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Resumen

La infeccion persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el principal
factor de riesgo para el desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU).
Histologicamente el cérvix esta recubierto por un epitelio escamoso estratificado en
la parte que protruye hacia la vagina y un epitelio columnar secretor de moco
cérvico-vaginal (MCV) en el canal endocervical. Actualmente, la transformacion del
epitelio escamoso por el VPH ha sido ampliamente caracterizada; en contraste, el
papel de este virus en el desarrollo de lesiones en el epitelio glandular no ha sido
dilucidado.

La eversion glandular es un proceso en el cual el epitelio columnar se expone al
canal vaginal y aunque esta condicion es considerada normal, se le ha propuesto
como factor de riesgo para la adquisicion de infecciones de transmision sexual como
C.trachomatis, VIH y VPH. La eversion glandular se puede considerar un modelo
para el estudio del VPH en la transformacion endocérvix.

En un primer trabajo, se evaluo6 la presencia del VPH en biopsias provenientes de
mujeres con eversion glandular. Como resultado se obtuvo que el 56% de la
poblacidn estaba infectada con VPH, siendo los subtipos 16, 31 y 18 los mas
prevalentes. Adicionalmente, en este estudio la presencia del VPH en el MCV fue
confirmada mediante PCR, ELISA y Microscopia Electrénica de Transmision.

Por otro lado, debido a que la infeccién persistente por VPH ha sido asociada a
inflamacion crénica y a cambios en la composicion de la microbiota vaginal; se
evaluaron estas dos caracteristicas en el MCV. Como resultado se obtuvo que en
las muestras VPH+ hubo una mayor concentracion de IL-21, MIG y CXCL5, ademas
de una modificacion en la microbiota dada por la disminucion de Lactobacillus y el
aumento de bacterias anaerobias como Atopobium, Shuttleworthia y Parvimonas,
entre otras. Al contrario, en las muestras VPH- la microbiota estuvo principalmente
compuesta por Lactobacillus. Ademas, la presencia de este género bacteriano tuvo
una correlacion negativa con IL-18 e IL-22. De este trabajo se puede concluir que
la presencia del VPH en el MCV de mujeres con eversion glandular esta
acompanada de cambios en la microbiota vaginal y en el microambiente
inflamatorio.



Abstract

Persistent Human Papillomavirus (HPV) infection is the main risk factor for the
development of cervical cancer. Histologically, the cervix is lined by a stratified
squamous epithelium in the region that protrudes into the vagina, and a mucus-
secreting simple columnar epithelium in the endocervical canal. Currently, the
transformation of the squamous epithelium by HPV has been widely characterized;
in contrast, the role of this virus in the development of lesions in the glandular
epithelium has not been elucidated.

Cervical ectropion is a process in which the columnar epithelium is exposed to the
vaginal canal and although this condition is considered normal, it has been proposed
as a risk factor for the acquisition of sexually transmitted infections such as C.
trachomatis, HIV and HPV. Cervical ectropion could be considered a model for the
study of HPV in endocervix transformation.

In a previous study, the presence of HPV was evaluated in biopsies from women
with cervical ectropion. This showed that 56% of the population was infected with
HPV, and that HPV 16, 31 and 18 were the most prevalent subtypes. In the current
study, the presence of HPV in cervicovaginal mucus was confirmed by PCR, ELISA
and Transmission Electron Microscopy.

Since persistent HPV infection has been associated with chronic inflammation and
changes in the composition of the vaginal microbiota, these two characteristics were
evaluated in the cervicovaginal mucus. As a result, we observed that HPV+ samples
had a higher concentration of IL-21, MIG and CXCL5, in addition to a modification in
the microbiota due to the decrease in Lactobacillus and the increase of anaerobic
bacteria such as Atopobium, Shuttleworthia and Parvimonas. On the contrary, the
microbiota in the HPV- samples was mainly composed of Lactobacillus.
Furthermore, the presence of this bacterial genus had a negative correlation with IL-
18 and IL-22. From this study, we can conclude that the presence of HPV in the
cervicovaginal mucus of women with cervical ectropion is accompanied by changes
in the vaginal microbiota and in the inflammatory microenvironment.



1. Introduccioén

1.1 Cérvix

Anatomia

El cérvix o cuello uterino es una estructura que corresponde a la porcion inferior del
utero y comunica con la vagina (Figura 1). Esta estructura tiene forma de cono y se
divide en dos partes: la porcion supravaginal y la porcién vaginal. La porcidén vaginal
0 exoceérvix protruye hacia la vagina y es aquella que se puede observar durante las
inspecciones colposcoépicas. Ademas, presenta en su centro una abertura conocida
como os (os del latin boca u orificio) externo, que permite la comunicacion de la
cavidad uterina con la vagina a través de un conducto llamado canal endocervical o
endocérvix. Por otra parte, la porcidon supravaginal, que no es visible mediante
examinacion vaginal, esta delimitada por el os interno, el cual se encuentra en el

borde superior del conducto endocervical (Grover A. & Pandey D. 2017).

Utero

Os interno—
Cervix Canal
endocervical

Os externo — i
Vagina -Exocérvix

Figura 1. Anatomia del cérvix. Ubicacion del cérvix dentro del aparato reproductor femenino. Del
lado derecho se muestran las secciones que componen al cérvix: Os interno, canal endocervical, os
externo y exocérvix. Figura realizada en Biorender.

La forma y tamafio del cérvix varian dependiendo de la edad, paridad y situacién
hormonal de la mujer. En una mujer nulipara, el cérvix mide alrededor de 3 cm de
longitud y entre 1 y 3 cm de diametro (Grover A. & Pandey D. 2017). Por otro lado,
tras el parto, debido a la dilatacion del cérvix, tanto su longitud como diametro
pueden variar. Ademas, la forma del os externo pasa de ser redonda a ser alargada
en el sentido horizontal. Su forma también se modifica transitoriamente durante el

ciclo menstrual agrandandose durante la ovulacion (Weismiller, D. G. 2008).



Histologia

La pared del cérvix esta compuesta principalmente por tejido fibroso y una pequefa
porcion de musculo liso en la periferia. Asimismo, esta constituido por dos tipos de
epitelio: el exocérvix recubierto por un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado y el endocérvix revestido por un epitelio columnar o cilindrico, unidos

mediante la unidon escamocolumnar (Ross, M. H. & Wojciech, P. 2016).
Epitelio escamoso estratificado

El epitelio escamoso estratificado esta conformado por cuatro capas o estratos
celulares con distintos niveles de diferenciacion celular (Figura 2). A medida que
progresa la diferenciacion, las células crecen, aumenta la cantidad de citoplasma y
disminuye el tamafo nuclear. El estrato mas interno, conocido como estrato basal,
se encuentra sobre la membrana basal que divide al epitelio del estroma. Este se
compone por una monocapa de células poco diferenciadas con una relacién nucleo-
citoplasma alta y una tasa mit6tica elevada. La siguiente capa, el estrato parabasal,
esta formada por células de mayor tamafo, con morfologia poliédrica y una
proporcion nucleo-citoplasma menor que la de las células basales. Sobre el estrato
parabasal se encuentra el estrato intermedio; el cual consiste en células con
morfologia alargada o fusiforme con nucleo pequefio y citoplasma lleno de vacuolas
y glucoégeno. Finalmente, la capa mas externa es el estrato superficial caracterizado
por células terminalmente diferenciadas, de morfologia plana y alargada con
nucleos picnoticos. El citoplasma de estas células contiene distintas cantidades de
queratina y colageno (Grover A. & Pandey D. 2017; Ross, M. H. & Wojciech, P.
2016; Singer, A. & Jordan, J. A. 2006).
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Figura 2. Epitelio escamoso del exocérvix. El epitelio escamoso estd compuesto por cuatro
estratos: basal, parabasal, intermedio y superficial. Modificada de Grover A. & Pandey D. 2017;
Ross, M. H. & Wojciech, P. 2016.

Los factores que determinan el grosor del epitelio y su diferenciacion normal son la
edad y el estado hormonal. En este sentido, la progesterona es responsable del
engrosamiento del estrato parabasal mientras que el estrogeno se encarga de la
proliferacion, maduracién y descamacion del epitelio escamoso. Por lo tanto,
durante la etapa reproductiva, el epitelio es alto y bien diferenciado; mientras que
en la postmenopausia las células no se diferencian mas alla de la etapa parabasal
dando lugar a un epitelio delgado y atréfico (Dallenbach-Hellweg, G. et al., 2006;
Grover A. & Pandey D. 2017).

Epitelio columnar

El epitelio columnar (Figura 3A), localizado en el endocérvix, esta constituido por
una monocapa de células cilindricas polarizadas con el nucleo localizado cerca de
su porcidn basal y un citoplasma lleno de vacuolas mucinosas (Tatti, S. A. et al.,
2011). Debajo de la monocapa celular, se puede observar una capa de células
cubicas conocidas como células de reserva. Este tipo celular se caracteriza por su
bipotencialidad, ya que pueden diferenciarse tanto a células cilindricas como a
células escamosas y producir tanto mucina como queratina (Dallenbach-Hellweg,
G. et al., 20006).



El epitelio columnar no forma una superficie lisa, sino que forma pliegues dentro del
canal cervical conocidos como proyecciones papilares (Grover A. & Pandey D.
2017). Estas invaginaciones de 5-8 mm en el estroma cervical dan lugar a las criptas
endocervicales (Figura 3B); las cuales también son conocidas como glandulas
endocervicales debido a la morfologia redondeada; aunque no son glandulas
verdaderas puesto a que carecen de una estructura ductal o acinar (O’Connor, D.
M. 2008).

