un modelo de trabajo

gue todavia no ha sido probada.

1.4.3.2.1 Hipometilacion como indicador diagndstico y prondstico

La hipometilacion se ha sugerido como un posible marcador en el diagndstico
y prondstico, por ejemplo la hipometilacion del DNA en regiones satélite en algunas
enfermedades como distrofia muscular, sindrome ICF (del inglés sindrome de
inmunodeficiencia y anormalidades faciales) y diferentes tipos de cancer.** Algunos

retrovirus endégenos son desmetilados en algunos tipos de cancer como ovario,
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testiculo y vejiga, en todos esos casos la hipometilacion es directamente
proporcional con el grado de malignidad y con frecuencia se asocia con expresion
de transcritos, 1o que sugiere que podria usarse como un posible biomarcador de
progresion en esos tipos de cancer.®* Otra familia de retrotransposones son los que
no tienen LTR, ésta incluye a los LINES y SINES, los cuales poseen promotores
fuertes y codifican para una integrasa lo que favorece su insercion, la hipometilacién
de LINES se ha observado en cancer de colon y prostata donde no se ha
encontrado correlacion con el estadio del tumor, mientras que en otros tipos de
cancer (leucemia, urotelial, ovario y mama) la hipometilacion correlaciona e
incrementa con el grado de malignidad.®*"*

La hipometilacion de genes ocurre en algunos tipos de cancer como colon,
pancreas y mama, la cual correlaciona con un aumento en el nivel de transcripcién
del gen afectado.®® Los genes afectados incluyen genes que regulan el crecimiento
celular, enzimas, genes de desarrollo, genes especificos de tejido, tales como
MAGE, BAGE, LAGE y GAGE, etc. También se ha observado la sobreexpresion de
protooncogenes como Ras,'® y ciclina D2 en cancer gastrico y maspin en cancer
colorrectal.’® Otro tipo de genes asociado a hipometilacion son los genes
improntados, los cuales al hipometilarse se pierde la impronta, lo que resulta en la
expresion bialélica que puede ayudar a la progresion del tumor, un ejemplo de
pérdida de la impronta en cancer de colon es el gen IGF2.%°

1.4.3.3 Hipermetilacidén en genes supresores de tumor y cancer

Las islas CpG de muchos genes estan desmetiladas en tejido normal, pero
estan metiladas en diferente proporcion en mdltiples tipos de cancer humano, esta
metilacion aberrante se asocia con una disminucion o completo silenciamiento en la
expresion del gen involucrado en las células tumorales cuando se compara con
tejido normal a partir del cual se genero el tumor, aunque por otro lado se sabe que
las islas CpG llegan a ser metiladas con la edad.3?**3
Ademas de mutaciones puntuales, deleciones o amplificaciones génicas, la

represion transcripcional por hipermetilacion de secuencias promotoras en GST es
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un mecanismo alternativo de inactivacion génica que se ha descrito en diversos
tipos de tumor (Figura 10 panel C).***'!® Esto podria ser consecuencia de los
niveles aumentados de las metiltransferasas, las cuales estan sobreexpresadas en
varios tipos de cancer.” El primer supresor que se reporté que estaba silenciado
por metilacién fue Rb,% posteriormente, el nimero de reportes de genes que estan
silenciados por este mecanismo ha incrementado.

Muchas vias de sefalizacion son inactivadas por este tipo de lesidon
epigenética, dentro de los genes que son susceptibles de ser silenciados por
hipermetilacion estan los involucrados en la regulacion del ciclo celular (p16, pl5,
Rb y pl4), genes asociados con reparacion de dafio a DNA (BRCA1, MGMT,
hMLH1), apoptosis (DAPK, TMS1), adhesion celular (E-caderina, CDH1, CDH13)
destoxificacion (GSTP1) y el gen de Von Hippel-Lindau (VHL).*2%313 |a
hipermetilacion aberrante puede ser un evento temprano en la progresion
neoplasica, pero por otro lado, se ha mostrado que un incremento en la metilacién
es directamente proporcional a la edad.***

El silenciamiento por hipermetilacion de genes implicados en reparacion de
dafio a DNA tal como hMLH1, MGMT y BRCA1 cambia el ambiente celular, por
ejemplo la hipermetilacion de hMLH1 es la causa principal de inestabilidad de
microsatélite en cancer de recto, endometrio y gastrico. La inactivacién por
hipermetilacion de MGMT en algunos tumores acumula mutaciones por transicién

G—A, algunos de los genes afectados son K-ras y p53.

1.4.3.3.1 Hipermetilacion como marcador prondéstico y predictor de respuesta

al tratamiento en cancer

Se ha demostrado que cada neoplasia posee un perfil particular de genes
hipermetilados, genes como RASSF1A y p16 son metilados en una gran variedad
de tumores, mientras que otros genes son especificos de tipos particulares de
cancer. Por ejemplo, el gen GSTP1 esta hipermetilado en mas del 90% en cancer
de prostata, pero es hipometilado en leucemia mieloide aguda. Muchos tumores

muestran algun grado de hipermetilacion en uno o mas genes. En céncer de
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pulmén hay mas de 40 genes con algun grado de metilacion aberrante, algunos de
esos genes son RARB, RASSF1A, CDNK2A, CHD13 y APC. En cancer de seno
hay hipermetilacion de genes de adhesién celular e inhibidores de las proteinasas,
receptores a esteroides, los mas comunmente hipermetilados son p16, receptor de
estrogenos (ER) alfa, receptor de progesterona (PR), BRCAl, GSTP1 y E-
caderina.”* Diversos tipos de genes como calcitonina, p15, p21, ER y MDR estan
hipermetilados en una gran diversidad de desordenes hematoldgicos, por ejemplo
se ha sugerido a p15 como marcador de transformacion leucémica aguda mieloide
y al gen de calcitonina en leucemias agudas.®?

La hipermetilacion también se puede utilizar como marcador prondstico, por
ejemplo un marcador de pobre prondstico es el gen DAPK (death-asociated protein
kinasa). La hipermetilacion de pl6 se asocia a la agresividad del tumor en cancer
de pulmodn y colorrectal, en neuroblastoma la hipermetilacion del gen HOXA9 esta
asociada con pobre sobrevivencia, sin embargo, la metilacion de RARB2 es un
excelente marcador de buen pronéstico.”* Por otro lado, la metilacién también se
puede usar para predecir la respuesta de medicamentos al tratamiento, por ejemplo
la hipermetilacion de MGMT puede ser un buen candidato para predecir la
respuesta a la quimioterapia de tumores con tratamiento con agentes alquilantes,
como se ha observado para pacientes con glioma y linfoma, los cuales han sido
tratados con agentes alquilantes y donde se determin6 que puede ser un marcador
de buena respuesta a la quimioterapia, mayor tiempo de sobrevida, tiempo de

progresion y en general de buena respuesta al tratamiento clinico.

1.4.4 Metilacion del DNA de los papilomavirus

La metilacion del genoma del VPH in situ ha sido estudiada y determinada en
CaCU, y es uno mas de los mecanismos que participan en la regulacién de la
transcripcion del genoma viral. Esta aseveracion se basa en: primero que los
dinucledtidos CpGs son escasos en los VPHs, de manera similar a su hospedero
humano. Segundo, cuando el DNA del VPH-16 fue metilado in vitro y transfectado

109

en lineas celulares fue incapaz de expresarse, - tal y como ocurre con el DNA de
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VPH-16 resistente a Eco RI por estar metilado.®* Tercero, recientes estudios por

Badal Ly S,” Kalantar M"® y Turan T** revelaron que:

i) EI DNA del VPH-16 es blanco eficiente de metilacion

i) Las regiones hipermetiladas se distribuyen asimétricamente en el genoma viral

iii) La metilacion ocurre en CpGs que se localizan en el promotor, el enhancer y el
gen L1

iv) La frecuencia de la metilacion de los CpGs incrementa durante las etapas
progresivas del cancer, donde es consistentemente hipermetilado en cancer,
hipo o desmetilado en pacientes asintomaticas y lesiones precursoras

v) Hay una correlacion consistente entre la frecuencia de metilacion y la
severidad de la neoplasia, y se le ha propuesto como un posible biomarcador

de progresion carcinogénica

Estos hallazgos sugieren que la metilacion de los dinucle6tidos CpG esta
involucrada con la etiologia del cancer y podria ser utilizada como marcador

diagnéstico del estado carcinogénico.

1.4.4.1 Los inicios de los estudios de metilacion de DNA en papilomavirus

Cuando hay una infeccion viral y el virus se integra al DNA de la célula
hospedera, se puede iniciar un mecanismo de defensa por parte de la célula
hospedera como la activacion de la maquinaria de metilacion, la cual ocurre en el
virus y en la célula misma.** La metilacién de DNA en los genomas de los VPH 1y
PV de conejo cottontail fue descrita desde hace 20 afios, donde se sugirié6 que los

2820 nero su funcion en la

PVs son blanco de la maquinaria de metilacion celular,
expresion génica y la carcinogénesis no fue del todo comprendida.

Uno de los primeros indicios de la importancia de la metilacion y la expresion
de genes virales viene de estudios de tranfeccion celular con genomas de VPH-16

metilados in vitro, demostrando que bajo esas circunstancias el DNA se encuentra
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transcripcionalmente reprimido,’®® y también se sugeria que la metilacién podria
influir en el ciclo de vida viral ya que la metilacion in vitro de los sitios de union a E2
impedia que éste reconociera su secuencia consenso,**® un afio después se dedujo
que la actividad transcripcional del enhancer se reducia debido a que la metilacion
de éste impedia la unién de un factor de transcripcién celular llamado MSPF.3
Investigaciones posteriores se enfocaron a tratar de comprender la funcién de la

metilacidon en el ciclo de vida viral.

1.4.4.2 Ciclo de vida y metilacion de papilomavirus

Con la evidencia de que la metilacién de la LCR reduce la transcripcion viral,®*

y la demostracion de que la metilacion de los CpG a los cuales se une E2 inhibe la

 estos hechos hacian

unién de ésta al DNA cuando éste es metilado in vitro™
pensar que la metilacion podria influir en el ciclo de vida viral, asi como en la funci-
on de E2. Kim y cols realizaron un analisis de metilacion de los sitios de unién a E2
dentro de la LCR en DNA aislado de una linea celular que contenia episomas de
VPH-16, y demostr6 que el estado de metilacion del genoma viral varian
dependiendo del estado de diferenciacion celular, encontrandose hipometilada en la
poblacién celular altamente diferenciada, mientras que en las células basales las
cuales estan pobremente diferenciadas fueron hipermetilados los sitios de unién a
E2. Estas observaciones muestran que el estado de metilacion del genoma viral y
en particular de los sitios de union a E2 varian durante el ciclo de vida viral, lo cual
proporciona otro mecanismo para modular la funcion de E2 como la infeccién

progresa.’®

1.4.4.3 Metilacion de DNA en los VPH y cancer

Sin embargo, se ha mostrado que la metilacibn de DNA integrado de lineas
celulares de CaCU y de cancer primario asociado a VPH reprime la transcripcion

del DNA viral, pero deja uno o dos centros de transcripcion activos por célula en las
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regiones perinucleares.®*®**” Estudios in situ con las lineas celulares SiHa y CaSki
asi como con muestras de pacientes reportaron que la metilacion del DNA en VPH-
16 es un mecanismo de silenciamiento transcripcional el cual ocurre con mas
frecuencia en la LCR y parte del gen L1 que en otras regiones del genoma,”® estas
regiones se encuentran rio arriba del promotor y no se transcriben cuando el
genoma del VPH esté integrado en el genoma de la célula hospedera.”

En las lineas celulares SiHa y CaSki las cuales tienen una y mdltiples copias
del genoma de VPH-16 integrado, respectivamente, conservan un perfil de no
metilacion e hipermetilacion en la regién LCR. Sin embargo, la evaluacion del nivel
de metilacibn del DNA en muestras clinicas reveld6 que hay una progresiva
hipometilacion en el DNA conforme incrementa la severidad neoplasica y que la
transformacion puede ser reprimida por hipermetilacion, mientras que la
hipometilacion acompafia o causa la progresién a céancer.” Sin embargo, estos
hallazgos no coinciden con otro estudio posterior en donde se reporta
heterogeneidad en la frecuencia de metilacion entre muestras de diferentes
pacientes y aun entre diferentes clonas del mismo paciente, sin embargo, hay
hipermetilacion mas alta en carcinomas que en displasias o0 lesiones de bajo
grado.” Un estudio en lineas celulares y muestras clinicas con VPH-18 también
revelaron heterogeneidad en los patrones de metilacién.® Sin embargo, estudios
mas recientes han sugerido que la region 3 del gen L1 de VPH-18 podria utilizarse
como un posible marcador de progresién neoplasica.**% Los dltimos dos estudios
sugieren que el estado de metilacién es quizas el resultado del nivel de actividad

transcripcional y no un evento causal para la progresién neoplasica.