A) Fres
AT ‘%ﬂmmg
OOOOOOOO L S i
B) Epitelio

columnar e

Cripta

Figura 3. Epitelio columnar del endocérvix. A) El epitelio columnar compuesto por una monocapa
de células cilindricas polarizadas sobre la membrana basal. B) Cripta del epitelio columnar del
endocérvix. Modificada de Grover A. & Pandey D. 2017; Ross, M. H. & Wojciech, P. 2016; Monroy,
0. 2017.

Las células del epitelio columnar producen y secretan el moco que permite la
lubricacion del cérvix y la vagina. El moco cérvico-vaginal (MCV) es una mezcla
compleja de agua, lipidos, colesterol, carbohidratos, iones inorganicos y proteinas.
Entre las proteinas que componen al moco se encuentran inmunoglobulinas (1g),
sialidasas y mucinas. Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular que le
brindan la estructura tipo gel al moco (Han, L. et al., 2017; Taherali, F. et al., 2018).
La cantidad y propiedades tanto fisicas como quimicas del moco secretado cambia
durante las fases del ciclo menstrual mediante la accion de las hormonas. De este

modo, durante la primera mitad del ciclo menstrual, el moco es escaso, grueso y
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viscoso, y forma una barrera que no permite la entrada de espermatozoides. Justo
antes de la ovulacion, gracias a la produccion de estrégeno, la viscosidad del moco
disminuye mientras que su volumen aumenta 10-20 veces y es denominado moco
estrogénico. Posterior a la ovulacion, la sintesis de progesterona induce una
reduccion en la cantidad del moco y éste se vuelve mas grueso y pegajoso, llamado

moco gestativo (Grande, G. et al., 2015).

Unién escamocolumnar

Entre el epitelio escamoso y el epitelio columnar se ubica la union escamocolumnar
(UEC). Su localizacién se modifica de acuerdo a diversos factores como la edad, la
fase del ciclo menstrual, el embarazo y el numero de partos. De esta manera, antes
de la primera menstruacion, la unién escamocolumnar se encuentra a la altura del
os externo. Con el crecimiento y desarrollo del aparato reproductor femenino
durante la pubertad, el canal endocervical se elonga gracias a la acciéon del
estrégeno, lo cual causa que la UEC se protruya hacia la vagina (Sellors, J. W. &
Sankaranarayanan, R., 2003). El epitelio columnar, al ser expuesto al ambiente
vaginal, es reemplazado por epitelio escamoso estratificado mediante dos posibles
procesos: la proliferacion del epitelio escamoso adyacente o por metaplasia, un
proceso en el cual las células de reserva del epitelio columnar se diferencian a
células escamosas. De esta forma se crea una nueva UEC; el area que se
encuentra entre la UEC original y la nueva se le denomina zona de transformacion.
Si el recambio de epitelio continua, se puede generar un crecimiento desordenado
conocido como displasia. Cuando los cambios displasicos son marcados y afectan
el grosor del epitelio, pueden llevar al desarrollo de una neoplasia preinvasiva o
carcinoma in situ. Debido a que la mayoria de los carcinomas de cérvix se originan
en esta area, la zona de transformacion es de gran interés en el estudio del cancer
cervical (Singer, A. & Jordan, J. A. 2006; Stricker, T. P. et al., 2010).

Eversion glandular
La eversion glandular, ectopia cervical o ectropion es un hallazgo normal del cérvix,

donde las células columnares del endocérvix se extienden mas alla del os externo,



llegando a la porcion vaginal del cérvix. Esta eversion ha sido asociada a la
exposicion a elevados niveles de estrogeno como sucede durante la pubertad, el
embarazo o por el uso de anticonceptivos hormonales. Mediante una inspeccion
colposcopica se puede observar la eversion glandular como una zona cerca del os
externo de color rojizo y textura granular respecto al tejido circundante (Figura 4)
(Jacobson, D. L. et al., 2000; Grover A. & Pandey D. 2017). Debido a que la eversién
glandular es una condicion fisiolégica que puede revertirse mediante epitelizacion o
metaplasia, solo se considera tratamiento cuando se presentan molestias como
exceso de flujo o sangrado. Cuando esta indicado, este tejido ectopico se puede
retirar mediante electrocirugia, criocauterizacién, cauterizacion con laser o

tratamiento quimico/farmacolégico (Machado Junior, L. C. et al., 2008).

Figura 4. Imagen colposcépica del cérvix. A) Cérvix normal B) Cérvix con eversion glandular la
cual se observa como regién rojiza alrededor del os externo con textura granular. Tomado de
O’Connor, D. M. 2008.

1.2 Cancer Cervicouterino

El término cancer engloba a un grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento maligno, autonomo y descontrolado de células y tejidos, causando
tumores. Estos tumores pueden invadir el tejido adyacente y diseminarse a otros
organos (WHO, 2006). El cancer cervicouterino (CaCU) es el término utilizado para

describir a los tumores que surgen del cérvix.



Tipos de cancer cervicouterino

Como se menciond previamente, el cérvix esta recubierto por dos tipos distintos de
epitelios: el epitelio escamoso estratificado y el epitelio columnar, de los cuales se
pueden desarrollar el carcinoma de células escamosas y el adenocarcinoma
cervical respectivamente. Los tumores en el cérvix se desarrollan a partir de

precursores preinvasivos también conocidos como tumores in situ.

El carcinoma de células escamosas es el tipo histolégico de CaCU mas comun y
representa alrededor del 70% de los casos reportados para esta neoplasia (Cohen,
P. A. et al.,, 2019). Las lesiones que preceden al carcinoma de células escamosas
se clasifican como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) en grados 1 a 3
dependiendo de la severidad de la alteracion morfoldgica estructural en el epitelio
(Hedrick Ellenson, L. & Pirog, E. C. 2010). Estas lesiones también pueden ser
clasificadas como lesiones escamosas intraepiteliales de bajo (LSIL) y alto (HSIL)
grado. La mayoria de las lesiones de bajo grado se pueden revertir, pero conforme
esta lesion progresa, el dafo aumenta y se puede llegar al desarrollo de un
carcinoma in situ (Prediville, W. & Sankaranarayanan, R., 2017).

Por otro lado, el adenocarcinoma de cérvix representa el 25% del total de casos de
CaCU (Cohen, P. A. et al., 2019). En la lesion precursora del adenocarcinoma
invasor del endocérvix, conocida como adenocarcinoma in situ, el epitelio columnar
es reemplazado por un epitelio no polarizado caracterizado por células de gran
tamano, con nucleos hipercromaticos, que tienen una alta tasa mitética y una baja
produccion de mucina (Sellors, J. W. & Sankaranarayanan, R., 2003). El 5% de los
casos restantes de CaCU estan conformados por carcinomas adenoescamosos y

neuroenddcrinos (Hedrick Ellenson, L. & Pirog, E. C. 2010).

Epidemiologia

El CaCU es el cuarto tipo de cancer con mayor incidencia a nivel mundial y es
causante de mas de 310,000 muertes al afio. Segun la Agencia Internacional para
el Estudio del Céancer (IARC), el CaCU es la segunda neoplasia con mayor
incidencia en mujeres mexicanas, ocupando el segundo lugar de muertes al ano

asociadas a cancer en México (Figura 5) (Ferlay, J. et al., 2018).
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Figura 5. Tasa de incidencia y mortalidad por tipo de cancer en México. El CaCU tiene el
segundo lugar en incidencia y mortalidad en mujeres mexicanas. Modificada de Globocan 2020.

Aunque el CaCU es la cuarta neoplasia mas comun a nivel mundial, el 85% de los
casos nuevos ocurren en paises en desarrollo. Adicionalmente, se reportd que en
2015 el 90% de las muertes relacionadas al CaCU ocurrieron en paises en
desarrollo, donde la mortalidad es 18 veces mayor que en paises desarrollados
(Cohen, P. A. et al., 2019).

En paises desarrollados de Europa y América se ha reportado una disminucion en
la incidencia del carcinoma de células escamosas y un aumento en la incidencia del
adenocarcinoma de cérvix en los ultimos afios (van der Horst, J. et al., 2017). Previo
a 1970 esta ultima neoplasia representaba solamente el 5% del CaCU, mientras
que ahora simboliza entre el 15-25% de los casos de CaCU dependiendo del pais
(Fujiwara, K. et al., 2014; Nogueira-Rodrigues, A. et al., 2014). Este aumento se
debe principalmente a un incremento en el numero de casos en mujeres jovenes
menores a 55 anos (van der Horst, J. et al., 2017). Ademas, este tipo de cancer es
mas agresivo que el carcinoma de células escamosas y tiene un peor prondstico
(Fujiwara, K. et al., 2014).

La disminucion en la incidencia del CaCU en los ultimos 30 anos se debe a la
introduccién de programas de deteccidon temprana y al desarrollo de vacunas
profilacticas. Estos programas de tamizaje han tenido un impacto positivo en la

deteccion temprana y tratamiento del carcinoma de cérvix pero tienen limitaciones
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con respecto a la deteccion del adenocarcinoma; debido principalmente a la
inaccesibilidad del endocérvix (Ruba, S. et al., 2004). Por lo mismo, se generan
falsos negativos en el 50% de las pruebas de deteccidon de adenocarcinoma lo cual
no permite que haya una deteccién temprana de esta neoplasia (Umezawa, T. et
al., 2015).

Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados tanto al CaCU como a sus lesiones precursoras
son la edad de inicio de la vida sexual activa (IVSA), el numero de parejas sexuales
(Burk, R. D. et al., 1996), numero de embarazos, y el uso prolongado de
anticonceptivos hormonales (Smith, J. S. et al., 2003), entre otros.

En 1976 Harald zur Hausen propuso que el Virus del Papiloma Humano (VPH) tenia
una relacion con el CaCU debido a que este estaba presente en las verrugas
genitales o condilomas y que estas podian volverse lesiones malignas.
Posteriormente, se identifico la presencia de DNA de VPH en biopsias de CaCU y
se determin6 que los tipos mas comunes eran el 6, 11, 16 y 18 (Durst, M. et al.,
1983). Gracias a estas aportaciones, zur Hausen recibié el Premio Nobel en 2008.
Actualmente, se ha determinado la presencia del VPH en el 99% de los tumores
que se originan en el cérvix y que los genotipos con mayor prevalencia son el 16 y
el 18 (Walboomers, J. M. M. et al., 1999).

1.3 Virus del Papiloma Humano

Los VPH taxondmicamente pertenecen a la familia Papillomaviridae, la cual esta
conformada por virus pequefnos no envueltos con DNA circular de doble cadena que
son capaces de infectar la piel y mucosa de distintas especies animales (Schiffman,
M. et al., 2016). Su capside icosaedrica tiene un diametro de alrededor de 55nm y
esta compuesta por 72 capsémeros pentaméricos arreglados en una conformacion
T=7 (Figura 6). Las proteinas estructurales que le dan forma a la capside son la
proteina mayoritaria de la capside (L1) y la proteina minoritaria de la capside (L2)
(Howley, P. M. & Lowy, D. R., 2004).



Figura 6. Capside del VPH. (A) Criomicroscopia electronica de capsides de VPH. (B)
Reconstruccion tridimensional del analisis de criomicroscopia electronica de la estructura de las
particulas virales coloreado radialmente segun distancia del centro de la capside (angstrom).
Tomado y modificado de Guan, J. et al., 2017.

Se conocen mas de 200 tipos de VPH categorizados en 5 géneros filogenéticos:
Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu (de Villiers, E. et al., 2004; Bzhalava, D. et al., 2015).
El género alfa contiene a los tipos virales que causan CaCU, cancer en el tracto
genital inferior, cancer anal y en la orofaringe. De tal manera que cada tipo de VPH
se ha adaptado evolutivamente a un tipo particular de tejido epitelial (Schiffman, M.
et al., 2016). Su clasificacion es determinada por las diferencias en el marco de
lectura del gen L1. Cuando la secuencia de este gen difiere en un 10% de las
secuencias reportadas hasta el momento, se considera un tipo nuevo de VPH
(Bernard, H. et al., 2010). Ademas, se les puede clasificar segun su potencial
oncogeénico; los virus de alto riesgo inducen el desarrollo de tumores y los de bajo
riesgo favorecen el desarrollo de condilomas y otras lesiones. Los tipos virales de
alto riesgo incluyen a los VPH 16, 18 y 31, mientras que los de bajo riesgo mas

comunes son los VPH 6 y 11 (zur Hausen, H. 2002).

Los VPH tienen un genoma de DNA circular bicatenario (de alrededor de 8kb)
dividido en tres regiones: la region larga de control (LCR), la regién de expresion
temprana (E) y la region de expresion tardia (L) (Figura 7). En la LCR se encuentra
el origen de replicacion y el sitio de poliadenilacion tardia (AL). Por otra parte, la
regién temprana ocupa alrededor del 50% del genoma y en ella se encuentran los
genes E1-E7. Estos se transcriben a partir del promotor primario (pe7) y estan

implicados en la replicacién, transcripcion, evasion del sistema inmune y control del
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ciclo celular. Finalmente, la region L codifica los genes que se expresan a partir del
promotor tardio (ps7o) y componen la capside viral (L1y L2) (Fehrmann, F. & Laimins,
L. A. 2003; Stanley, M. 2010).

LCR i \E7

Figura 7. Genoma de VPH16. Se
muestran los 8 marcos abiertos de
lectura del genoma de VPH16: la
region temprana (azul) y la region
tardia (verde). También se
observan los dos sitios de
poliadenilacion temprano (AE) y
tardio (AL) y los promotores
temprano (p97) y tardio (p670).
- Tomado y modificado de Stanley,
E2 M. 2010.

E1

Ciclo de vida y transformacion

Para que el VPH lleve a cabo la infeccion, es necesario que el virus llegue al estrato
basal del epitelio escamoso estratificado. Esto generalmente se debe a la existencia
de microlesiones en el epitelio cervical y una vez que el virus llega al estrato basal,
es internalizado por las células basales (Schiffman, M. et al., 2016). Hasta el
momento existe controversia sobre el mecanismo de internalizacion viral, pero se
ha propuesto que los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) tienen un papel
importante en la unién inicial del virus a la célula. Los HSPGs son glicoproteinas
unidas covalentemente a cadenas lineales de heparan sulfato (HS) que se
categorizan en tres grupos: membranales, secretados a la matriz extracelular y los
presentes en vesiculas secretoras. Estos proteoglicanos participan en la
organizacion de la membrana basal, en la presentacion de citocinas y pueden

funcionar como receptores y correceptores de endocitosis (Sarrazin, S. et al., 2011).

De esta forma, una vez que el virus llega al estrato basal del epitelio escamoso
estratificado (Figura 8), la proteina L1 de la capside viral interactua con el HS
causando un cambio conformacional que expone el N-terminal de la proteina L2.

Esto permite que L2 sea escindida por furina, siendo un paso importante para el
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proceso de internalizacion del virus. Uno de los segundos receptores que se ha
propuesto para la internalizacion del virus es la o6 integrina, la cual inicia una
cascada de senalizacion que lleva a la endocitosis del virus mediada por clatrina y
caveolina. Este proceso ha sido altamente estudiado en VPH16, pero se ha sugerido

que distintos virus pueden usar diferentes receptores y vias de internalizacién (Raff,
A.B. etal., 2013).

Expresion de
Diferenciacion genes virales
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Figura 8. Ciclo de vida del VPH en el epitelio escamoso estratificado. Las microlesiones
permiten la llegada del VPH a la membrana basal. Ahi, el virus se une a los HSPGs mediante la
proteina L1. Esto causa un cambio conformacional que expone a L2 y permite su escisién por furina.
Posterior a la internalizacion del virus, se lleva a cabo la replicacién y expresion de proteinas virales
necesarias para la proliferacion celular y replicacion viral (E1, E2, E5, E6 y E7). En las células
terminalmente diferenciadas del estrato superficial se lleva a cabo el ensamblaje de los viriones con
las proteinas L1 y L2 y estos son liberados tras la degradacién de los filamentos de citoqueratina
por E4. El ciclo de vida se completa sin causar muerte celular y sin inflamacion lo cual evita que se
active la respuesta inmune local. Tomado y modificado de Roden, R. B. S. & Stern, P. L. 2018.

El ciclo viral del VPH depende del programa de diferenciacion del epitelio escamoso
estratificado, de forma que las distintas proteinas del virus se expresan
diferencialmente a lo largo de los estratos del epitelio (Figura 8). En las células

basales se expresan E1 y E2, las cuales participan en la replicacion del genoma 'y
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la segunda particularmente funciona como reguladora de las proteinas E6 y E7. En
los siguientes estratos celulares se expresan el resto de las proteinas de expresiéon
temprana. En el estrato superficial se expresan las proteinas L1 y L2 para el
ensamblaje de las particulas virales. Finalmente, la proteina E4 disrumpe los
filamentos de citoqueratina, lo cual permite que las particulas virales sean liberadas
y causa que los queratinocitos del estrato superficial se desprendan del epitelio. De
esta forma, el ciclo viral se completa sin causar lisis celular y sin activar al sistema
inmune (Roden, R. B. S. & Stern, P. L. 2018).

La transformacion del epitelio mediada por VPH se debe a la expresion de
oncoproteinas virales ademas de la integracion del genoma viral al del hospedero;
esta integracion ha sido observada en mas del 70% de los tumores (Vojtechova, Z.
et al., 2016; Nkili-Meyong, A. et al., 2019). Al integrarse el genoma se pierde E2, lo
cual permite la progresién aberrante del ciclo celular gracias a la expresion de E6 y
E7. Esta ultima tiene un sitio de unién a DNA y es capaz de unirse a una serie de
factores celulares. Una de sus interacciones mejor caracterizada es con la proteina
del retinoblastoma (Rb) la cual controla la transicion G1-S del ciclo celular. Ademas,
la uniéon de E7 a Rb libera al factor de transcripcién E2F y promueve la progresiéon
del ciclo celular, diferenciacién y mitosis. Por otro lado, E6 se une a reguladores del
ciclo celular y proteinas supresoras de tumores como p53 mediante la ubiquitin
ligasa E6GAP marcandola para degradacion por el proteasoma. Sin p53 no hay
arresto del ciclo celular ni apoptosis en respuesta a dafio al DNA y las células siguen
proliferando sostenidamente (Moody, C. A. & Laimins, L. A. 2010). De esta forma,
la integracion del genoma viral genera inestabilidad genomica, proliferacion

sostenida e inmortalizacion celular.

El papel del VPH en la transformacion del epitelio escamoso estratificado ha sido
ampliamente estudiado, pero hasta la fecha no se conoce su papel en la
transformacién del epitelio columnar (Pirog, E. C. et al., 2000; An, H. et al., 2005).
Aunque el virus si puede infectar a las células, éstas son clasificadas como no
permisivas ya que no presentan el programa de diferenciacion celular necesario

para la replicacion del virus (Doorbar, J., & Griffin, H. 2019).
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1.4 VPH y respuesta inflamatoria

Desde el punto de vista fisiologico, la inflamacién es un proceso que sirve para la
eliminacion del agente causal de la infeccion, reparar el dafo y regresar a un estado
de homeostasis, pero es un proceso altamente dafiino para el cuerpo; por lo tanto,
existen una serie de mecanismos para controlar la respuesta inflamatoria una vez
que se elimina el patégeno (Owen, J. A. et al., 2014). Si el patégeno no es eliminado
o los mecanismos de control de la inflamacion no funcionan, la inflamacion aguda
se puede convertir en una inflamacion crénica. Durante la inflamacién crénica
distintas células incluyendo leucocitos, producen leucotrienos y especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno las cuales causan dafio al DNA. De igual forma, algunas
células del sistema inmune liberan prostaglandinas, lo cual aumenta la inflamacion
y puede tener un impacto en distintas vias carcinogénicas (Fernandes, J. V. et al.,
2015).