Estos hallazgos indican que la metilacion correlaciona con la patogénesis de
VPH vy la eficiente metilacion del DNA se puede asociar con la progresion del
desarrollo de CaCU, ya que la hipermetilacion es mas comun en carcinomas que en
displasias.”**** Estos hallazgos también han sido reproducibles en epitelio de ano
infectado con VPH-16, en neoplasia intraepitelial anal de bajo grado, la metilacién

es alta en el enhancer viral, pero poco frecuente en el promotor, en neoplasia
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intraepitelial de alto grado, la metilacién es mas alta en la regién del promotor.***
Sin embargo, la metilacion del DNA en cancer parece que no es especifica del DNA
de VPH, méas bien ocurre como un evento frecuente del genoma de la célula
huésped. La frecuencia de hipermetilacibon en muchos genes celulares se ha
encontrado que incrementa significativamente con un incremento en la severidad de
la neoplasia.>***°

De acuerdo a los datos publicados se generan las siguientes hipétesis: la
infeccion de VPH en células basales el genoma viral es reconocido por la
maquinaria de metilacion celular de novo y llega a ser transcripcionalmente
reprimido, un mecanismo que puede llegar a ser importante para una infeccion viral
subclinica. Esto puede inducir un estado de replicacién viral latente, ya que el
origen de replicacion normalmente permanece desmetilado y por lo tanto funcional,
una vez que el genoma viral escapa de la metilacion a través de la replicacion
durante la diferenciacion del epitelio, el genoma llega a ser transcripcionalmente
activo induciendo la transformacion de la célula e induciendo el ciclo de vida viral
completo. Cuando el DNA viral se integra al genoma de la célula hospedera durante
la tumorigénesis, muchos de los genomas virales llegan a ser metilados y
transcripcionalmente reprimidos, pero solo las células que retienen los genomas
transcripcionalmente activos crecen dentro del tumor.

La metilacion puede ser como un mecanismo de defensa celular asi como
propiedades seleccionadas durante la evolucion del VPH, al favorecer el
mantenimiento subclinico y distribucién de los VPH, proporcionando probablemente,
otro ejemplo de la serie de propiedades que hacen a los PVs con frecuencia
comensales mas que patdgenos, una caracteristica comun en la familia de estos

virus.
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Capitulo Il

Justificacion, hipotesis y objetivos

2.1 Justificacién

La Infeccidon con VPH-16 es la causa de la mayoria del CaCU y de algunos
casos de carcinomas de amigdalas. Sin embargo, también se ha detectado en
CECB. pero los datos epidemiolégicos y moleculares son pocos y la asociaciéon
causal del virus con el CECB no son concluyentes. Por eso es importante aportar
y consolidar evidencia para entender el papel que tiene el VPH-16 en el desarrollo
del CECB.

La metilacién del DNA de VPH forma parte del ciclo de vida del virus y
también se encuentra asociada al proceso carcinogénico. El estado hipometilado
de VPH-AR es caracteristico en infecciones asintomaticas, mientras que la
hipermetilacion, sobre todo del gen L1 es frecuente en cancer de la region
anogenital en el que el VPH tiene una relacibn causal evidente, esta
hipermetilacion se ha propuesto como posible marcador de progresion

carcinogénica en CaCuU.

De acuerdo a lo anterior, analizar el patron de metilacién en el VPH-16 en
infecciones asintomaticas y casos de CECB, podria ayudar a demostrar las
propiedades epigenéticas que tiene el VPH-16 en células de la cavidad bucal, asi
como la posible asociacion entre metilacion y carcinogénesis en este tipo de

cancer.

2.2 Hipotesis

El patron de metilacion del DNA del VPH-16 en CECB podria ser similar al de
CaCU y por lo tanto este patron se podria asociar con la carcinogénesis bucal.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo General

Realizar un andlisis detallado de la frecuencia de metilacién del la LCR, del
gen L1 y el extremo 3’ del gen L2 del VPH-16 en muestras normales y con
carcinoma de la cavidad bucal, para conocer si la metilacién del VPH-16 participa

en el progreso carcinogénico.

2.3.2 Objetivos Particulares

1. Obtener muestras control y biopsias de CECB y seleccionar las positivas a
VPH-16.

2. Determinar el estado de metilacion en el extremo 3’ delgen L1y en la LCR de

VPH-16 en lineas celulares SiHa y CaSki.

3. Determinar el estado de metilacién en el extremo 3’ del gen L1y en la LCR de

VPH-16 en muestras control.

4. Determinar el estado de metilacion del gen extremo 3’ del gen L2, el gen L1y
en la LCR de VPH-16 en carcinoma epidermoide de la cavidad bucal.

5. Determinar la frecuencia y los patrones de metilacién en los casos de CECB y

compararlos con los controles, con las lineas celulares SiHa/CaSki y con lo
reportado para CaCuU.
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Capitulo 1l

Materiales y métodos

3.1 Material bioldgico y reactivos

3.1.1 Material bioldgico

Las muestras de éste estudio pertenecen al proyecto de doctorado de C.D
Gabriela Anaya Saavedra titulado “La infeccion por el virus de papiloma humano
como factor de riesgo para el desarrollo de cancer bucal e identificacion de los
patrones de metilacion en la region larga de control de VPH-16". Un estudio
epidemioldgico de casos y controles con cancer bucal, cuyos resultados seran
publicados de manera independiente por la C.D. Gabriela Anaya Saavedra.

El proyecto incluyd 62 casos consecutivos con diagnostico de carcinoma
epidermoide de la cavidad bucal, histolégicamente confirmados, sin tratamiento
previo que asistieron al departamento de cabeza y cuello del Instituto Nacional de
Cancerologia de la SSA. Durante el periodo comprendido de septiembre del 2003
a julio del 2006. La localizacion topogréfica incluyo carcinomas de la lengua, la
encia, el piso de la boca y el area retromolar, se excluyé cancer de labio, y
carcinomas de las glandulas salivales, nasofaringe, orofaringe y laringe. Todos los
casos fueron estatificados de acuerdo con el sistema de clasificacion AJCC.?

Se incluyeron cuatro controles por cada caso apareados en edad y género,
sin ningun tipo de lesién bucal maligna o premaligna y sin historia de cancer, se
incluyeron dos controles de servicio médico, y dos de servicio dental. ElI Hospital
General Gea Gonzélez, SSA, México DF y la clinica Estomatologica “Rafael
Lozano” de la UAM Xochimilco. Los controles no tenian ningun tipo de alteracion
sistémica de importancia para participar en el estudio, criterio evaluado de acuerdo
a la historia médica. Los criterios de exclusién fueron enfermedad mental que

dificultara el consentimiento, historia de cualquier tipo de cancer, historia o
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presencia de lesiones orales premalignas o malignas, e individuos que no

quisieron participar en el estudio.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de cada institucién y cada
paciente firmd una carta de consentimiento para participar en el estudio. Como
controles se utilizaron dos lineas celulares SiHa y CaSki ambas con VPH- 16,

provenientes de CaCU.

3.1.2 Poblacion de estudio para el analisis de metilacién en CECB

De 15 muestras de CECB positivas a VPH-16, doce tuvieron suficiente DNA
para realizar el analisis de metilacion. Las caracteristicas clinicas y demograficas
de esos doce pacientes se reportan en la Tabla 1. La proporcion en el género es
1:1, el rango de edad es desde 31 hasta 75 afios con una media de 55 afios.

Con respecto a los habitos de tabaquismo: el 58% de la poblacion (n=7) no
consumia tabaco, el 33% (n=4) tuvo consumo de tabaco fuerte y el 8.3% (n=1)
tuvo un ligero consumo de tabaco y. En lo que concierne al consumo de alcohol, el
83% no consume alcohol y el resto tuvo un consumo ligero (n=1) y moderado

(n=1) de alcohol.

Las muestras provienen de cuatro sitios anatdomicos diferentes: siete
provienen de la lengua, tres de la encia, una del paladar y una del piso de la boca.
Con relacion al estadio clinico el 50% (n=6) se encontraba en estadio lll, el 33%

(n=4) estaba en estadio IV y 16% (n=2) restante se encontraba en estadio I.

En lo que corresponde al grado histologico el 66.6 % (n=8) de la poblacion de
estudio mostré un grado histolégico de tumor bien diferenciado, mientras que el
33.3% (n=4) mostr6 un grado histologico moderadamente diferenciado. Con
respecto a la metastasis, solo un carcinoma (C6) presento metastasis, el cual
presento un fuerte consumo de tabaco y un grado histolégico moderadamente

diferenciado.
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En general, la mayor proporcion de la poblacién no consumia tabaco (60%) ni
alcohol (83%), el tumor mas frecuente fue el de lengua. La mayoria de la
poblacién cursaba en estadio avanzado Ill y IV, y con respecto al grado histolégico

la mayoria tenia un tumor de moderadamente a bien diferenciado.

Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas y clinicas de los pacientes con CECB y VPH-16
incluidos en este estudio

mMuestra Genero | Edad | Consumo Consumao Sitio Estadio Grado
de de anatamico clinico® histoldgico
tabacol AlcohoR
1 F g2 Fuerte Mo Encia [% hMioderadamente
diferenciado
C2 M G2 Fuere Mo Lengua 111 Bien
diferenciado
C3 i a1 MO Mo Paladar 111 Bien
diferenciadao
C4 h a3 Mo Mo Lengua 111 Bien
diferenciado
(] F 75 Mo Mo Encia 1l Bien
diferenciado
it a5 Fuerte Liger Lengua I8 nModeradamente
CE? diferenciadao
c7 F a9 Mo Mo Lengua Bien
diferenciado
Cg F a6 Mo Mo Lengua [ Bien
diferenciado
Co A 71 Fuerte M oderado Piso de % Moderadamente
boca diferenciado
c10 F (14 Ligera Mo Lengua 111 Bien

diferenciado

C1 it a7 Mo Mo Encia Bien
diferenciada

c12 F 31 Mo Mo Lengua l Moderadarmente
diferenciado

'Consumo de tabaco ligero: < 5 cigarros por dia, Consumo moderado: 5-10 cigarros por dia,
Consumo fuerte: > 10 cigarros por dia. ’Consumo de alcohol ligero: < 2 unidades de alcohol por
semana, Moderado consumo de alcohol: 5-10 unidades de alcohol por semana, Fuerte consumo
de alcohol: > 10 unidades de alcohol por semana. %La clasificacién del estadio clinico y grado
histoldgico se realizo de acuerdo a las recomendaciones de la AJCC.?
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3.1.3 Reactivos

Para la conservacion de las muestras se utilizo el reactivo PreservCyt
adquirido de Cytyc Corporation de Boxborough, MA, EUA. Para la extraccion de
DNA se utilizd el estuche comercial, Wizard Genomic DNA Purification Kit de
Promega. La enzima proteinasa K fue adquirida de Roche Diagnostics
Corporation. Para la modificaciéon del DNA con bisulfito se utilizé el estuche EZ
DNA Methylation Gold Kit de Zymo Research.

Los oligonucleodtidos utilizados fueron obtenidos de la compafiia Sigma
Genosys. El buffer de reaccion, cloruro de magnesio y las enzimas Tag DNA
polimerasa de promega, la Taq Gold DNA polimerasa de Applyed biosystems, y
los dNTPs de Invitrogen. Para la electroféresis en gel de agarosa se utilizé
agarosa, trizma base, EDTA, é&cido borico, azul de bromofenol, xilencianol y
bromuro de etidio de Sigma Chemical company. Como patrones de referencia de
tamafio en las electroforesis, se utilizaron las escaleras de marcadores de tamafio

de DNA de 100 pb adquiridos a la compaifiia Invitrogen.

Para la clonacion de los productos amplificados se utiliz6 el estuche
comercial TOPO TA Cloning de Invitrogen, y las células quimicamente
competentes TOP 10 de la misma compafia. Para la purificacién de los productos
amplificados y clonados se utilizaron las enzimas SAP (Shrimp Alcaline
phosphate) y Exonucleasa | (Exo I) de la compafia USB, asi como el estuche
comercial QIAquick PCR purification de Qiagen Corporation. Para los productos
purificados a partir de agarosa se utilizé el estuche comercial de Qiagen QIAquick

Gel extraccion de la misma compafiia.

La reaccion de secuenciacion se realizé con el estuche comercial Abi Prism
Big Dye™ Terminator Versién 3.1 de la compafiia Applied Biosystems. La
precipitacion de los productos secuenciados se realiz6 con Acetato de sodio y

etanol de Sigma Chemical Company.
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3.2 Métodos

3.2.1 Coleccién y procesamiento de muestras

Las muestras de los casos consistieron en extraccion por puncion de biopsia,
de los controles se obtuvieron células exfoliadas de la cavidad bucal. En ambos
casos el material bioldgico se depositdé en un medio de transporte (PreservCyt) y
fueron conservadas a -20°C hasta su uso. El departamento de patologia hizo el

diagnéstico histopatologico de todos los casos.

Las muestras conservadas en PrecervCyt se centrifugaron a 14000 rpm
durante 5 min, después se colocaron en una placa de calentamiento a 37°C por
unos minutos, con la finalidad de eliminar el metanol, el cual es el principal
componente del PrecervCyt. Una vez obtenida la pastilla celular, se continu6é con

la extraccion del DNA.

3.2.2 Extraccion de DNA gendmico

El DNA de las lineas celulares y de las muestras clinicas se extrajo mediante
el estuche comercial Wizard Genomic DNA Purification y con proteinasa K,
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante como se describe a continuacion:
Las células se lisaron con 600 pl de solucion de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI, 0.5
% SDS, 10 mM de EDTA, 50 mM de NacCl), se adicioné 17.5 uL de la enzima
proteinasa K (10 mg/mL), se incub6 a 65°C por 1 o 2 horas. Posteriormente se
adicion6 1.5 ul de RNasa por 30 minutos a 37°C. Después se agregd 200 ul de
solucion precipitante de proteinas, agitando para homogeneizar la solucion e
incubando por 5 minutos en hielo y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.
El sobrenadante obtenido es el DNA al cual se precipitd con 500 ul de isopropanol,
se agitd y centrifugo 1 minuto a 14000 rpm a temperatura ambiente. EI DNA
precipitado se lavé con 600 pul de etanol al 70%, se centrifugd nuevamente, se

decant6 el sobrenadante, se dejo secar el DNA que quedo precipitado y finalmente
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se resuspendié en TE 1X (Tris-HClI 10 mM a pH 7.5y EDTA 1 mM) incubando por
1 hora a 65°C.

3.2.3 Cuantificacion y verificacion de la calidad del DNA gendmico.

Para conocer la concentracion de DNA se hicieron lecturas en un
espectrofotometro, para corroborar la calidad del mismo se amplific6 por PCR un
gen de expresion invariable (House-keeping), de B-globina.

Para la amplificacion del gen B-globina se utilizaron los oligonucleétidos
GH20 y PCO4, los cuales amplifican una region de 268 pb. La secuencia de los
mismos son las siguientes: oligonucleétido PCO4 5-CAACTTCATCCACGTTCAC
C-3, oligonucleétido GH20 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3. La concentracion
de cada uno de los reactivos fue la siguiente; el volumen final de reaccion fue 25
uL conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 7.5), 2 mM de MgCI2, 200 uM de cada
dNTP, 0.4 pMol de cada oligonucleotido y 1 U de Tag DNA polimerasa (promega).
Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: después de 10 minutos de
desnaturalizaciébn a 94°C, se realizaron 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
temperatura de alineamiento 55°C por 30 segundos, extension 72°C por 1 minuto,

y una extension final de 72°C por 7 minutos.
3.2.3.1 Verificacion de la amplificacién en un gel de agarosa

Todos los productos de PCR se sometieron a electroforesis, se cargaron 5 uL
del producto de PCR mas 1 pL de buffer de carga 6X en un gel de agarosa al 2%,
junto con un marcador de peso molecular adecuado (escalera gendmica de 100
pb) para verificar el tamafio de la banda obtenida. La electroforesis se realiz6 a 90
volts por un tiempo aproximado de una hora. El buffer obtenido para preparar el
gel como para llenar la cAmara de electroforesis fue TBE 1X, 25 pyL de bromuro de
etidio (1 mg/mL) fueron adicionados a 100 mL de agarosa. El gel se observé en el
aparato EDAS 290 a través del programa computacional Kodak 1D. 3.2.4
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3.2.4 Deteccion del virus de papiloma humano tipo 16 por PCR

Las 62 muestras de CECB fueron amplificadas por PCR con los
oligonucledtidos universales MY09/MY11l por Gabriela Anaya Saavedra como
parte de su proyecto de doctorado. los cuales amplifican una region del gen L1 de
VPH de al menos 25 tipos de virales de alto y bajo riesgo. Para verificar la
presencia de VPH-16, las 27 muestras que fueron positivas para algun tipo de
VPH con los oligos MY se sometieron a PCR con oligonucleétidos especificos del
VPH-16 que amplifican una regién de 506 pb del gen E6.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: después de 10
minutos de desnaturalizacion a 94°C, se realizaron 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, temperatura de alineamiento 50°C por 30 segundos, extension 72°C

por 1 minuto. Con una extension final a 72°C por 7 minutos.

3.2.5 Determinacion del estado de metilacion del DNA del VPH-16 en CECB
3.2.5.1 Lineas celulares como control

Para el presente estudio se utiliz6 DNA de las lineas celulares SiHa y CaSki
provenientes de CaCU, que contienen dos y 500 copias del VPH-16,
respectivamente. Con ambas lineas se estandariz6 la técnica de analisis de
metilacion ya que fungieron como controles negativos y positivos de modificacion

de DNA, respectivamente.

3.2.5.2 Modificacion de DNA con bisulfito de sodio

Para determinar la frecuencia de metilacion se utilizo la técnica de bisulfito de
sodio, con la cual se es capaz de mapear los residuos de citosina metilados y no
metilados.*? El método de bisulfito de sodio el cual potencia la desaminacién de
citosina no metaladas para convertirlas en uracilo. La 5mC es resistente a la

desaminacion inducida por el bisulfito debido al impedimento estérico del grupo
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metilo en el C5. El producto de la reaccion de 5mC es el uracilo, el cual después
de amplificarse por PCR en la primera ronda de amplificacion se aparea con la
adenina (A) y en la segunda ronda de amplificacion la A se aparea con la Timina
(T). De tal forma que las citosinas no metiladas se observan como T, mientras que
las 5mC se observan como C después de la reaccion de secuenciacion. Se
modific6 el DNA con el estuche EZ DNA Methylation gold kit, siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante, el cual modifica el DNA con el reactivo de
bisulfito de sodio. El protocolo a seguir fue el siguiente:

Se trataron de 100 a 2000 ng de DNA en un volumen total de 45 pL, y se
desnaturalizaron con 5 pL de NaOH 3M a 37°C por 15 minutos. Después de la
desnaturalizacion, se adicionaron 100 pL de Reactivo de Conversién CT (bisulfito
de sodio e hidroquinona) a las muestras y se incubaron en oscuridad a 56°C de

12-16 horas. La reaccion se detuvo al incubar la muestra en hielo por 10 minutos.

Para limpiar y eliminar los residuos de bisulfito, cada muestra se pas6 por
una columna de desulfonacion, la cual elimina varios pasos de precipitacion de
DNA, minimizando su progresiva pérdida durante el tratamiento de limpieza,
adicionando 400 pL de M-binding Buffer a la muestra y pasandola a través de una
columna. Se centrifugd 30 segundos a 14000 rpm, se adicionaron 200 uL de Wash
Buffer (etanol al 70%) a la columna y se centrifugo durante 30 segundos en las
mismas condiciones. Se adicionaron 200 uL de buffer de desulfonacion-M, se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron
30 segundos. Posteriormente el DNA se lavo para eliminar los residuos de sales
dos veces con buffer Wash. Finalmente el DNA modificado se eluyé en 50 uL de

buffer de elusiéon EB.

3.2.5.3 Disefio de oligonucledtidos msp

El bisulfito ademés de modificar el DNA no metilado, también introduce
rupturas en el DNA, por lo tanto es imposible amplificar por PCR con eficiencia

amplias regiones de DNA que excedan algunos cientos de pares de bases. Debido
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a esta limitante, se tuvo que fraccionar la regidén de interés de 2498 pb (L2, L1y
LCR) con siete juegos de oligonucle6tidos que incluyeron las posiciones 5594 a la

115, la cual contiene 35 CpGs.

Los oligonucleétidos msp (del ingles methylation sensitive PCR) para
amplificar el DNA modificado fueron disefiados de acuerdo a la secuencia de
referencia del HPV-16R (Los Alamos Nacional Laboratory, http://hpv-

web.lanl.gov/stdgen/virus/ mediante la conversiéon de todos los residuos de

citocina en uracilo. La secuencia de los oligonucleétidos hibridan con secuencias
adyacentes a los CpG, por lo tanto amplifican meCpGs CpGs, pero en ambos

casos con DNA correctamente modificado.

Para la descripcion de la regién analizada se dividié en dos regiones. La
primera comprende el extremo 3’ del gen L1y la LCR, la cual se amplifico con tres
juegos de oligonucledtidos msp. En la Tabla 2 y Figura 11 se muestran la region
que amplifican, el nombre de los oligonucleétidos, la posicibn gendmica, la
secuencia de los mismos y la distribucion de 19 CpGs que estan dentro de esta

region.

Tabla 2. Secuencia de oligonucle6tidos msp que amplifican el extremo 3’ del gen L1y laLCR
del genoma de VPH-16

Se observa el nombre de la regiébn que amplifican tres juegos de oligos, el nombre de los mismos,
asi como la posicion gendémica que amplifican y la secuencia nucleotidica de cada par.

Region Nombre de Posicion Secuencia
oligonucleétido | genémica
s msp
3’genL1y5 LCR 16 msp 3F 7049-7078 | 5-AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAAT TTA-3
16 msp 3R 7590-7560 | 5-AACAAACAATACAAATCAAAAAAA CAAAAA-3
Potenciador 16 msp 4F 7465-7493 5-TATGTTT TTTGGTATAAAATGTGTTTTT-3

16 msp 7R TF32-7703 5-TAAATTAA TTAAAACAAACCAAAAATATAT-2
Promotor 16 msp 5F 77487777 | 5-TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT-3
16 msp 8R 7748-115 5-ATCCTAAAACATTAC AATTCTCTTTTAATA-3
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Y ! T Tt 7?e ! mel
7049 115
3 gen L1 I LCR (Region Larga de Control)
> Oligo 16 3F3R Oligo 16 msp 4FTR Oligo 16 msp 5F/8R
igo 16 msp N ;
7049-7590 T465-T732 7748-115

Figura 1. Productos de los pares de oligonucle6tidos msp en relacion a los sitios CpGs del
3'delLlylaLCR

Se observa la region de 915 pb que cubre la LCR y 3’ del gen L1, los circulos negros representa un
sitio CpG. Se muestra los pares de oligos 16 msp 5F/16 msp 8R que amplifican seis CpGs en el
promotor, el par 16 msp 4F/16 msp 7R que amplifican cinco CpGs que estan en el enhancer y el
par 16 msp 3F/16 msp 3R que amplifican ocho CpGs, cinco del extremo 5’ de la LCR y tres del
extremo 3’ del gen L1

La segunda regién comprende el extremo 3’ del gen L2 y el resto del gen L1,
dentro de la cual esta el sitio de splicing de los genes L2 y L1, se amplifico con
cuatro juegos de oligonucledtidos. En la Tabla 3 y Figura 12 se muestran la region
que amplifican, el nombre de los oligos, la posicion gendmica y la distribucion de
los CpG.

Tabla 3 Secuencia de oligonucleétidos msp (methylation sensitive PCR) que amplifican el
gen L1y extremo 3’ del gen L2 del genoma de VPH-16

Se observa el nombre de la regién que amplifican tres juegos de oligos, el nombre de los mismos,
asi como la posicién genémica que amplifican. Se muestra la posicion gendmica de los oligos 16
msp 21F/16 msp 15R, la secuencia de los tres juegos restantes no se muestra.