En este sentido, la respuesta inmune contra los virus se activa inmediatamente tras
su entrada al cuerpo. Este proceso ocurre debido a que las células del sistema
inmune tienen receptores de reconocimiento de patrones (PRRs: Pattern
recognition receptors), los cuales detectan patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns). Existen dos tipos de
PRRs que reconocen PAMPs virales: los receptores tipo Toll (TLRs) y los receptores
tipo RIG-I (RLRs). Estos PRRs se pueden localizar en la superficie celular (TLR 2,
4), en el citoplasma (RIG-I y MDA-5) o en compartimientos intracelulares como
endosomas (TLR 3, 7, 8, 9) (Louten, J. & Reynolds, N. 2016).

La union del PAMP al PRR activa una cascada de sefializacién intracelular que
induce la transcripciéon de genes especificos como citocinas. Inicialmente, tras la
infeccion viral la célula infectada produce interferones (IFN) de tipo I: IFN-a e IFN-
B; los cuales son liberados al medio extracelular y estimulan la sintesis de genes
activados por IFN en las células cercanas y células del sistema inmune (Louten, J.
& Reynolds, N. 2016). Asimismo, en conjunto todas estas células sintetizan citocinas
para amplificar la sefal inicial; entre éstas se encuentran el factor de necrosis

tumoral a (TNF-a), las interleucinas (IL) 1-B, 6 y 12 y el IFN-y (Figura 9). De igual
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forma, se producen quimiocinas como la IL-8 o CXCL8 la cual sirve para el
reclutamiento de células del sistema inmune innato como células NK, macréfagos y
células dendriticas. Estas citocinas y quimiocinas actuan sobre el sistema inmune,
el sistema hematopoyético, el sistema nervioso y el higado, lo cual genera un efecto
sistémico que facilita la contencion de la infeccion (Flint, S. J. et al., 2015).

e ®
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Figura 9. Reconocimiento de PAMPs mediante PRRs. Los PRRs se encuentran en distintos
compartimientos celulares: TLR2 y TLR4 en la membrana plasmatica; TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9
dentro de endosomas; y los RLRs en el citoplasma. La unién del PAMP al PRR activa una cascada
de sefializacion intracelular que lleva a la activacién de NF-kB o IRFs (IRF3, IRF7) para inducir la
expresion de citocinas proinflamatorias e IFNs de tipo |. Figura realizada en Biorender.

La quimioatraccion de las células dendriticas al sitio de infeccidn permite que estas
fagociten las particulas virales y posteriormente viajen a los nodulos linfaticos
donde, tras el procesamiento de estas particulas, se puedan presentar como
péptidos en los receptores del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) vy
actuen como antigeno que estimule a los linfocitos T. Estos linfocitos pueden ser
clasificados en linfocitos T citotoxicos (CTL) y linfocitos cooperadores (TH). Los CTL
secretan TNF-a, IFN-y y granulos citotoxicos (perforina y granzima) para la
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eliminacion de la célula infectada. De igual forma, pueden causar la apoptosis de la
célula mediante las interacciones Fas/FasL. Por otro lado, los TH sintetizan citocinas
y factores de crecimiento que activan a los CTLs y a los linfocitos B (Flint, S. J. et
al., 2015). Actualmente se han descrito varios tipos de linfocitos Th: los mas
estudiados son los Th1 y TH2, los primeros clasicamente actuan contra la infeccion
por parasitos y en procesos alérgicos promoviendo una respuesta proinflamatoria al
secretar IFN-y e IL-2; mientras que los segundos actuan contra la infeccién por
patogenos extracelulares y liberan IL-4, IL-5 e IL-13 (Steinbach, A. & Riemer, A. B.
2018). Otro tipo de linfocitos cooperadores son los TH17; éstos tienen un papel en
el control de infecciones bacterianas y por hongos, secretan IL-17 e IL-21. Ademas,
son un inductor potente de la inflamacion y han sido asociados a la inflamacion
cronica (Owen, J. A. et al., 2014).

En este sentido, el sistema inmune tiene un papel central en la determinacion del
resultado de la infeccion por VPH y la respuesta inflamatoria es esencial para la
eliminacion del virus (Senba, M., & Mori, N. 2012). En la literatura se ha reportado
que el DNA de doble cadena del VPH es reconocido por el TLR9, lo cual
desencadena la liberacion de interferones (IFN-a, IFN-B e IFN-y) desde la célula
infectada que a su vez activa a algunas células del sistema inmune como
macrofagos, linfocitos y células NK para la eliminacién del virus (Boccardo, E. et al.,
2010). Si el sistema inmune no es capaz de eliminar al virus, se genera una infeccion
persistente y una activacion exacerbada de vias inflamatorias que promueven la

transformacion del epitelio (Tindle, R. W. 2002).

La persistencia de una infeccion por VPH es esencial para el desarrollo de lesiones
y cancer; esta persistencia puede ser favorecida por la edad, un
inmunocompromiso, el uso de anticonceptivos hormonales y la infeccion por
Chlamydia trachomantis. Por otro lado, en los ultimos afios se ha encontrado
evidencia de que sugiere que la microbiota vaginal tiene un papel significativo en la
persistencia o eliminacion del virus, ademas de una estrecha relacion con la

carcinogénesis (Mitra, A. et al., 2016).
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1.5 Microbiota vaginal y VPH

El término microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos que habitan en
el ser humano, la cual cambia segun el sitio del cuerpo humano donde se encuentre
(Kalia, N. et al., 2020).

En la mayoria de las partes del cuerpo, una microbiota diversa es sindbnimo de salud.
Sin embargo, en el microambiente vaginal este estado de salud (eubiosis), ha sido
asociado a una baja diversidad bacteriana (Di Paola, M. et al., 2017). La microbiota
vaginal de las mujeres en etapa reproductiva se ha descrito como una microbiota
dominada por Lactobacillus los cuales previenen la colonizacion por patégenos
mediante la produccion de acido lactico, bacteriocinas y especies reactivas de
oxigeno (ROS); ademas compiten con otras bacterias por los sitios de adherencia
al moco cérvico-vaginal (MCV) y promueven la produccion de péptidos
antimicrobianos (PAMs) por parte de las células epiteliales y células del sistema
inmune (Figura 10 A) (Martin D. H. 2012; Kalia, N. et al., 2020). Por el contrario,
cuando las bacterias anaerobias facultativas colonizan la vagina, producen enzimas
y metabolitos que degradan el MCV y pueden comprometer la barrera cervical,
favoreciendo un estado disbi6tico dominado por bacterias patégenas y activando al
sistema inmune (Figura 10B) (Borgdorff, H. et al., 2016).

Actualmente, gracias al uso de tecnologias como la secuenciacion, se han
propuesto 5 tipos de comunidades bacterianas (CST: Community state types)
basadas en la abundancia y composicion de las especies bacterianas, donde
Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. inersy L. jensenii dominan los CST |, II, llly V
respectivamente. Por otro lado, el CST IV se caracteriza por tener altas
proporciones de bacterias anaerobias facultativas como Prevotella, Atopobium,
Gardnerella, Megasphaera, Sneathia, Aerococcus, entre otras (Ravel, J. et al,
2011). En 2012 se propuso una division del CST IV en CST IV-Ay IV-B: el primero
caracterizado por tener bajas proporciones de especies de Lactobacillus junto con
algunas especies de bacterias anaerobias facultativas como Anaerococcus,
Corynebacterium, Finegoldia, o Streptococcus; mientras que el segundo contiene
una mayor proporcion del género Afopobium ademas de Prevotella, Parvimonas,
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Sneathia, Gardnerella, entre otros (Gajer, P. et al., 2012). EI CST VI ha sido
considerado un estado disbidtico y ha sido asociado con vaginosis bacteriana (BV)
y vaginitis aerdbica (AV) (Kalia, N. et al., 2020).

A) Estado eubidtico B) Estado disbiotico
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Figura 10. Microbiota vaginal. A) En un estado eubidtico, la microbiota vaginal es dominada por
Lactobacillus que producen acido lactico y bacteriocinas lo cual disminuye el pH local y previene
la colonizacién por especies patégenas. De igual forma, bloquea el crecimiento y adhesion de
patégenos al MCV vy activa la secrecion de péptidos antimicrobianos (PAMs) por parte de las
células epiteliales. B) En un estado disbiético, hay una colonizacién por especies anaerobias
facultativas la cual reemplaza a los Lactobacillus. Las bacterias patégenas producen enzimas que
contribuyen a la degradacion del MCV y pueden causar una disrupcion de la barrera epitelial. Las
células epiteliales liberan citocinas y quimiocinas que activan al sistema inmune y pueden causar
inflamacion. Figura realizada en Biorender.

La composicién de la microbiota depende de diversos factores. Dentro de los
factores no modificables se encuentran la etnicidad y la edad. En ese sentido, varios
estudios han observado que las poblaciones asiaticas y europeas tienen una mayor
predominancia de microbiota Lactobacillus-dominante en comparacién a las
mujeres africanas y latinoamericanas que tienen una mayor diversidad microbiana
(Gupta, V. K. et al., 2017). Por otro lado, los cambios en la microbiota vaginal a

través de la vida de la mujer han sido ampliamente estudiados; durante la nifiez, el
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microambiente vaginal tiene un pH alcalino y la microbiota se compone
principalmente por bacterias anaerobias Grampositivas y Gramnegativas.
Posteriormente, en la pubertad hay un aumento en el nivel de estrégenos, lo cual
causa una maduracién del epitelio vaginal y acumulacion de glucégeno que a su
vez promueve la colonizacion por Lactobacillus. Finalmente, durante la menopausia,
debido a la reduccion en los niveles de estrégeno comienza a disminuir la microbiota

dominada por Lactobacillus (Leyva-Gomez, G. et al., 2019).