Region Nombre de Posicion Secuencia
oligonucleodtidos genémica
msp
Sitio de splicing 16 msp 21F 5554-5574 5-GT TGATGTAGGTGATTTTTA-3
L1/2 16 msp 15R 5831-5853 5-ATACCCTAT ATTATAATCCTAAT-3
Gen L1 16msp BF 5927 -5063 Secuencia no disponible
16msp BR
Gen L1 16msp 1F y 6367-6581 Secuencia no disponible
16 msp 1R
Gen L1 16msp 2F y 6650- 7034 Secuencia no disponible
16 msp 2R
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o 11 0 R S O A -
' B Gen L1 3

Sitio de splicing
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Oligo 16 msp 21FM5R Oligo16 msp BFBR, Oligo 16 msp 1F/MR Oligo 16 msp 2F/2R
5554 5853 69275963 62216637 66056-7080

Figura 2 Productos de los pares de oligonucledtidos msp en relacion a los sitios CpGs del
extremo 3’ del gen L2y el gen L1 del genoma de VPH-16

Se muestra la region de 1526 pb que abarca el extremo 3’ del gen L2 y el gen L1. Cada circulo
negro representa un sitio CpG. Se observa el juego de oligos 16 msp 21F/16 msp 15R que
amplifican cuatro CpGs en la zona de splicing y dos CpGs del 5’ del gen L1, el par 16 msp BF/16
msp BR que amplifican dos CpGs de L1, el par 16 msp 1F/16 msp 1R que amplifican cuatro CpGs
de L1y finalmente el par 16 msp 2F/16 msp 2R que amplifican cuatro CpGs también del gen L1.

3.2.5.4 Amplificacion por PCR del DNA modificado

Se realizaron ensayos de los oligos msp con DNA control de CaSki y SiHa
modificado y no modificado. La PCR se realiz6 en un volumen final de 25 pL
conteniendo 0.2 mM de cada uno de los 4 dNTPs, 10 pMol de cada uno de los
oligos, 2 mM de MgCl,y 1 U de la enzima Ampli Taq Gold (Perkin-Elmer). La PCR
se inicié a 94°C por 10 minutos, seguida por 44 ciclos de 94 °C por 10 segundos,
53°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto, con una extension final de 68°C por 7
minutos. La presencia de los productos se verificd por electroforesis, cargando 10
uL de cada producto de PCR en un gel de agarosa al 2% y observados en un

transiluminador con luz ultravioleta.

3.2.5.5 Clonacion y Transformacion de los productos amplificados

La clonacion de los productos de PCR se realizé con el estuche comercial
TOPO TA cloning, de Invitrogen, el cual contiene el vector linearizado y con
extremos cohesivos en el cual sobresale una T unida covalentemente a una

topoisomerasa que cataliza la ligacion del producto de PCR en forma eficiente y
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rapida al vector debido a que éste contiene extremos cohesivos en los que
sobresale una A que fue adicionada por la polimerasa Taq Gold en la reaccion de

amplificacion del DNA modificado.

El protocolo es el siguiente: en un tubo se colocé 1 pL de agua estéril, luego
1 pL del vector pCR R4-TOPO vy finalmente se adicionaron 3 uL del producto de
PCR. La mezcla de ligacién se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos, se
adicionaron 15 pL de células quimicamente competentes TOP10, en seguida se
incub6 por 30 minutos mas en hielo. Posteriormente a las bacterias se les dio un
choque térmico a 40°C en bafio de agua por 40 segundos, enseguida se colocaron
los tubos otra vez en hielo por un minuto. Luego se adicionaron 100 pL de medio
enriquecido SOC y se incub6 por 1 hora a 37°C con agitacion constante a 275
rpm. Después del tiempo de incubacion se plaquearon las bacterias en cajas petri
conteniendo agar LB y antibidtico kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron por 18
horas a 37°C.

3.2.5.6 PCR de colonia

La seleccion de las clonas positivas fue por amplificacion del producto
clonado por PCR de colonia con los oligos universales M13F (5-GTAAAACGACG
GCCAG-3), y M13R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3). La mezcla de reaccion fue
en un volumen final de 20 uL, conteniendo 1X del buffer de reaccion, 0.2 mM de
cada uno de los 4 dNTPs, 10 pMol de cada uno de los oligos, 2 mM de MgCl,, 1 U
de Taqg DNA polimerasa, el DNA templado fue la colonia, de la cual se tomé6 una
pequefa cantidad con la punta de un palillo y se disolvié en la mezcla de reaccion.
La amplificacion se realiz6 en 30 ciclos (cada uno constando de un paso de
desnaturalizacion 94°C por 30 segundos, seguidos de una temperatura de
alineamiento a 55°C por 30 segundos y una extensién a 72°C por 45 segundos),
con un paso de desnaturalizacién a 94°C por 7 minutos, y otro de extension final a

72°C por 7 minutos. La presencia de los productos fue verificada por electroforesis
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cargando 10 pL de producto de PCR en un gel de agarosa al 2% tefido con

bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta.

3.2.5.7 Limpieza de los productos de PCR de colonia

Los productos amplificados de las clonas positivas se purificaron con el
método de SAP-EXO-1 como se menciona; en un tubo se agreg6é 9.5 uL del
producto de PCR de colonia, 1 pL del buffer 10X SAP, 1 uL de SAP y 0.5 uL de
Exo |. La mezcla de reaccion se incubd por 1 hora a 37°C, posteriormente se
inactivd la enzima a 72°C por 30 minutos y enseguida se guard6 el producto

purificado a 4°C.

3.2.5.8 Reaccion de secuencia

Los productos purificados se sometieron a reaccion de secuenciacion con el
estuche comercial Abi Prism Big Dye terminador cycle secuencing v3.1. La
reaccion consistié en 2 pL del buffer de reaccion (5X), 2 yL del oligo M13 F (0.8
pMol/ uL), 1.5 pL del terminador, 2 yL de agua, 2 pL del producto amplificado, todo
en un volumen final de 10 pL. La reaccion se someti6 a un paso de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 minutos, seguido de 24 ciclos de 96°C por
30 segundos, 50°C por 15 segundos y 60°C por 4 minutos.

3.2.5.9 Purificaciéon de los productos de lareaccion de secuencia

Para purificar los productos de PCR de los componentes de la reaccion de
PCR de secuencia, se precipité el producto de PCR en una mezcla conteniendo 3
uL de acetato de sodio 3M [pH 4.6], 62.5 pL de etanol desnaturalizado al 95% y
14.5 pyL de agua por 10 pL de muestra. Se mezclaron y agitaron en vortex los
componentes anteriores y se incubaron a temperatura ambiente por 15 minutos.
Acto seguido la mezcla se centrifugd 20 minutos a 14 000 rpm y se elimind el

sobrenadante. La pastilla se lavé con 250 pyL de etanol al 70% por 5 minutos a
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14000 rpm, posteriormente se elimind el sobrenadante y la pastilla se dejo secar al
aire. Por ultimo, ésta se resuspendié en 20 pL de formamida Hi-Di y la reaccion de

secuencia fue analizada en un secuenciador automatizado.

3.2.5.10 Analisis de secuencias y determinacion del patron de metilacion

Las secuencias y sus respectivos cromatogramas se analizaron por los
programas computacionales Chromas version 2.31 y Clustalw via Internet. La
secuencia de referencia utilizada fue la del HPV-16R (Los Alamos National
Laboratory, http://hpv-web.lanl.gov/stdgen/virus/hpv/), en donde todas las citosinas

a excepcion de las meCpGs, se convirtieron a timinas y por comparacion de

secuencia, las meCpGs se pudieron detectar.
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Capitulo IV

Resultados

4.1 El virus de papiloma humano tipo 16 predomind en CECB

Con el objeto de conocer la frecuencia de VPH-16 en la poblacion de estudio,
se realiz6 PCR tipo especifica. La frecuencia para cualquier tipo de VPH fue de
43.5% (27/62 casos). El VPH tipo 16 fue el méas frecuente de todos los tipos de
VPH encontrados 55.5% (15/27 casos). En la Figura 13 panel A, se muestra la
amplificacion del gen E6 especifico para VPH tipol6 de cinco muestras de CECB,
evidenciado por una banda de 503 pb. En el panel B se muestra el control de
calidad de DNA, en este caso un gen de expresion invariable de beta-globina,
evidenciado por una banda de 280 pb.

Este estudio incluyé doce casos de CECB y cuatro controles, los cuales se

tipificaron para VPH tipo 16, la calidad del DNA se verifico con el gen beta-globina.

500 pb

100 ph

200 ph
280 ph

100 ph

Figura 1. Presencia del gen E6 de VPH tipo 16 en cinco casos de CECB

Foto de dos geles de agarosa que muestran en A) amplificacion del gen E6 de VPH-16,
evidenciado por la banda de 503 pb. En B) control de calidad de DNA, evidenciado por una banda
de 280 pb que revela la amplificacion del gen B-globina. En ambos casos los carriles del 1 al 5 son
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diferentes muestras con CECB, el carril 6 es un control positivo (SiHa) y el carril 7 es un control
negativo, M es el marcador de tamafio molecular de DNA.

4.2 Frecuencia de los tipos de VPH detectados en CECB

La prevalencia de diferentes tipos de VPH detectados en CECB se muestra
en la Tabla 4. Se detecto la presencia para cualquier tipo de VPH en 27/62 (43.5
%) pacientes con CECB. De los positivos a VPH, en 22 casos (81%) se determind
la presencia de VPH de alto riesgo (tipos 16, 18 y 33) y en cinco casos (19 %)
VPH de bajo riesgo (tipos 2, 11, 13, 32y 35).

Se detectaron ocho genotipos de VPH, dentro de los de alto riesgo el tipo 16
fue el mas frecuente (55.5%), seguido del tipo 18 (18.5%) y finalmente el tipo 33
se detectdé en dos muestras (7.5%). Se detectaron cinco tipos de VPH de bajo
riesgo en cinco casos, la frecuencia en cada caso es de 3.7% y dentro de los tipos
detectados esta el 2, 11, 13, 32y 35.

En conclusion se detect6 cualquier tipo de VPH en el 43.5% de la poblacion
objeto de este estudio, y el tipo viral mas frecuente fue el VPH tipo 16 (55.5%),

estos datos correlacionan con los encontrados en otros estudios.

Tabla 1 Prevalencia de diferentes tipos de VPH en 27 de 62 muestras de CECB
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WiPH
Negalivos 35
Fasliivos 27 70056
Tpos
2 1 a.7%
11 1 3.7%
13 1 3.7%
18 15 55 5%
18 ] 18.5%
3z 1 3.73%
J3 2 T4%
35 1 3.7%
Taotal MN=52 VPH (%)

4.3 Disefio del estudio para el analisis de metilacion

Este estudio se realizé con el fin de determinar si hay una posible asociacion
en la frecuencia de metilacion que correlacionen con la carcinogénesis de la
cavidad bucal, y determinar si el VPH en boca también es blanco de metilacién
como se ha mostrado en sitios anogenitales. Asi como de ampliar investigaciones
previas sobre la metilacion de VPH-16, las cuales se han reportado en la regién
anogenital, donde el VPH tiene una relacion causal evidente.

Debido a que la metilacion de sitios CpGs no se puede determinar por
secuenciacion directa, se utilizd el método de bisulfito con el cual se es capaz de
inferir la proporcion de CpGs metilados y no metilados, después de clonar y
secuenciar.** Se realizé6 la modificacion de DNA a partir de lineas celulares,
muestras clinicas normales y con carcinoma, todas con VPH-16. La region de
interés se amplificd con siete juegos de oligos.

La primera region amplificada y secuenciada es de 972 pb, que comprende la
posicién 7049 a la 115, en la cual hay 19 sitios CpGs (Figura 14). De izquierda a
derecha, tres CpGs se localizan en el extremo 3’ del gen L1, cinco en el extremo 5’
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de la LCR, cinco mas en el enhancer, uno en el origen de replicacion y finalmente
cinco en el promotor. Con el fin de obtener datos representativos de la frecuencia
de metilacién, se analizaron diez clonas de cada muestra para cada uno de los
siete segmentos analizados, los cuales constituyen el estado de metilacion de diez
moléculas diferentes no continuas.

Se encontré que la region 3'L1/5’LCR en CECB estaba hipermetilada por
arriba del 40%, muy similar a lo reportado en carcinomas de la zona anogenital.
73131144 honde se propone como probable marcador de progresién neoplasica.'®
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Figura 2. Distribucion genémica de 19 CpGs en laLCR vy 3' de L1 del VPH-16

Segmento genémico de 972 pb que comprende la LCR y el extremo 3’ del gen L1. Se observa la
posicién genémica de cada uno de los 19 CpGs; tres CpGs corresponden al 3' L1 (7091, 7136 y
7145), cinco al segmento 5’ del LCR (7270 a 7461), cinco al enhancer (7535 a7695), uno al origen
de replicacién (7862) y cinco al promotor p97 (31 a 58). Se muestran la region que amplifican tres
juegos de oligos; (3F/3R, 4F/7R y 5F/8R), asi como el tamafio del producto amplificado, las 10
lineas horizontales representan las clonas amplificadas y secuenciadas de cada region de las doce
biopsias de CECB, muestras control y controles de lineas celulares analizadas.

La segunda regién analizada se llevo a cabo con la finalidad de ampliar
investigaciones previas sobre la metilacion de los CpGs en el DNA de VPH-16
hacia ésta region del genoma de VPH-16 la cual no ha sido explorada. El analisis
incluye la frecuencia de metilacion del gen L1 y el extremo 3’ del gen L2, dentro
del cual esta el sitio de splicing L2”L1. La region de interés se fraccion6 con cuatro

juegos de oligonucleotidos que incluyeron las posiciones 5554 a 7080, la cual
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contiene 16 CpGs, y que analiza un segmento de de 1526 pb. En la Figura 15 se
observa la distribucién y nombre de los oligonucleétidos, asi como la distribucién
de los CpGs. cuatro de estos 16 CpGs (5602, 5608, 5611, 5617) son del sitio de
splicing entre el gen L2 y el gen L1. Los restantes 12 CpGs son del segmento
restante del gen L1 (5709 a 7034).

Distribucidn y posicion genomica de 16 CpGs en 3’ del gen L2 y parte del gen L1

7|7 9 3|3 4 7 7 0
0|2 2 6|8 5 3 9 3
9|6 7 719 7 1 6 4

5554 7080
(111 A ?t ¢t ¢t t? t
[ 5 Gen L1 ¥

Region de splicing

Figura 3. Distribucidon genémica de 16 CpGs del gen L1

Segmento gendmico de 1526 pb que comprende el extremo 3’ del gen L2 y la gran parte del gen
L1, excepto el extremo 3’ que se analizé en el segmento anterior. Esta regién comprende cuatro
CpGs localizados en la zona de splicing L2*L1 y los doce CpG restantes corresponden al gen L1.

Debido a que la cantidad de DNA de las muestras fue insuficiente no fue
posible confirmar el estado fisico del genoma de VPH-16. Sin embargo,
generalmente es aceptado que el genoma de VPH-16 esta episomal en
infecciones latentes y lesiones de bajo grado, mientras que en los carcinomas es
mas frecuente encontrarlo integrado. En este estudio se presenta el andlisis de
doce CECB con diferente grado histopatolégico y de cuatro muestras con
infecciones asintomaticas, las cuales no tienen ningun tipo de lesion aparente y

fueron utilizadas como controles normales.
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4.3.1 Los oligonucleétidos msp s6lo amplifican DNA modificado

Durante el analisis de las muestras se incluyeron como controles negativos y
positivos de metilacion, DNA de las lineas celulares SiHa y CaSki, las cuales
contienen una y 500 copias de VPH-16, respectivamente. SiHa no esta metilada
en el enhancer y promotor, mientras que CaSki tiene un patron de metilacion
heterogéneo.”

Con el objeto de determinar los patrones de metilacion en las lineas celulares
SiHa y CaSki se modifico el DNA con el reactivo de bisulfito y con la finalidad de
corroborar que los oligos msp so6lo amplifican DNA modificado y estandarizar las
condiciones de modificacion, se realizaron ensayos de los oligos msp con DNA
control de SiHa y CaSki modificado y no modificado. En la Figura 16 se muestra
la fotografia de la region que incluye el 3'L1/5'LCR, el enhancer, y el promotor, que
se amplifico por PCR con los oligos 16 msp3F/3R, 16 msp 4F/7R, 16 MSP 5F/8R,
respectivamente. La presencia de una banda de 540 pb, 240 pb y 270 pb indica la
amplificacion de la respectiva region. Mientras que la esperada ausencia de banda
en los otros carriles en donde se utilizo DNA no modificado corrobora que los

oligos msp sélo amplifican DNA modificado.

M s C SMCM S C SMCM S C SMCM C-

100 pb

Figura 4. Amplificacién de DNA modificado de laregion LCR y parte de L1 con oligos msp

Se muestra la fotografia de un gel de agarosa en donde se observa que el DNA no modificado de
SiHa (S) y CaSki (C) no se amplifico con los oligos msp, mientras que el DNA modificado de SiHa
(SM) y CaSki (CM) amplificaron con los diferentes juegos de oligos de la LCR y 3’ de L1, la banda
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de 540 pb se amplificé con el par 16 msp 3F/16 msp 3R (region 3'L1/5’LCR), la banda de 240 pb
se amplificd con el par 16 msp 4F/16 msp 7R (region del enhancer), la banda de 270 pb se
amplificé con el par 16 msp 5F/16 msp 8R (region del promotor).

4.3.2 Clonacion y analisis de secuencias

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR del DNA modificado, se
clonaron en el vector TOPO T/A y posteriormente se transformaron en bacterias
de Escherichia coli. El andlisis de las clonas positivas fue por PCR de colonia, con
el fin de obtener datos representativos de la frecuencia de metilacion, se
seleccionaron aleatoriamente y analizaron diez clonas de cada muestra para cada
region amplificada. En La Figura 17 se muestra la presencia de los productos de
PCR clonados del promotor y de la region 3'L1/5’LCR, evidenciado por una banda

de 435 pb y otra de 705 pb, respectivamente.

435 pb» 705 ph

GO0 pb

_lﬁi-
S - -
T

100 ph T

Vector sin producto clonado

Figura 5. El promotor y la region 3' de L1/5 de la LCR en la linea celular CaSki fueron
clonadas

Se muestra una fotografia de un gel de agarosa en donde se observan las clonas positivas, cuatro
bandas de 435 pb que corresponden a la regién del promotor, otras cuatro bandas de 705 pares de
bases que corresponden a la region 3'L1/5’LCR, las dos bandas de 200 pb es el vector sin
producto clonado.
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Una vez que se corrobord que los productos clonados eran los deseados, se
procedié a secuenciarlos. Los cromatogramas obtenidos después de la reaccion
de secuencia se observan en la Figura 18, en el panel A se muestra el
cromatograma del promotor y en el panel B una parte de la regiéon 3' LCR. Para
determinar el estado de metilacion, la secuencia original del VPH-16R y el
cromatograma experimental se analizaron via internet con los programas chromas
version 2.31 y clustalw. Al realizar el alineamiento se observa que si el residuo de
C estaba metilado se conserva como una C, mientras que si estaba no metilado se
observa una T. En el cromatograma del panel A se observa que los residuos CpG
estaban metilados ya que se observan como CpG. Mientras que en el panel B, los

CpG estan no metilados ya que se observan como TpG.
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Figura 6. Secuencia de DNA con CpGs metiladas y no metiladas

Se muestra dos cromatogramas después de secuenciar el DNA modificado y
clonado de CaSki en A) se observa que cinco sitios CpGs del promotor estan
metiladas (MCpG) ya que se observan como CG, en B) se observan dos sitios
CpG no metilados ya que se observan como TpG.

4.4 Diferente patron de metilacion en las lineas celulares SiHa y CaSki

4.4.1 Hipermetilacion y no metilacion de la linea celular SiHa

El andlisis de la linea celular SiHa se us6é como control negativo en la
reaccion de modificaciéon de DNA. Esta linea celular tiene de una a dos copias del

genoma de VPH-16 integrado dentro del genoma celular, y se encuentra no
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metilada en el enhancer y promotor. ""® Sin embargo, el analisis detallado de la
region 3’ del gen L1y 5’ de la LCR no se ha reportado, en la Figura 19 se muestra
el andlisis de cinco clonas individuales, se observa que todas las clonas mostraron
el mismo patron de metilacién, ninguna de las cinco clonas estuvo metilada en los
16 CpGs que estan en la LCR, mientras que los tres CpGs de la region 3’ del gen

L1 estuvieron metiladas en las cinco clonas analizadas.

Previos reportes muestran que la hipermetilaciéon de la LCR de VPH-16
correlaciona con represién transcripcional,'® estos datos muestran que el patrén
de no metilacion en la LCR correlaciona con un promotor y un enhancer
transcripcionalmente activo, ya que las dos Unicas copias de SiHa tienen que
permanecer no metiladas para estar transcripcionalmente activas. ’ *° ¥’ Mientras
que la hipermetilacion en el extremo 3’ del gen L1 se ha sugerido que es una
huella del estado carcinogénico, en el que el genoma viral esta integrado, y que
probablemente se asocie con inactivacién transcripcional del gen L1. *31132

De acuerdo a los resultados mostrados y dado que la linea celular SiHa tiene
una o dos copias del VPH-16, se concluye que el genoma de VPH-16 tiene un
patron de metilacion homogéneo, no metilado en la LCR para permanecer

transcripcionalmente activa e hipermetilacion en la region 3’ del gen L1.

3 Region larga de control (LCR)
Gen L1 5" LCR Enhancer Promotor
Oligo 313 Oligo 4/7 Oligo 518
T 7136 |7145|7270|7428 | 7434|7455 |7461| |7535 (7554 (7677|7683 |7695] |7862| 31 T | 43 | 52 | H8
CpG | CpG | CpG | CpG [ CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG

Figura 7. No metilaciéon en la LCR e hipermetilacion en 3’ de L1 de la linea celular SiHa

Se muestra la metilacién o ausencia de metilacién en 19 sitios CpGs de la region 3’ del gen L1y
LCR de VPH-16 de cinco clonas independientes provenientes de la linea celular SiHa, el nimero
de la parte superior representa la posiciébn del CpG en el genoma de VPH-16. Las CpGs no

10
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metiladas son los rectdngulos blancos y los metilados son los rectangulos negros. Los dos
separadores blancos verticales indican los limites entre los amplicones, y las discontinuadas entre
las moléculas del VPH 16 supuestamente diferentes.

4.4.2 Heterogeneidad en el patrén de metilacion en la linea celular CaSki

El analisis de la linea celular CaSki se us6 como control positivo en la
reaccion de modificacion de DNA. Se observo un conservado patron de metilacion
en las mismas posiciones ya reportadas por Kalantari y cols’® en la regién LCR y
parte del 3’ del gen L1, excepto una region del enhancer analizada, la cual se
encontré no metilada en ninguno de los cinco sitios, este dato sugiere que la
region del enhancer esta transcripcionalmente activa. En la Figura 20 se observa
el analisis de 10 clonas individuales, se observa que ninguna de las 10 clonas fue
completamente metilada, sino que cada copia contenia entre uno y seis (de las 19)
CpGs no metiladas. Ninguna de las 10 clonas estuv6 metilada en la posicion 7270,
y la metilacién fue poco frecuente en las posiciones 7091, 7535, 7554 y 7862. De
acuerdo a los resultados mostrados y dado que las células de CaSki contienen
500 copias del VPH-16, se concluye que los genomas de estos no estan
homogéneamente metilados, pero que hay diferencias entre cada uno de ellos, ya
que se observa un conservado patron de hipo e hipermetilacién en diferentes
CpGs.

3 Region larga de control (LCR)
Gen L1 5 LCR Enhancer Promotor
Oligo 313 Oligo 417 Oligo 58
TO91[T136|7145|7270(7428|7434|7455(7461) |7535|7554 (7677|7683 |7695] |7862[ 31 3T | 43 52 | 58
CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpiG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG

Figura 8. Heterogeneidad en la metilacion de la linea celular CaSki

11
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Se muestra la metilacion o ausencia de metilacion en 19 sitios CpGs de la region 3' del gen L1y
LCR de VPH-16 de diez clonas de la linea celular CaSki, el nimero de la parte superior representa
la posicion del CpG en el genoma de VPH-16. Las CpGs no metiladas son los rectangulos blancos
y los metilados son los rectangulos negros. Los dos separadores blancos verticales indican los
limites entre los amplicones, y las discontinuadas entre las moléculas del VPH 16 supuestamente
diferentes.

4.5 No metilaciéon del VPH-16 en muestras control

Las muestras controles asintométicas cuya concentracion de DNA estuvo por
debajo del umbral para ser detectado por PCR, al modificarse con bisulfito se
genero una sefal detectable por PCR en cuatro de diez muestras.