Por otro lado, dentro de los factores modificables que estan asociados a un cambio
de una microbiota vaginal dominada por Lactobacillus a una microbiota diversa, se
encuentran el tabaquismo y el uso de anticonceptivos hormonales. Ademas, se ha
observado un aumento en el riesgo de BV al realizar lavados vaginales (Mitra, A. et
al., 2016).

La BV es una disbiosis que ha sido reconocida como un problema de salud publica
debido a su relacion con algunas infecciones de transmision sexual (ITS). Esta
disbiosis ha sido asociada a un incremento en el riesgo de adquirir Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma genitalum (Molenaar, M. C. et al., 2018), Neisseria
gonorrhoeae, Virus Herpes Simplex (VHS), Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) (Kroon, S. J. et al., 2018) y VPH (Tamarelle, J. et al., 2019). De esta manera,
se ha reportado que una mayor diversidad bacteriana esta relacionada a la
persistencia del VPH, mientras que una microbiota dominada por Lactobacillus esta

asociada a la eliminacion de la infeccion (Di Paola, M. et al., 2017).

De igual forma, la disbiosis favorece la activacion de vias de sefalizacion que se
han asociado al aumento de la produccion de citocinas proinflamatorias que
participan en la infeccion viral productiva y en la progresion de la enfermedad. Es
por esto que, se ha sugerido una asociacion entre el nivel de inflamacion causado
por la BV y la presencia de lesiones cervicales de alto grado (Boccardo, E. et al,,
2010). También se ha observado que algunos metabolitos derivados de las
bacterias anaerobias como el amoniaco y el nitrito de amonio, pueden causar
cambios en las células del epitelio cervical como exfoliacidn o transformacion celular
(Liang, Y. et al., 2019).
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En conjunto todos estos factores forman un eje de interaccion, en el que una
modificacion en alguno de los componentes (microbiota-inflamacion-VPH) puede
producir una alteracién directa sobre la integridad y homeostasis del epitelio
cervical, predisponiéndolo al desarrollo de una lesién o una neoplasia (llhan, Z. E.
et al., 2019; Caselli, E. et al., 2020).
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2. Antecedentes

2.1 Eversion glandular y VPH

La eversion glandular es un proceso fisiolégico relacionado con la exposicién a
niveles elevados de estrégeno como sucede durante la pubertad, el embarazo o por
el uso de anticonceptivos hormonales. Las mujeres con eversion glandular reciben
tratamiento ablativo cuando presentan condiciones especificas por ejemplo
molestias como flujo abundante, sangrado intermenstrual, sangrado postcoital,

dolor pélvico y cervicitis recurrente (Machado Junior, L. C. et al., 2008).

La eversion glandular ha sido reconocida como un factor de riesgo para adquirir
infecciones de transmision sexual (ITS) como Chlamydia trachomatis, VIH y VPH
(Soares, L. et al., 2019). Uno de los primeros trabajos que relaciona a la eversion
glandular con la infeccién por VPH fue publicado por Toon y colaboradores en 1986;
en él se estudioé a un grupo de mujeres con citologia normal y mujeres con cambios
inflamatorios no especificos. En ambos grupos se encontraron mujeres con eversion
glandular y se observé que el 29% de ellas eran positivas para VPH (Toon, P. G. et
al., 1986).

En 2004, nuestro grupo de trabajo realizd un estudio para evaluar la prevalencia de
VPH en el tejido glandular de la ectopia cervical con especial interés en VPH 16, ya
que éste es el tipo viral mas comun asociado a CaCU. Se encontré que la
prevalencia de VPH en mujeres con eversion glandular era 1.8 veces mayor que en
las mujeres sin ectopia cervical, siendo el subtipo mas frecuente el VPH 16 en el

grupo con eversion glandular (Rocha-Zavaleta, L. et al., 2004).

En otro trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion, se evalud la presencia
de distintos genotipos de VPH en pacientes con eversion glandular, citologia normal
y LSIL (Monroy Lagos, O. et al., 2010). En éste se encontré una infeccion por VPH
en el 74% de las mujeres con eversion glandular mientras que solo el 30% de las
mujeres con citologia normal tenian una infeccion por este virus. Posteriormente, se
evalud si existia una infeccion productiva del VPH presente en las biopsias del tejido
evertido, sin evidenciar el transcrito de EG6*l ni presencia de marcadores de
proliferacion como p16'NK4a o ki67 (Cortez Hernandez, F. J. 2020). Con esto se
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concluy6 que, a pesar de haber VPH en la eversion glandular, la infeccion no es

productiva en este epitelio.

De acuerdo a los reportes previamente mencionados, la prevalencia del VPH en
mujeres con eversidn glandular es mayor que en aquellas que no la presentan. Sin
embargo, el papel de la infeccidn viral en el epitelio glandular y la presencia de VPH

en el moco cérvico-vaginal no han sido comprendidos por completo.

2.2 VPH, microbiota e inflamacion

La infeccion persistente por VPH ha sido asociada al desarrollo de lesiones vy
neoplasias debido a que este virus se encuentra en el 99% de las lesiones y tumores
(Walboomers, J. M. M. et al., 1999). En este sentido, en los ultimos afios se han
descrito algunos factores que promueven persistencia de la infeccidn por este virus
como la inflamacién crénica y cambios en la composicion de la microbiota vaginal
(Mitra, A. et al., 2016).

En cuanto a la inflamacion, se ha visto que las ITS pueden inducir una respuesta
inmune exacerbada con la finalidad de eliminar al patégeno y proteger contra la
recurrencia de la infeccion. Referente a esto, algunos trabajos han asociado la
eliminacion del VPH del tracto genital con una respuesta proinflamatoria Th1
(Shannon, B. et al., 2017). Sin embargo, si la infeccion por VPH no es eliminada por
el sistema inmune, ésta promueve una inflamacioén cronica que puede causar dafio
in situ y facilitar el desarrollo de tumores (Castro-Sobrinho, J. M. et al., 2015). En
este sentido, Tjiong et al en 1999 reportd una asociacion entre cervicitis y HSIL en
mujeres con infeccion por VPH de alto riesgo. Adicionalmente, encontré un aumento
en IL-6 e IL-8 en las lesiones asociadas a este virus y CaCU. En otro trabajo se
describi6 un aumento en IL-13, IL-8 y MIP-18 en MCV de mujeres con HSIL

comparado con aquellas con LSIL (lwata, T. et al., 2015).

Asimismo, se ha propuesto que la repuesta Th2 tiene un papel importante en el
desarrollo de CaCU. Esto se debe a que conforme progresan las lesiones
cervicales, se observa un incremento de IL-10 (Ali, K. S. et al., 2012) e IL-4
(Bhairavabhotla, R. K. et al., 2007). Por otra parte, se ha observado un aumento de
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IL-6 en lesiones de alto grado (HSIL) por lo cual, Li y colaboradores propusieron que
la cantidad de IL-6 se puede utilizar como un marcador para predecir el riesgo de la

progresion de la lesion.

Por otro lado, los cambios en la composicion de la microbiota vaginal también han
sido asociados a la infeccion por VPH, la persistencia de la infeccion y a la
carcinogénesis mediada por este virus. Una serie de trabajos ha considerado a la
microbiota dominada por Lactobacillus como un factor protector contra el VPH,
mientras que una microbiota con menor proporcidon de especies de Lactobacillus ha
sido fuertemente relacionada a la infeccion por este papilomavirus. En este sentido,
una disbiosis vaginal o una microbiota asociada a BV aumentan la incidencia y
prevalencia del VPH (Watts, D. H. et al., 2005; Di Paola, M. et al., 2017).

La microbiota de mujeres con VPH es clasificada generalmente como CST-IV, el
cual esta caracterizado por el aumento en la abundancia relativa de bacterias
anaerobias facultativas (Ravel, J. et al., 2011). Algunas de las bacterias asociadas
a esta ITS son el filo Fusobacteria (Brotman, R. et al., 2014) y los géneros Sneathia,

Megasphera y Pseudomonas (Audirac-Chalifour, A. et al., 2016).

En un estudio realizado en Shanghai — donde los VPH oncogénicos con mayor
incidencia son el VPH 16, 52 y 58 — se observo por LEfSe (Linear discriminant
analysis effect size) que distintas bacterias estan asociadas a la infeccion por estos
tipos virales. Es decir, una microbiota con Coriobacteriales, Actinobacteria y
Atopobiaceae esta asociada a VPH 16, mientras que la presencia de Bacillus y
Vibrionaceae esta relacionada a VPH 52 y una microbiota dominada por
Ruminiclostridium, Aurantimonadaceae y Aureimonas esta vinculada a VPH 58
(Huang, X. et al., 2018).

En cuanto a la eliminacion del virus, se ha reportado una mayor velocidad de
eliminacion en mujeres con microbiota dominante en Lactobacillus en especifico de
L. gasseri (CST Il) en una cohorte seguida por 16 semanas (Brotman, R. et al.,
2014). Mientras que una eliminacion mas lenta o persistencia por mas de un afio ha
sido asociada a la presencia de Gardnerella, Prevotella, Megasphoera y Atopobium
(Di Paola, M. et al., 2017).
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En otro trabajo, se asocié a una microbiota dominada por Lactobacillus a la
regresion de la neoplasia intraepitelial cervical de grado 2 (NIC2), mientras que la
deplecion de estas bacterias y presencia de Megasphera, Prevotella'y Gardnerella
fue asociado a la persistencia de NIC2 o a una regresién lenta de la lesion (Mitra,
A. et al., 2020).