Por lo tanto, se amplifico la regién completa de la LCR y 3’ de L1 en dos
muestras y otras dos en la region del enhancer. En total se analizaron 240 sitios
los cuales se encontraron no metilados en las cuatro muestras asintométicas, este
patrén correlaciona con la hipometilacion encontrada en asintomaticas y lesiones
de bajo grado del cuello uterino. Sin embargo, en CaCU y cancer de la regién anal
ésta region esta hipermetilada de dos a cuatro veces mas que en asintomaticas,
probablemente porque el gen L1 ya no se transcribe en los carcinomas. La
segunda region que comprende el gen L1 y parte de L2 que abarca las posiciones

5602 hasta 7034 no se amplific6 debido a que la cantidad de DNA no fue

suficiente.
3 Region larga de control (LCR)
Gen L1 5" LCR Enhancer Promotor

Oligo 3/3 Oligo 4/7 Oligo 5/8
7001[7136[71a5[7270[7428[7434[7455][7461] [7535]7554][7677][7683][7695] [7862] 31 [ 357 [ 43 [ 52 [ 58
CpG | CpG | CpG | Cpis | CpG | CpG | CplG | CpG CpG | CpiG | CplG | CpG | CpG CpG | CplG | CpG | CpG | CplG | CpG

12
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Figura 9. No metilacién de la LCR en infecciones asintdmaticas

Se puede observar la carencia de metilacion de los 19 sitios CpG de la LCR en VPH-16 de cinco
clonas independientes, para este grupo control solo fue posible amplificar la regiéon completa de la
LCR en dos muestras, y para otras dos muestras se presenta la regidon del enhancer. La U significa
“no metilado”

4.6 Metilacion en casos con CECB

4.6.1 La mayoria de las muestras de CECB se amplificaron exitosamente

De doce casos de CECB incluidos en este estudio se amplificaron con éxito
para la primera regién descrita arriba, algunas muestras no tuvieron suficiente
DNA para el andlisis del segundo segmento de L2/L1. En general, la mayoria de
las muestras se amplificaron con siete juegos de oligos, siendo la regiéon de L1
donde no se pudo completar el analisis en algunas zonas de algunas muestras.

En la Figura 22 panel A, se muestra la amplificacion de DNA modificado de
nueve muestras con los oligos 16 msp 5F/16 msp 8R que amplifican al promotor,
evidenciado por la presencia de una banda de 270 pb, se muestra la amplificacién
de siete muestras (2-8), la muestras 1 y 9 fueron negativas. Posteriormente los
productos se clonaron y transformaron en plasmidos de E. coli, la analisis de las
clonas positivas fue por PCR de colonia, en el panel B de la Figura 22 se observa

una banda de 435 pb que revela que la region fue clonada.
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Figura 10. El promotor fue amplificado en la mayoria de las muestras de CECB

Se muestra la fotografia de dos geles de agarosa en A) las bandas de 270 pb muestra que la
region del promotor de DNA modificado fue amplificada en siete de nueve muestras de CECB, en
B) después de clonar uno de los productos de A, una banda de 435 pb muestra la clonacion del
promotor

4.6.2 No hubo correlacién entre el consumo de tabaco, alcohol, y los

patrones de metilacion con CECB

A pesar de que el numero pequefio de muestras analizadas, se realiz6
analisis estadistico, se construyd una base de datos en el programa SPSS v.10, a
cada regién analizada (por ejemplo 3'L1/5'LCR, enhancer y promotor) se le
asignaron 3 valores: hipermetilado, hipometilado y no metilado. No se observo
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre los patrones de metilacion
de DNA de VPH-16 de doce casos de CECB con el sitio anatomico, género,
estadio clinico, consumo de tabaco y alcohol que nos permita inferir alguna

asociacion.
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4.6.3 Diferentes frecuencia de metilacion de 35 CpGs del gen L1y LCR en
CECB

Se analiz6 la frecuencia de metilacién de 35 CpGs que abarcan el extremo 3’
del gen L2, el gen L1y la LCR de VPH-16 de doce casos de CECB. Se analizaron
en total 3693 residuos CpG derivados de 706 clonas amplificados con siete juegos
de oligos, en la Figura 23 se observa la distribucién dimensional de 35 CpGs,
cuatro CpGs estan en el extremo 3’ del gen L2, 15 CpGs se encuentran en el gen
L1y 16 estan dentro de la LCR.

3 L2/L1 BF/BR 1FNR 2FI2R 3FI3R ¥
A Pr TT1T1 N R | T.blm[,
3 L2 gen L1 LCR

Figura 11. Productos de los pares de oligonucleétidos msp en relacién a los 35 CpGs del
extremo 3’ del gen L2y el gen L1 del genoma de VPH-16

Se muestran 35 CpGs que estan dentro de la LCR, el gen L1 y parte del gen L2, cuatro CpGs
estan dentro del extremo 3’ del gen L2, 15 dentro del gen L1y 16 de la LCR. La linea negra vertical
con el circulo negro representa un CpG, la representacion de cada CpG es dimensional, se
observa el nombre y la region que amplifican los siete juegos de oligos 16 msp.

En general, de los 3693 sitios CpG analizados, 949 estaban metilados, es
decir 25.7%. Se observl un patron de hiper, hipometilacién y no metilacion con
diferente frecuencia en la region analizada, lo que significa que los CpGs de L2, L1
y la LCR de VPH-16 son blanco de la maquinaria de metilacién de DNA en células
del epitelio de la cavidad bucal. No obstante, los datos apuntan a diferencias y
probabilidad de que cada sitio se metile. En la Figura 24 se muestra la frecuencia

de metilacion de los 35 CpGs analizados.
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Frecuencia de metilacidn (%)

Posicion gendmica en |l ¥YPH-16

Figura 12. Frecuencia de metilacion en 35 CpGs del gen L1y LCR de VPH-16 en CECB

Las barras muestran los resultados obtenidos a partir de 10 clonas independientes derivadas de
cada una de las 12 muestras clinicas analizadas. Las flechas indican los sitios donde se detect6
menor frecuencia de metilacion.

4.6.4 Regiones de hipermetilacion en CECB

Las regiones donde se encontré hipermetilacion fue la regién de el promotor,
el enhancer, la regién 3'L1/5’LCR y de region de splicing L27L1. El promotor se
encontré hipermetilado en tres (25%) de doce muestras, el enhancer estuvo
hipermetilado en cuatro (33%) de doce muestras, la regién 3L1/5LCR presento
hipermetilacion heterogénea en diez (83.3%) de doce muestras, y finalmente la
zona de splicing se encontrd hipermetilada homogéneamente en cuatro (36%) de
once casos. A continuacion se describe brevemente la frecuencia de metilacion de

cada sitio.
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4.6.4.1 La metilacion del enhancer y promotor de VPH 16 en CECB

El enhancer y el promotor de al menos un genoma de VPH-16 en lesiones
precancerosas y carcinomas debe permanecer desmetilado para mantener la
transcripcion activa de los oncogenes E6 y E7. Por ejemplo la linea celular SiHa,
contiene una o dos copias del genoma de VPH-16, las cuales estan no metiladas y
son transcripcionalmente activos. Sin embargo, la mayoria de los carcinomas
contienen muchos, algunas veces cientos de copias de VPH-16, como es el caso
de la linea celular CaSki, en la cual la mayoria de las copias virales estan
metiladas, posiblemente como resultado de sus arreglos en tandem. Por
consecuencia, esas copias estan transcripcionalmente silenciadas, mientras que la
expresion continua de oncogenes ocurre sélo a partir de una copia viral.”**® Como
consecuencia de este panorama, la metilacion del enhancer y el promotor de VPH-
16 en la mayoria de muestras clinicas es un indicador del proceso carcinogénico

en la célula infectada.

La regién del enhancer contiene cinco CpGs distribuidos desde la posiciéon
7535 hasta la 7695. De los doce carcinomas bucales examinados, el 33% (cuatro)
estuvo hipermetilado, mientras que el 76% (ocho) estuvo metilado eventualmente
en uno o dos sitios, los cuatro casos hipermetilados fueron; C7, C8, C11,y Cl12y

casi desmetilado en las ocho muestras restantes Figura 25.

El segmento del promotor contiene 6 CpGs distribuidos desde la posicion
7862 hasta la 58. El CpG de la posicion 7862 es parte de sitio de union a E2 en el
origen de replicacion viral, los otros cinco sitios CpG ubicados en la posicion 31 al
58 son parte de sitios de unién de Spl y E2 del promotor (p97). En la Figura 25 se
observa que la region del promotor esta casi completamente metiladas en tres de
doce (25%) muestras con CECB (C8, C11, y C12), un patron que solo se ha

observado en lesiones de alto grado y carcinomas del tracto anogenital.
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3 L1 5'LCR Enhancer Ori Promotor

Oligo 313 Oligo 313 Oligo 47 Oligo 5/8
7091|7136 | 7145 | 7270 | 7428 | 7434 | 7455 | 7461 7535|7554 | 7677|7683 | 7695 | |7862| 31 37 | 43 | 52 | 58
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Figura 13. Heterogeneidad en la metilacion de laregion 3' de L1y LCR de VPH 16 de CECB

Se muestra la metilacién o ausencia de metilacién en 19 sitios CpGs de la region 3’ del gen L1y
LCR de VPH-16 de 10 clonas independientes derivadas de cada una de 12 muestras con
carcinoma bucal. Los rectangulos horizontales blancos representan CpGs no metilados, los
rectangulos negros representan meCpG, Cada grupo de 10 lineas horizontales representa 10
clonas que proceden del mismo paciente. Los dos separadores blancos verticales indican los
limites entre los amplicones. La ausencia de rectangulos indican clonas que fueron parcialmente o
no analizadas debido a la poca cantidad de DNA. En general se muestra el estado de metilacion de
1886 dinucledtidos CpG en 354 clonas analizados. La leyenda de la derecha corresponde al
ndmero de carcinoma.
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Es importante sefialar que la posicion 7862 forma parte del origen de
replicacion y estuvo hipometilada (9% de metilacién), un fenémeno que ha sido

reportado en carcinomas y cuyo significado no ha sido explicado.”***

En general la frecuencia de metilacion fue de 28.8% para los cinco CpG del
promotor en CECB, excediendo a lo reportado en CaCU e idéntico a lo encontrado
en lesiones de alto grado de la region anal (18 y 28%, respectivamente), mientras
que la proporcibn de metilacion en infecciones asintomaticas y lesiones

anogenitales de bajo grado ha sido de uno o dos ordenes de magnitud mas bajo.

4.6.4.2 Las regiones 3 del gen L1y 5 de la LCR de CECB se encuentran
hipermetiladas

Dentro de este segmento hay 8 CpGs, tres del extremo 3’ del gen L1 (7091,
7136 y 7145) y cinco del extremo 5’ de la LCR (7270-7461). Esos ocho CpGs se

encontraron no metilados en las muestras asintomaticas de la cavidad bucal,

No obstante, de los doce carcinomas analizados se observdo que la
frecuencia de metilacion en los 3 CpGs que estan en L1 fue de 26, 38, y 39%,
respectivamente (Figura 24 y Figura 25), este resultado se aproxima a la
frecuencia de metilacion observada en CaCU (43-54%). Mientras que en dos
muestras (C1 y C8) se observaron muchas moléculas de DNA no metiladas, en
donde la frecuencia de metilacion fue tan sélo del 1.25%. Sin embargo, en las diez
muestras restantes se observd una sustancial metilacion en las moléculas
analizadas, cuya frecuencia de metilacion va desde el 8 al 36%. El promedio de
metilacién en todos los CpGs de este segmento fue maximo en las muestras C5,
C6, C9, C11, y C12 (50, 52, 55, 63 y 65%, respectivamente), lo cual excede la

frecuencia de metilacion reportada en muchos carcinomas de la region genital.
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Sitio de Splicing L2/L1 ORF gen L1
Oligo 21FM5R Oligo BFIBR| Olige 1FMR Oligo 2FI2ZR
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Figura 14. Heterogeneidad en la metilacion del gen L1 de VPH 16 en biopsias de CECB

Se muestra la metilacion o ausencia de metilacién en 16 CpGs del gen L1 de VPH-16 de 10 clonas
independientes provenientes de cada una de las 12 muestras con carcinoma bucal. Los
rectangulos horizontales blancos representan sitios CpGs no metilados, mientras que los
rectangulos negros representan sitios meCpG, Cada grupo de 10 lineas horizontales representa 10
clonas derivadas del mismo paciente. Las columnas superiores indican la amplificacion con
diferentes juegos de oligos. La ausencia de rectangulos indican clonas que fueron parcialmente o
no analizadas debido a la pequefia cantidad de DNA en la muestra. En conjunto se muestra el
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estado de metilaciéon de 1807 CpG en 323 clonas analizadas. La leyenda de la izquierda
corresponde al nimero de carcinoma.

4.6.4.3 La zona de splicing de L2/L1 presento hipermetilacion homogénea

Se encontrd hipermetilacion homogénea en la zona L2/L1 en cuatro de once
(36%). A continuacién se describe brevemente la frecuencia de metilacion de cada
sitio. En general los sitios que estan dentro de esta zona presentaron metilacion
del 31 al 43%.

En el extremo 5’ de L1 hay dos CpGs (5709, 5706), que junto con los CpGs
gue se encuentran en la zona de splicing (5602, 5608, 5611, 5617) fueron
consistentemente hipermetilados entre el 73 y 90% en cada una de las cuatro
muestras hipermetiladas, estos valores son tan altos y consistentes a los

reportados para VPH-18 en el extremo 3’ de L1.1%%1%

4.6.5 La regién media del gen L1 y el segmento internucleosomal de la LCR

estuvieron hipometiladas en CECB

Algunas muestras de CECB no tuvieron suficiente DNA para el analisis de
todo el segmento del gen L1 tal como se observa en la Figura 26. Hubo dos sitios
en el gen L1, el 5927 y 5963 los cuales estuvieron no metilados, de esta region se
analizaron cinco casos (C1, C2, C8, C10 y C12) de CECB. Se encontraron cuatro
sitios donde la metilacion fue minima, en las posiciones 6367, 6389, 6457 y 6581
(7, 2, 1y 2%, respectivamente).

Es decir, la regibn comprendida entre la posicion 5927 hasta la 6581
muestran ningun sitio metilado 6 eventualmente pueden mostrar de uno a 3 sitios
metilados en algunas muestras.

Las posiciones que se encontraron hipometiladas dentro de la LCR, entre
ellas la 7270, 7554 y 7862 coinciden con las 3 posiciones no metiladas detectadas
en la LCR de la linea celular CaSki, estas CpG coinciden con el linker nucleosomal
que une los nucleosomas del enhancer y el promotor. En las Figura 25 y Figura 26
se visualiza la metilacion o ausencia de ésta para cada uno de los 3693 sitios CpG

evaluados en CECB, en la Figura 25 muestra la frecuencia de metilaciéon en la
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region LCR, mientras que la Figura 26 muestra la distribucién de metilacion del

gen L1.

El tamafo de la muestra analizada en este estudio es pequefa, debido a que
el CECB ocupa el lugar numero doce en frecuencia de todas las neoplasias a nivel
nacional y que el VPH-16 tuvo una frecuencia del 24.1% en la poblacion
estudiada. Ademas, estas muestras fueron colectadas desde el 2003 hasta el
2006. Para el andlisis de la LCR y parte de L1 se analizaron todas las muestras,
no asi para la region para la segunda parte del andlisis que abarca el gen L1
desde la posicion 5602 hasta 7034.
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Capitulo V
Discusion

En este trabajo se analiz6 al VPH-16 en dos contextos clinicos; en i)
infecciones asintomaticas que es cuando el virus se replica y produce viriones vy ii)
en cancer, contexto en que el virus no se replica y suele integrarse al DNA de la
célula hospedera. Se analizo el estado de metilacion de 35 CpGs del extremo 3’ del
gen L2, elgenLlylaLCR de VPH-16 en cuatro muestras control y doce pacientes
con carcinoma de células escamosas de la cavidad bucal con diferente estadio
clinico e histopatol6gico del tumor.

En general, se reporta la frecuencia de metilacion de 3,693 sitios CpGs
analizados, de los cuales 949 (25.7%) estuvieron metilados en CECB, mientras que
no se observd metilacion en los controles asintomaticos. Estos datos confirman que
los genomas de VPH-16 son blanco de la maquinaria de metilacion de las células
del epitelio de la cavidad bucal, lo cual origina varias preguntas a cerca del
mecanismo de éste fendbmeno y de las consecuencias bioldgicas de éste sobre la
célula epitelial y/o el ciclo de vida del VPH-16.

En general la hipometilacion o ausencia de metilacion en regiones reguladoras
correlaciona con expresion geénica; por lo tanto, la carencia de metilacion
observada en los controles de este estudio correlaciona con incremento
transcripcional de los oncogenes a un nivel basal necesario para inducir a la célula
a entrar a la fase de sintesis y permitir al virus completar el ciclo viral.

Estudios preliminares, sugieren que la metilacion del DNA viral es importante
en el ciclo de vida normal del VPH, posiblemente por silenciamiento transcripcional
en células basales y/o por induccién a latencia,’®"® debido a que el enhancer de
VPH-16 se encuentra hipermetilado en células basales, donde el DNA viral se
mantiene a muy bajos niveles. Por otro lado, algunos virus como EBV,* HIV®® y
HTLV-1.” utilizan la metilacién de su genoma para permanecer en estado latente y

evadir la respuesta inmune.
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Durante el ciclo productivo la LCR estad hipermetilada en células basales,
cuando la célula entra al proceso de diferenciacion la LCR se empieza a desmetilar
progresivamente, de tal forma que en las células del estrato superior se encuentra
hipo o no metilada para permitir la expresion de los oncogenes, sin embargo, en la
etapa de diferenciacion terminal la expresion de éstos se reprime por la proteina
E2, la cual es sensible a metilacién en su secuencia de reconocimiento, por lo tanto
la hipometilacion favorece la expresion de los oncogenes, pero a cierto nivel ya que
cuando la concentracién de E2 es suficiente, ésta se une al promotor y apaga la
expresion de los oncogenes.’®

En las células basales la transcripcion viral se mantiene a su minimo debido a
al exceso de los represores YY1, CDP y a la hipermetilacion de la LCR. Durante la
diferenciacion del epitelio la concentracion de YY1, CDP y el nivel de metilacion
disminuye, mientras que la concentracion del activador transcripcional de la LCR;
AP1 incrementa, lo cual favorece la transcripcion de los oncogenes. De tal forma
que la diferenciacién epitelial, la concentracion de represores, activadores y
cambios en la metilacion, activan al silenciador y al enhancer secuencialmente,
permitiendo bajos niveles de expresion en células basales y la estimulacion
transcripcional en células en proceso de diferenciacion.*>"

En general los genomas episomales que son productivos ya sea de virus o
derivados de DNA celular, conservan un patrén de hipometilacién o carencia de
ésta, tal como se ha reportado en episomas del virus SV40 y DNA celular que
cuando se integra en viriones de adenovirus. 32

Diversos factores se asocian al desarrollo de cancer en el humano; uno de
ellos es la infeccién con cierto tipo de virus de DNA y RNA, los cuales pueden se
pueden integrar al genoma celular y causar interrupciéon de éste por rearreglos
cromosémicos y mutaciones por insercion, las cuales pueden inducir el desarrollo
de un carcinoma. Por otro lado, la célula como mecanismo de defensa induce
metilacion de novo del genoma viral que ha sido integrado para silenciar la

expresion génica del mismo.”> Sin embargo algunos virus contrarrestan la
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metilaciéon del DNA y toman ventaja de ello para regular la expresion génica viral.

Por ejemplo el virus Epstein Bar (EBV).*

Por otro lado, la metilacion del DNA puede ser importante durante la infeccion
viral y la transformacion celular.®*® Es decir, la metilacion no sélo pudiera
asociarse con silenciamiento transcripcional del virus, sino también inducir
silenciamiento transcripcional por hipermetilacion de genes celulares que regulan
la homeostasis celular. Este mecanismo de silenciamiento probablemente es
inducido por el propio virus el cual activa o induce la activad transcripcional de
DNMT1 a la cual dirige para inducir hipermetilacion aberrante de genes celulares.
Por ejemplo se ha observado que el oncogen LMP1 de EBV silencia al gen
supresor de metastasis E-caderina por induccion de DNMT1, los oncogenes del
poliomavirus humano BK y la proteina E1A de adenovirus 5 inducen la actividad
transcripcional de DNMT1 a través de su interaccién con la proteina Rb. %
Ademas, la proteina E7 de VPH-16 se une y activa a la DNMT1 in vitro e in vivo. *°
A este respecto se ha mostrado que el virus de hepatitis B, EBV, SV40 y el virus
de Inmunodeficiencia humana (VIH) inducen silenciamiento transcripcional de
genes como RASSFIA, p16, GST e Interferon gamma (IFN-y), respectivamente en

tumores asociados a estos virus &3

Asi mismo el virus EBV utiliza la metilaciéon de su genoma para permanecer
latente, y posteriormente desmetilarse e inducir expresion diferencial de sus genes
asi como del propio huésped y consecuentemente inducir carcinogénesis.’* Sin
embargo, en la infeccion viral por VPH-AR se desconoce si el virus utiliza la
metilacion del DNA para permanecer latente, aunque hay evidencia experimental
de que el VPH-16 incrementa la actividad transcripcional de DNMTL.*® Por eso, es
de gran importancia el analisis de metilacion de DNA de genes celulares y virales,
debido a que esta modificacion epigenética influye en la conformacion de la
cromatina a través de metilacion, acetilaciéon y desacetilacién de histonas.*®*?
Como se comento la metilacion es importante en la biologia de muchos virus, tal

como SV40 que en forma episomal se encuentra hipo o no metilado, pero al
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integrarse a la célula hospedera es blanco de la maquinaria de metilacion
celular.®* En general un DNA viral que se inserta en el genoma celular es

silenciado por hipermetilacion, tal como EBV,** HIV y retrovirus endégenos.*

Los virus de papiloma humano tipo 16 y 18 no son la excepcién ya que al ser
integrados en el genoma celular durante la carcinogénesis son metilados en

patrones distintos. "®73136.6144

y se ha propuesto su posible uso como marcador de
progresion neoplasica,’** La integracion de VPH es una condicién para la
transformacion celular, ya que es una forma de fijarse al cromosoma y asegurar la
continua expresion de los oncogenes E6 y E7, esto trae consecuencias graves ya
qgue con la integracion se pierde al gen E2, el cual regula negativamente la

expresion de los oncogenes.

En este estudio se analiz6 la frecuencia de metilacion del extremo 3’ del gen
L2, el gen L1 y LCR en pacientes con CECB, en los cuales se observo un patron
de hiper e hipometilacion con diferente frecuencia.

De manera general, se puede concluir que hay muchas dudas en lo que a
metilacion del DNA de VPH-16 respecta, es decir, no hay sitios que
permanentemente estan hiper o hipometilados de CpGs.

Sin embargo, se conserva un patron de hipo e hipermetilacion en diferentes
sitios de las regiones analizadas. Por ejemplo, se encontr6 una profunda y
consistente hipometilacién en la region media del gen L1 (posiciones 6367, 6389,
6457 y 6581), también se encontr0 una hipometilacion de 9.2% en la posicion
7862, la cual corresponde al origen de replicacion y se cree que tiene que
permanecer hipometilado para permitir la replicacion viral y permitir la produccion
de viriones. Ademas cerca del CpG 7862 esta el sitio de uniébn a Spl, que esta
altamente conservado entre los papilomavirus. Por otro lado, se ha reportado que
Spl impide la metilacién de elementos adyacentes,'” quizas la hipometilacién de

7862 es favorecida por Spl para mantener la replicacion viral activa.
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El promotor se encontré hipermetilado en 28.7%, este segmento contiene
cinco sitios susceptibles de ser metilados, cuatro corresponden a la proteina E2, *°
la cual es sensible a metilacion y uno al activador Spl cuya unidon no esta
influenciada por la metilacion del DNA,>* El promotor estad organizado en un
nucleosoma, cuyo estado de metilacion y acetilacion afecta su actividad
transcripcional.*?:12?

Estudios previos sugieren que el DNA de VPH-16 tiende a estar hipermetilado
en el core de nucleosomas y no metilado o hipometilado en las uniones
internucleosomales.”® La hipermetilacién del promotor y la hipometilacién de 7862
correlaciona con lo encontrado en la LCR de VPH-16, por ejemplo los sitios
internucleosomales 7862, 7535 y 7554 se encontraron hipometilada en el 9, 22 y
23%, respectivamente. Esta frecuencia es mas elevada que la encontrada en
CaCuU la cudl fue de 3, 12 y 13%, respectivamente.”.

Se habfa reportado que la posicién 7270 nunca se encontraba metilada,”® sin
embargo, en este estudio se reportd una frecuencia de metilacion del 17%, esta
posicion también es parte de un internucleosomal. Quizds esta hipo e
hipermetilacion localizadas entre la union nucleosomal y los nucleosomas,
respectivamente tenga un significado funcional, si se considera que el DNA
internucleosomal es libre del metilacién CpG.*%*

Las regiones hipermetiladas a nivel global fueron la del promotor, el enhancer,
la region 3'L1/5’'LCR vy la region de splicing de los genes L1 y L2, la hipermetilacion
reportada fue de 28.7%, 25.5%, 34.6% y 36.4% respectivamente. Las primeras tres
regiones corresponden al core de nucleosomas y donde es mas frecuente
encontrar hipermetilacion. También hubo hipermetilacién en la region de splicing,
sin embargo, no se sabe si corresponde a un nucleosoma.