Finalmente, la comunicacion constante entre el microbioma y el sistema inmune es
esencial para que el microambiente vaginal se mantenga regulado, ya que al
modificarse alguno de los componentes el otro también se modifica (Torcia M. G.
2019). En este sentido, Anahtar et al. en 2015 plantean que existe una relacién entre
comunidades bacterianas con gran diversidad y el nivel de citocinas
proinflamatorias. En ese trabajo se propone que las células presentadoras de
antigenos que se encuentran en el canal cervical son capaces de reconocer el LPS
de algunas especies bacterianas y producir una respuesta inflamatoria mediante la
generacion de citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes de linfocitos T.
Ademas, se ha reportado que el microambiente vaginal se puede modificar a nivel
metabdlico por la presencia de VPH (llhan, Z. et al., 2019).

Con todos estos antecedentes se evidencia la compleja relacion que existe entre el
sistema inmune del hospedero y el microbioma vaginal, y el papel que estos tienen
en el desarrollo de lesiones asociadas a una infeccion por VPH y su progresion a

neoplasias.
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3. Planteamiento del problema

El cancer cervicouterino representa un gran problema de salud ya que es la segunda
neoplasia con mayor incidencia y numero de muertes en México. En los ultimos
afos, dentro de este tipo de cancer se ha registrado un aumento en la incidencia de
adenocarcinoma de cérvix. Lo anterior se puede deber a que su deteccion temprana
es compleja por la inaccesibilidad del endocérvix. En este sentido, la eversion
glandular nos permite estudiar este epitelio, ya que el tejido protruye hacia la
cavidad vaginal conservando su estructura y morfologia.

Algunos trabajos previos han demostrado que las mujeres con eversion glandular
tienen un mayor riesgo de adquirir una infeccidén por VPH. A pesar de eso, el papel
del VPH en la transformacion del epitelio no ha sido dilucidado ya que las células
que lo conforman son clasificadas como no permisivas y por lo tanto, no permiten
que el virus lleve a cabo su ciclo de vida. Por esta razén, se sugiere que la
transformacién del epitelio glandular se da por un mecanismo distinto al que se ha
descrito en el epitelio escamoso estratificado.

Adicionalmente, la infeccion persistente por el VPH ha sido asociada a inflamacién
cronica y disbiosis vaginal, lo cual dafia el ectocervix y permite la progresion a

lesiones neoplasicas.

Por esta razon, el estudio de los cambios en la composicion de la microbiota y en el
microambiente inflamatorio en el MCV, en presencia del VPH, es importante para

comprender mejor su papel en la transformacién del endocérvix.
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4. Hipétesis
La presencia del VPH en el moco cérvico-vaginal en mujeres con eversion glandular
esta asociada a cambios en a la microbiota vaginal y en el microambiente

inflamatorio.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la relacion entre la infeccion por VPH, los cambios la diversidad bacteriana
y en la expresion de marcadores inflamatorios en el moco cérvico-vaginal de

pacientes con eversion glandular.
5.2 Objetivos particulares

e Determinar la presencia del Virus del Papiloma Humano en moco cérvico-
vaginal de pacientes con eversion glandular.

e Evaluar el microbioma presente en el moco cérvico-vaginal de pacientes con
eversion glandular.

e Evaluar el perfil de citocinas y quimiocinas en moco cérvico-vaginal de pacientes

con eversion glandular.
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6. Materiales y métodos

6.1 Obtencion de muestras

La poblacion de estudio fue seleccionada de mujeres atendidas en la Clinica de

Displasias del Colegio Mexicano de Colposcopistas: “Fundacion Cruz-Talonia”

ubicada en la Ciudad de México. En el estudio transversal participaron 201 mujeres

las cuales fueron informadas del propdsito del estudio, firmaron un consentimiento

(Anexo 1) para formar parte de éste y se les realizé un cuestionario para evaluar los

factores de riesgo de desarrollo de cancer cervicouterino asociado a la infeccion por
VPH (Figura 11).

Fecha de registro: No. de expediente: No. de paciente:
Nombre: Edad:

Estado civil: Ocupacioén:

Edad de menarca: Edad de primera relacién sexual:
No. de parejas sexuales: No. de embarazos:

Método anticonceptivo: Tiempo de uso:

Enfermedades autoinmunes: Enfermedades cronicas:
Infeccidn por VIH?: Vacuna contra VPH?:
Papanicolau?: Fecha/Diagnostico:

Prueba de VPH?: Fecha/Resultado:

Consumo de cigarro._ Desde hace cuanto tiempo? _ Cigarros al dia:

Figura 11. Cuestionario para evaluar factores de riesgo de desarrollo de CaCU asociado a infeccién
por VPH.

Los criterios de inclusion para el estudio fueron:

*

Firmar un consentimiento informado

Ser mayor de edad

No estar embarazada

No tener historial de infeccion por VPH o lesiones relacionadas con VPH
No tener reporte de VIH

Tener un diagndstico colposcopico e histopatologico de eversidon glandular

A las mujeres con diagnéstico colposcépico e histopatolégico de eversion glandular

se les realiz6 un lavado del endocérvix con PBS (Anexo 2) para recolectar el moco
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cérvico-vaginal (MCV). Posteriormente, se tom6 una biopsia dirigida
colposcoépicamente del tejido evertido. Ambas muestras se guardaron en tubos

estériles a -20°C para su posterior analisis (Figura 12).

Para evaluar la presencia de VPH en las biopsias de tejido evertido y llevar a cabo
su genotipificacion, se extrajo el DNA utilizando el QlAamp DNA Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania. Cat. 51304) siguiendo las instrucciones del proveedor y posteriormente
se realizé un ensayo multiplex de genotipificacion tipo-especifica (TS-MPG: Type-
specific multiplex genotyping) en el Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC), Lyon, Francia como se describioé previamente (Clifford et al., 2016).
Con esos resultados se dividieron las muestras en los grupos VPH+ (n=91) y VPH-
(n=71) (Figura 12). El procesamiento de las muestras de MCV se realizé en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM tal y como se describe en la

seccion correspondiente.

Mujeres con eversion glandular
n=196

Evaluacién de la
integridad de DNA
Deteccion y genotipificacion
de VPH en tejido glandular
n=162
VPH + VPH -
n=91 n=71
Deteccién de Deteccién de
VPH en MCV VPH en MCV
PCR ELISA MET PCR ELISA

'

Genotipificacion

Figura 12. Esquema de trabajo para la deteccion del VPH. En verde se encuentra el trabajo
previo realizado por Cortez, F. en el que se determiné si las pacientes eran positivas a VPH en tejido
glandular; tras hacer la divisién entre VPH + y VPH -, se buscé detectar al VPH en MCV mediante
PCR, ELISA y Microscopia electronica de transmision (MET). Lo presentado en este trabajo se
muestra en azul.
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6.2 Deteccion del VPH en moco cérvico-vaginal

Extraccion de DNA y PCR

El DNA de las muestras de MCV se obtuvo utilizando QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen. Cat. 51104) siguiendo las instrucciones del proveedor. Para evaluar la
integridad del DNA, se amplifico el gen p-globina (Tabla 1) y las muestras positivas
para este gen se utilizaron para buscar el DNA viral. Para la deteccion del VPH se

utilizaron dos juegos de oligos que reconocen el gen L1 del virus (Tabla 1).

. S PCO03 5"-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’
B-globina ; ; 268 pb
A PC04 5"-CAACTTCATCCACGTTCACC-3
L1 S MY09 5"-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’ 450 ob
A MY 11 5"-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’ P
L1 S L1C1 5-CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT-3" 250 ob
A L1C2 5-TACCCTAAATACTCTGTATTG-3" P
S Pr3 5"-GTCAAAAGCCACTGTGTCCT-3’
HPV 16 E7 499 pb
A Pr4 5"-CCATCCATTACATCCCGTAC-3’
s E6-HPV18L 5-GCTTTGAGGATCCAACACGG-3’
HPV 18 E6 182 pb
A E6-HPV18R 5-AGCATGCGGTATACTGTCTCT-3"
S HPV31F 5"-ATGGTGATGTACACAACACC-3’
HPV 31 E2 514 pb
A HPV31R 5"-GTAGTTGCAGGACAACTGAC-3’

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la deteccién de VPH en moco cérvico-vaginal por PCR.
Oligonucledtidos sentido (S) y antisentido (A).

Para estas reacciones se utiliz6 amortiguador de carga (5x Green GoTaq Flexi
Buffer, Promega, Madison, EUA. Cat. M8911), 2 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs,
0.5uM de cada oligo (T4 OLIGO, Irapuato, México), 1 U de Taq Polimerasa (GoTaq
Flexi DNA Polymerase, Promega. Cat. M7801), 20-50 ng de DNA extraido del MCV
y agua estéril libre de nucleasas para llevar la reaccién a 20 ul. La amplificacion se
llevé a cabo en un termociclador (T-100, Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA) y se

utilizaron los programas de amplificacion descritos en la Tabla 2.
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B- 94°C 38 ciclos 72°C

globina 10 min 94°C40s 55°C 40 s 72°C 50 s 7 min
L1 94°C 38 ciclos 72°C
(MY) 10 min 94°C 40 s 49°C 40 s 72°C 55 s 7 min
L1 94°C 38 ciclos 72°C
(L1) 10 min 94°C40s 55°C 40 s 72°C 55 s 10 min
E7 95°C 38 ciclos 72°C
VPH16 5 min 94°C 30s 54°C 60 s 72°C90 s 10 min
E6 95°C 35 ciclos 72°C
VPH18 5 min 95°C 30 s 54°C 60 s 72°C90 s 10 min
E2 94°C 40 ciclos 72°C
VPH 31 5min 95°C 60 s 55°C 60 s 72°C 60 s 10 min

Tabla 2. Programa de PCR para la deteccion de VPH en moco cérvico-vaginal.

Por otro lado, el genotipo del VPH se determind utilizando oligos especificos para
VPH 16, VPH 18 y VPH 31 (Tabla 1). Las reacciones para amplificar el gen E7 de
VPH 16 y el gen E6 de VPH 18 se prepararon replicando las condiciones
mencionadas anteriormente y para amplificar el gen E2 de VPH 31 se utilizaron las
condiciones reportadas por Shikova en 2009. Los controles positivos fueron, DNA
de células SiHa para VPH 16, DNA de células HelLa para VPH 18 y DNA obtenido
de una biopsia positiva a VPH 31 para este tipo viral. Los programas de

amplificacion utilizados se especifican en la Tabla 2.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1%. Para esto, se
disolvié agarosa (Invitrogen, Carlsbad, EUA. Cat. 16500500) en TBE 1x (Anexo 2)
con Bromuro de etidio y se dej6 gelificar. En el primer carril se agregaron 5 ul de
marcador de peso molecular (TracKit 100bp DNA ladder, Invitrogen. Cat. 10488058)
y en el resto de los carriles se colocaron 10 ul del producto de PCR. Posteriormente,
el gel se corrio durante 30 minutos a 100 Volts en TBE 1x. Se observo la presencia

de las bandas en el peso correspondiente utilizando un foto documentador.
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Microscopia electronica

La presencia de particulas virales de VPH en el MCV también se evalud por
microscopia electrénica de transmisién, utilizando 500 pl de MCV de cada muestra
analizada. Las muestras se centrifugaron a 3,000 rpm durante cinco minutos y la
pastilla se lavo con PBS vy se fijé (glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 2.5%) por
una hora. Posteriormente, se lavé con PBS y se le agrego6 tetroxido de osmio por
una hora y media. Después, se realizo otro lavado y se deshidraté con 50%, 70%,
80%, 90% y 100% de etanol durante 15 minutos. Al finalizar la deshidratacion, se le
adiciono oxido de propileno por 15 minutos seguido de mezclas 2:1, 1:1 y 1:2 de
oxido de propileno resina epoxica EPON 812 durante hora y media cada una. Tras
las incubaciones, se centrifugd la muestra, se le adiciond resina y se dejo toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se le adiciond resina y se dejo polimerizar a 60°C toda
la noche. Finalmente, se realizaron cortes semifinos (240 nm) para observar en el
microscopio de campo claro y cortes ultrafinos (70 nm) para observar en el
microscopio electrénico. Se le agregd Uranilo alcohdlico y plomo a los cortes
ultrafinos y éstos se observaron en el microscopio JEM 1010 (JEOL, Peabody, EUA)

en el Laboratorio de Microscopia del Instituto Nacional de Cancerologia.

Deteccion de particulas virales por ELISA

Para la deteccién del VPH por ELISA, primero se sembraron células HaCaT en
placas de 96 pozos con medio RPMI 1640 (Biowest, Riverside, EUA. Cat. L0O500)
con 10% de suero fetal bovino (Biowest. Cat. S1810) y 1% de
penicilina/estreptomicina (Anti-Anti 100X, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham,
EUA. Cat. 15240062). Al transcurrir 48 horas, las células se removieron utilizando
EDTA 0.5M para conservar solamente la matriz extracelular (MEC). Por otro lado,
se tomaron 300 pl de MCV y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Se retiraron 200 pl y la pastilla se resuspendi6 en los 100 ul restantes. A cada pozo
se le agregaron 100 pyl de MCV o 1000 ng de Gardasil (Merck & Co., Kenilworth,
EUA.) como control positivo, diluido en PBS y se incubaron durante una horaa 37°C.
Posteriormente, las placas se lavaron y se bloquearon con TBS-Tween 0.1%-BSA

2% (Anexo 2) durante 1 hora a 37°C. Tras realizar un lavado, las placas se
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incubaron durante 2 horas a 37°C con 100 ul HPV Cocktail Broad Spectrum (1:100)
(Biocare Medical, Pacheco, EUA. Cat. 177). Después, se realizaron cuatro lavados
con TBS-Tween y se hizo una incubacion con Polyclonal Goat anti-mouse
immunoglobulins-AP (1:500) (DakoCytomation, Santa Clara, EUA. D0486) durante
1 hora y media a 37°C. Finalmente, se diluyo el sustrato de fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich St. Louis, EUA. Cat. S0942-50TAB) en Dietenolamina al 10%
(Sigma-Aldrich. Cat. D8885) y se le agregaron 100 pl de la solucion a cada pozo.
La absorbancia se ley6o a 405 nm en un lector de placas de ELISA (ELx800, BioTek,
Winooski, EUA). El ensayo se realizé por duplicado; el valor final fue calculado
restandole el valor del blanco al promedio de los duplicados. El valor deteccion fue
estimado utilizando la distribucidén de la absorbancia de las muestras VPH negativas

y se definié como la absorbancia media + la desviacion estandar.

6.3 Evaluacion de microbiota presente en moco cérvico-vaginal

Secuenciacion

La evaluacion de la microbiota presente en el MCV se llevd a cabo en el Centro de
Investigaciones en Enfermedades Infecciosas del Instituto de Nacional de

Enfermedades Respiratorias.

Previo a la extraccion de DNA, 63 muestras de MCV fueron centrifugadas durante
5 minutos a 14,000 x g para separar la fraccion soluble de la celular. Una vez que
se separaron 500 ul de la fraccidn soluble, se realizé la extraccion con el PureLink™
Microbiome DNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific. Cat. A29789) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Posterior a la extraccion, se determiné la cantidad
de DNA utilizando el equipo NanoDrop (ThermoFisher Scientific. Cat. 13-400-518).

Consecutivamente, se realiz6é una PCR para amplificar la secuencia V4 del gen 16S
utilizando oligos con secuencias adaptadoras (515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") y 806R (5'- GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3),
Caporaso et al., 2011)). Para la reaccion se utilizé amortiguador de corrida, 2 mM
de MgClz2, 0.3 mM de dNTPs, 1 uyM de cada oligonucleétido, 0.675 U de Taq

polimerasa, 5-20 ng de DNA y agua estéril y libre de nucleasas para llevar la

32



reaccion a un volumen final de 25 pl. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador (Veriti® 96-Well Thermal Cycler, ThermoFisher Scientific. Cat.
4375786) y el protocolo de PCR fue: 93°C por 5 minutos, 25 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos seguido de 72°C por 5
minutos. Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 2%.

Posteriormente, el producto de PCR fue purificado utilizando perlas AMPure XP
(Beckman Dickson, Atlanta, EUA. Cat. A63881) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Después de la purificacion, se agregaron los indices y adaptadores de
secuenciacion lllumina a cada producto de PCR para generar la biblioteca. Esto se
realizé utilizando el Nextera XT Index Kit (lllumina, San Diego, EUA. Cat. 15052163)
y para cada reaccion se utilizaron las condiciones mencionadas anteriormente,
cambiando 5 yl de cada indice en lugar de los oligos, 5 ul del producto de PCR 'y
agua estéril y libre de nucleasas para llevar la reaccién a un volumen final de 50 pl.
La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (Veriti® 96-Well Thermal
Cycler, ThermoFisher Scientific. Cat. 4375786) y el protocolo de PCR fue el ya
mencionado anteriormente modificando el numero de ciclos a 8. Tras la PCR, los
productos se purificaron dos veces utilizando perlas AMPure XP (Beckman Dickson.
Cat. A63881) y su concentracion fue determinada usando el Qubit dsDNA HS Assay
Kit (ThermoFisher Scientific. Cat. Q32851).

Finalmente, se hicieron los calculos y diluciones para generar una biblioteca de 4nM.
Posteriormente, se calcul6 la molaridad total de la biblioteca utilizando el Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA. Cat.

DE04105609) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para llevar a cabo la secuenciacion, se desnaturalizé el DNA con NaOH 0.2N y se
preparo el control interno (PhiX) (lllumina. Cat. 15017666). Finalmente, la biblioteca
se secuencio en la plataforma lllumina MiSeq™ a una concentracion final de 8 pM
con 25% de PhiX para generar lecturas pareadas de 500 bases de longitud (v2 2 x
250 ciclos). En total, se generaron 13,115,362 secuencias durante la corrida

(203,982 secuencias en promedio por muestra).
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Analisis de la secuenciacion

Las secuencias crudas obtenidas del lllumina MiSeq™ fueron procesadas utilizando
QIIME 2 (Quantitative Insights into Microbial Ecology, version 2019.4) como descrito
previamente por Boylean et al., 2019. Primero, las secuencias que pudieron surgir
a partir de errores de secuenciacién y las quimeras fueron eliminadas, ademas se
realizd una rarefaccién a una profundidad de 65,000 secuencias por muestra.
Posteriormente, se generd una tabla de variantes de secuencia de amplicon (ASV)
utilizando dadaZ2 (trim-lelf-f 19, trim-left-r 20, trunc-left-f 180, trunc-left-f 185) con lo
cual se identificé un total de 467 ASVs con una mediana de 177,565 secuencias. La
taxonomia fue asignada a las ASVs utilizando el script g2-feature-classifier con un
porcentaje de similitud del 99% con la base de datos GreenGenes (versién 13_8).
De igual forma se repiti6 este analisis comparando con la base de datos SILVA
(version 132) ya que ésta se encuentra mas actualizada. El arbol filogenético se

construyé utilizando el script g2-phylogeny.

Los indices de diversidad alfa (Shannon y Observed) fueron calculados con el
programa Vegan (version 2.5.6) utilizando la tabla de ASV. Por otro lado, la
diversidad beta fue evaluada por Analisis de Componentes Principales (PCoA)
(Bray-Curtis, UniFrac ponderado y no ponderado) y la diferencia fue evaluada
mediante un analisis de varianza permutacional multivariado (PERMANOVA).
Finalmente, para detectar taxa diferencialmente abundante entre grupos, se utilizd
el analisis LEfSe (Linear discriminant analysis effect size). Para evaluar las
correlaciones se utilizé un analisis de correlacion de Spearman, tomando solamente

los datos con p < 0.05 como significativos.