La hipermetilacién en la regién de splicing fue la méas alta (36.4%) y mas
homogénea que a la observada en las regiones. Por ejemplo, los sitios de splicing
presentaron metilacion del 31 al 43%, mientras que para el extremo 3’ de L1y 5’
LCR fue del 34 a 42%, y de alrededor de 20 y 30% para la mayoria de los sitios del

enhancer y promotor.
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La region del splicing fue la de mayor metilacion en cada muestra, ya que el
perfil de hipermetilacion de cada muestra fue de 73, 93, 90 y 90% de metilacién,
(C9, C10, C11 y C12, respectivamente), es decir, muestran un patrén de
hipermetilacion homogéneo, muy alto llegando a ser casi 90% La hipermetilacion
5L1/L2 es muy especifica y soOlo ciertas muestras lo tienen a diferencia de los
observado en 3’ de L1 en donde es menos frecuente y mas heterogénea. El patron
de hipermetilaciéon en L1/L2 es muy parecido a lo observado a 3' L1 de VPH-18 con
respecto a que es muy consistente entre muestras. Estos datos muestran que en
VPH-16 asociado a CECB es mas homogénea la hipermetilacion en 5’ que en 3’ de
L1. Una explicaciéon a la hipermetilacion del gen L1 puede ser que ya no se
transcribe después de que se ha integrado en los carcinomas. De éstas
observaciones surge la pregunta si la hipermetilacion de la zona de splicing es
reprimir la transcripcion de los genes tardios?, ¢ que el resultado de esta
hipermetilacion sea alterar el proceso de splicing?, 6 la hipermetilacion de la zona
de splicing podria predecir con mas exactitud la integracion del genoma viral?,
quedan muchas preguntas por responder a cerca de la probable funcién que pueda
tener la hipermetilacion la zona de splicing con respecto a la integracion del
genoma viral, asi como en la transcripcion de los genes tardios y la probable
funcion en la participacion del procesamiento y splicing de los transcritos tardios.

Es importante destacar que de la zona de splicing no hay reportes previos
respecto a la metilacion en ningan tipo de carcinoma relacionado con VPH-16. Por
lo que no se sabe el significado funcional que pudiera tener en el ciclo de vida
normal o en la carcinogénesis.

La hipermetilacion en VPH-16 presuntamente integrados al genoma celular en
cancer se interpreta como una confirmacion de la “hipotesis de defensa del
genoma”, basada en la hipermetilacion de retrovirus y transgenes integrados
cromosomalmente' y en los estudios iniciales de metilacién adenovirales
transfectados y sus blancos cromosomales.**'?* Esta aceptado ampliamente que el
VPH-16, la mayoria de las veces se encuentra integrado en la etapa de cancer®’ y

por lo general las copias integradas son inactivadas por metilacion, pero eso no
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quiere decir que no haya genomas de VPH gue estén transcripcionalmente activas.
Un ejemplo es la linea celular CaSki la cual demuestra que los carcinomas a
menudo contienen genomas de VPH integrados en tandem, mismos que son
blancos de metilacién celular. Asi, mientras algunos de estos genomas

3136 otros se

permanecen hipermetilados y son transcripcionalmente inactivos,
encuentran desmetilados y transcripcionalmente activos para mantener la
expresion continua de los oncogenes virales " ****3” También se ha reportado que
la metilacion de DNA integrado de lineas celulares de CaCU y de cancer primario
asociado a VPH reprime la transcripcion del DNA viral y mantiene uno o dos
centros transcripcionalmente activos por célula en regiones perinucleares. %3

Sin embargo, existe el ejemplo opuesto en el que si el nUmero de copias
integradas es muy bajo, estas no son metiladas ya que tienen que estar
transcripcionalmente activas para mantener el fenotipo transformado, tal como se
observa en la linea celular SiHa, la cual contiene dos copias virales integradas al
genoma celular, las cuales se hallan no metiladas.”"®

En este estudio se encontré que en diez (83%) de doce carcinomas de la
cavidad bucal el VPH-16 estuvo hipermetilado en la LCR y gen L1 de manera
semejante a los carcinomas y lesiones de alto grado reportadas en el tracto ano
genital por el grupo del Dr Bernard, los cuales sugieren el uso de la metilacion del
DNA de VPH como posible biomarcador para caracterizar lesiones malignas. En la
linea celular SiHa y algunas lesiones genitales de estudios hechos por Kalantari y
cols” reportaron que esos patrones pueden ser suficientes pero no necesarios
para un estado de malignidad, ya que algunos carcinomas contienen un solo
genoma viral que debe permanecer desmetilado para contener una continua
transcripcion.

Estos hallazgos sugieren que probablemente el genoma viral se encuentra
integrado en el genoma de la célula hospedera en carcinomas orales y que fueron
afectados por la célula huésped de una forma semejante a lo que sucede en
cancer del tracto anogenital. Esta observacion esta fundamentada en ciertos

patrones analizados en este estudio, por ejemplo, la hipometilacién de la posicion
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7862 observada en todas las muestras, y la selectiva hipermetilacion de la region
del promotor en algunas muestras. Este hallazgo ha llegado a ser una constante en
los patrones de metilacion de VPH-16 en diferentes sitios anatémicos, y son
propiedades evidentes del DNA viral independientemente del sitio anatémico de la
célula huésped afectada. Estudios recientes han sefialado que la metilacion del
promotor pudiera favorecer la carcinogénesis, debido a que se inhibe la union de la
proteina E2,*%** |a cual es un factor represor del promotor, y asegura la continua
expresion de los oncogenes aun en la subpoblacion de lesiones que no pierden E2
como consecuencia de interrupcién genémica.®> Por lo tanto, el VPH-16
probablemente pudiera ser la causa etioldgica en diez carcinomas bucales donde
se encontrd hipermetilacion.

Por otro lado, es ampliamente aceptado que los principales agentes causales
del cancer de la cavidad bucal son el tabaco y el alcohol, los cuales justifican el
80% de los casos. Sin embargo, algunos CECB ni se asocian a tabaco y alcoihol y
diversos estudios sugirieren que el VPH podria tener una asociaciéon causal en el
20% de los canceres de cavidad bucal.*®>°

Por otro lado, los tumores asociados a tabaco y alcohol, VPH negativos tienen
diferente perfil molecular, clinico y prondstico que los VPH positivos (sin consumo
de tabaco y alcohol). Por ejemplo los tumores asociados a tabaco y/o alcohol se
relacionan con peor pronoéstico debido a que generalmente se asocian con estadio
IV (indicio de malignizacion, con probable invasion a nddulos linfaticos y hacen
metastasis, los tumores asociados a VPH generalmente se asocian a estadios mas
tempranos y son de mejor prondstico, estas diferencias apuntan que esos tumores
son diferentes entidades clinicas y por lo tanto pudieran tener distinto origen
etiologico.

A este respecto de los doce casos analizados en este estudio, cuatro
presentaron consumo de tabaco y dos presentaron consumo moderado de alcohol,
es decir la mayor parte de la poblacién de estudio no consumia tabaco y/o alcohol.
A los tumores que solo tenian la presencia de VPH se asociaron a estadio | y Ill,

los cuales son de mejor prondstico que los de estadio cuatro. Los tumores
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asociados a tabaco/alcohol/VPH en este estudio mostraron un estadio IV que es de
peor prondstico, cabe mencionar que uno de los cuatro pacientes con consumo de
tabaco presenté metastasis. En general de observé que los tumores en los que
sélo tenian la presencia de VPH se asociaron con un mejor estadio clinico,
mientras que los asociados a tabaco y alcohol, mostraron un estadio mas
avanzado, incluso uno presento metéastasis, es decir, en este ultimo grupo el VPH
potencié probablemente el estadio del tumor. Mientras que los que no estaban
asociados a tabaco presentaron un estadio | y Ill, en general el 67% de los tumores
mostro estadio | y 1ll mientras que el 33% mostro un estadio IV.

Por lo tanto en aquellos pacientes con CECB que no mostraron consumo de
tabaco y alcohol, el VPH-16 pudiera haber sido el agente causal de la
carcinogénesis, y en aquellos que mostraron consumo de tabaco y alcohol, quizas
el VPH-16 pudo haber actuado como cofactor o cooperado sinérgicamente para la
progresion carcinogénica.

Sin embargo es importante mencionar que la carcinogénesis es un conjunto
de enfermedades, la cual tiene diversos factores de riesgo en los que se
encuentran los factores genéticos, la presencia de factores ambientales, los habitos
del alimenticios, los habitos de consumo de individuo y finalmente la infeccién con
cierto tipo de virus, tal como los virus de papiloma humano de alto riesgo, los
cuales tienen una causalidad evidente en el desarrollo de cancer cervico uterino,
sin embargo su funcion en la carcinogénesis de la cavidad bucal no es bien
definida, Por lo tanto se necesitan mas estudios que aporten evidencia a este

respecto.
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Capitulo VI

Conclusiones

La frecuencia de VPH en la poblacién de estudio fue alta (43,7%, n=62), y de
éstos el VPH-16 en CECB fue el tipo predominante (55%).

La no metilacion de la LCR y gen L1 de VPH-16 en controles sanos se asocia
con una infeccién productiva tal como se ha mostrado en infecciones por

VPH-AR de la regién anogenital y a lo reportado para viriones de SV40.

La hipermetilacion de la LCR, el gen L1 y parte de L2 de VPH-16 en CECB,
evidencia que el virus es susceptible de ser metilado por la maquinaria de
metilacion de las células epiteliales de la cavidad bucal.

La hipermetilacion en el extremo 3’ del gen L1 y la LCR de VPH-16
correlaciona con aquel encontrado en carcinomas de la regién anogenital,
sugiriendo que el VPH-16 pudiera relacionarse con la carcinogénesis de
algunos casos de la cavidad bucal

La hipermetilaciéon de VPH-16 es tipica y se asocia al proceso carcinogénico

de diferentes tipos de epitelio infectados con VPH-16, incluso el CECB.

La mayoria de los casos de CECB asociados a VPH-16 se asociaron con
estadios mas tempranos del tumor, los cuales son de mejor prondstico, en

estos probablemente el VPH promovio la carcinogénesis.

Los carcinomas asociados a VPH-16 que ademas consumian tabaco y
alcohol se asociaron a estadios mas avanzados del carcinoma, en estos

casos el VPH probablemente potencié el proceso carcinogénico.
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Por lo tanto los datos sugieren que el VPH-16 tiene un papel importante en la

carcinogénesis bucal.

Sin embargo, son necesarios mas estudios epidemiolégicos y moleculares,
para demostrar la causalidad del VPH en la carcinogénesis de la cavidad

bucal.
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Capitulo VII
Perspectivas

La deteccion de hipermetilacion del extremo 3’ del gen L1 en el 83% de los
casos de CECB analizados sugiere que el genoma de VPH-16 estaba integrado al
genoma celular, lo cual generalmente ocurre en el estado carcinogénico, resultado
de la interrupcion del gen E2 y consecuente expresion exacerbada de los
oncogenes.

Bajo esta observacion se propone detectar la expresion de transcritos de los
oncogenes E6 y E7 en las muestras con carcinoma, aun con el enhancer y el
promotor metilado, lo cual es de esperarse por el patrén de metilacion y expresion
de oncogenes de la linea celular CaSki, asi como la deteccién del estado fisico del
virus y correlacionarlos con el estado de metilacion del virus. Pero de acuerdo a lo
observado en la linea celular SiHa, los genomas que mantuvieran unos cuantos
nameros de copias tendrian la LCR no metilada, desde este punto de vista también
es importante analizar el nUmero de copias integradas.

Los datos de expresion activa del mRNA de los oncogenes, asi como la
integracion viral, el nUmero de copias y las datos de metilacion en los casos de
CECB y en los sitios de metastasis ayudaria a demostrar la causalidad del VPH en
el proceso carcinogénico de cancer bucal.

Sin embargo, en controles asintométicos sin displasia o cancer se esperaria
nula o poca expresion de los transcritos de E6 y E7, ya que por lo general la
expresion de éstos se correlaciona consistentemente con los diferentes estados
fisicos del VPH, es decir, hay un incremento en los niveles de expresion de éstos
cuando el virus esta integrado al genoma celular en lesiones de alto grado y en
cancer de la region anogenital. Mientras que se observa una expresion muy baja o
nula cuando se encuentra en forma de episoma lo cual correlaciona principalmente

con una infeccién asintomatica.
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