6.4 Cuantificacion de citocinas en moco cérvico-vaginal

Evaluacion de IL-18 por ELISA

Previo al ensayo, 20 muestras de MCV de cada grupo (VPH + y VPH -) se
centrifugaron a 3000 x g durante 15 minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante.
Posteriormente, la cantidad total de proteina fue cuantificada utilizando el kit DC
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories. Cat. 5000112). La concentracion total de

proteina fue estimada usando una curva estandar de 0 a 2000 ug/ml y se hicieron
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diluciones para tener 250 ug/ml de proteina en cada muestra. Para cuantificar la
cantidad de IL-18 se utilizé un kit de ELISA (CUSABIO, Houston, EUA. Cat. CBS-
E07450h) y se siguieron las instrucciones del fabricante. La lectura se hizo a 450nm

y 540nm usando un lector de placas de ELISA (Synergy H1, BioTek).

Citometria de flujo

Para la evaluacion del perfil Th1/Th2 y el perfil proinflamatorio en muestras de MCV
se utilizaron los kits BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit
Il (BD, Franklin Lakes, EUA. Cat. 551809) y BD Cytometric Bead Array (CBA)
Human Inflammatory Cytokines Kit (BD. Cat. 551811) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La lectura de las muestras se hizo en el Citobmetro de Flujo
FACSCanto Il (BD) del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Por otro lado, el
panel de 13 citocinas y 13 quimiocinas en muestras de MCV se midi6 utilizando los
kits LEGENDplex™ Human Th Panel (BioLegend, San Diego, EUA. Cat. 740001) y
LEGENDplex™ Human Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend. Cat.
740003) siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura de las muestras se
hizo en el Citdmetro de Flujo FACSAria Ill (BD) del Instituto Nacional de
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. El analisis de los datos se realizd
utilizando el programa LEGENDplex v8.0 (BioLegend). Se normalizaron los
resultados haciendo una correccion por proteina como propuesto por Marks et al.
en 2012. Finalmente, la normalizacion de las citocinas para el mapa de calor se

realizé como propuesto por Anahtar, M. N et al. en 2015.

6.5 Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utilizd el programa Prisma 8 (GraphPad,
EUA). Todos los datos se presentan como media * error estandar (SEM) y en todos
los casos se considerd significativo un valor de p<0.05. Para analizar las
caracteristicas de la poblacion de estudio, se realizé una t de student para comparar
ambos grupos (VPH + vs. VPH-). En el caso de los anticonceptivos utilizados, se
utilizé una prueba de Fishers para comparar los dos grupos. Por otro lado, para la

cirometria, se utilizé el Mann-Whitney U Test para grupos de dos (no hay
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distribucion normal: D'Agostino & Pearson normality test), Kruskal-Wallis test
ANOVA de 1 via para comparar entre virus (no hay distribucion normal) y ANOVA
de dos vias para comparar por edades. El analisis estadistico de la microbiota se

realiz6 como mencionado en la seccion 6.3.
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7. Resultados

7.1 Poblacion de estudio

En este estudio se incluyeron 162 muestras de mujeres diagnosticadas con eversién
glandular de la Clinica de Displasias del Colegio Mexicano de Colposcopistas
“Fundacioén Cruz-Talonia”, a quienes se les aplicd un cuestionario para evaluar los
factores de riesgo de la infeccion por VPH. A continuacién, se realizé la deteccion y
genotipificacion del VPH mediante TS-MPG en las biopsias; obteniendo 91
muestras positivas (56%) y 71 muestras negativas (44%) al DNA viral. El estudio de
los subtipos virales presentes en estas muestras demostré que 85% corresponde a
VPH de alto riesgo y que los genotipos con mayor prevalencia son VPH 16, VPH 31
y VPH 18 representando el 24.5%, 14.3% y 12.2% respectivamente. (Cortez
Hernandez, F. J. 2020).

Edad (Rango) 31.03 (20-54) 32.75 (20-50) 0.1632
Menarca 12.56 12.31 0.3642

IVSA 17.76 18.08 0.4982

No. parejas sexuales 2.24 1.82 0.0372
No. embarazos 2.15 2.07 0.7082
Hormonal 36.3% 36.6% >0.999P
Barrera 19.7% 15.5% 0.539P
Cirugia 15.5% 11.3% 0.495P
Ninguno 28.5% 36.6% 0.311°b

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion de estudio. Se muestran los resultados del analisis de
las caracteristicas de la poblacién de estudio. Cada valor es mostrado como la media de cada grupo.
La diferencia entre ambos grupos se evalué utilizando una prueba de T2 y una prueba de Fisher®
considerando significativo un valor p<0.05.

Con la informacion obtenida del cuestionario realizado a las pacientes y los
resultados de la genotipificacion, se generdé una tabla comparativa con las
caracteristicas de la poblacion para indagar una posible relacion entre el predominio
de alguna éstas y la presencia del VPH (Tabla 3). En ella se muestra que hay una

diferencia significativa (p=0.037) en el numero de parejas sexuales que han tenido
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las mujeres con infeccion por VPH (2.24) y las mujeres sin infeccion por VPH (1.82).
Por el contrario, en el caso de los métodos anticonceptivos utilizados, no se observo

diferencia significativa entre ambos grupos.

7.2 Deteccion del VPH en moco cérvico-vaginal

Por otro lado, en trabajos previos del laboratorio se demostré que la infeccion por
VPH también ocurre en el tejido glandular cervical (Monroy Lagos, O. 2017; Cortez
Hernandez, F. J. 2020). Dado que el papel principal de las células columnares del
epitelio glandular es la secrecién de MCV se decidié explorar la posibilidad de que
el MCV de pacientes con eversion glandular infectadas por VPH tuviera particulas

virales.

Para cumplir el primer objetivo del proyecto, se realizé la deteccion del VPH en MCV
mediante PCR, ELISA y MET, para validar los hallazgos previamente obtenidos en

las biopsias.

PCR

Previo a la deteccién del VPH en el MCV, se realizé una primera PCR para evaluar
la integridad del DNA extraido. Para esto se amplificd un fragmento de 268pb del
gen B-globina en 40 muestras de MCYV distribuidas en 2 grupos: 33 VPH+y 7 VPH-
. Aquellas muestras donde no se observo la banda de B-globina fueron descartadas.
Por lo tanto unicamente se evalud la presencia del virus en 33 muestras de MCV
distribuidas en 2 grupos: 27 muestras VPH+ y 6 muestras VPH-.

En primer lugar se realizé la amplificacion de un fragmento de la region L1 del
genoma viral, con los oligonucleétidos MY09/MY11, encontrando una banda de
450pb en 6 de las muestras VPH+ evaluadas (22%). Debido a la baja eficiencia
obtenida al utilizar este juego de oligos, se decidié verificar la presencia del virus
con los oligos universales L1C1/L1C2. Con estos se observo una banda de 250pb
en 19 de las muestras VPH+ (70.4%). Con ninguno de los juegos de oligos se

detectaron falsos positivos.

Debido a que la genotipificacion del VPH por PCR no ha sido descrita con

anterioridad en MCV, se decidié corroborar mediante PCR si el subtipo viral
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identificado en el MCV, correspondia al subtipo detectado en las biopsias de tejido
glandular. Para esto se amplificaron genes de la region temprana del genoma viral
de los subtipos de VPH relacionados con el desarrollo de CaCU: E7 de VPH 16, E6
de VPH 18 y E2 de VPH 31. Los productos de amplificacion fueron visualizados en
un gel de agarosa al 1% y algunas fotos representativas de cada PCR se muestran

en la Figura 13.

200 pb

C) Figura 13. Genotipificaciéon de VPH en moco
cérvico-vaginal. Se muestran los geles
representativos de las PCR utilizadas para
amplificar los genes E7 de VPH 16 (A), E6 de VPH

500 pb 18 (B) y E2 de VPH 31 (C). Carriles: 1 marcador

de peso molecular, 2 control negativo (H20), 3
control positivo (SiHa(A), HeLa(B) y DNA de
biopsia VPH 31+(C)), 4-7 DNA extraido de moco
cérvico-vaginal VPH +.

En la poblaciéon en general, la prevalencia de VPH16 tiene una mayor proporcién
que el resto de los demas subtipos virales (Bruni, L. et al., 2010), por lo tanto, en
nuestras muestras no hay una distribucion homogénea. Con este fin, se evaluaron
13, 5y 7 muestras que en las biopsias eran positivas para VPH16, VPH18 y VPH
31 respectivamente. En primer lugar, se realizé la amplificacion de un fragmento del
gen E7 de VPH 16, encontrando una banda de aproximadamente 500pb en 11 de
las muestras evaluadas (85%). Por otro lado, se amplifico un fragmento del gen E6
de VPH 18 observando una banda de aproximadamente 180pb en todas las
muestras (100%). Finalmente, se realizé la amplificacion de un fragmento del gen
E2 de VPH 31 encontrando una banda de 514pb en 3 de las muestras evaluadas
(43%). Con estos experimentos se puede confirmar que el virus puede ser detectado
en el MCV y que ademas es posible hacer su genotipificacion.
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ELISA

Para reafirmar la presencia del VPH en las muestras de MCV, se realizé un ELISA
empleando la metodologia propuesta por Rommel et al., 2005, en la cual se utiliza
matriz extracelular (MEC) como medio de adhesion ya que se ha descrito en la
literatura que el Heparan Sulfato presente en la MEC sirve como receptor para el
VPH (Joyce, J. G. et al., 1999; Giroglou, T. et al., 2001).

Presencia de VPH
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1 VPH-
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=
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0.00 2l
-0.02

Figura 14. Determinacidon de presencia de VPH en moco cérvico-vaginal mediante ELISA.
Deteccion del VPH en moco cérvico-vaginal mediante ELISA utilizando MEC para la unién de
particulas virales. Se analizaron 43 muestras VPH+ y 43 VPH- (Basado en el resultado de la
biopsia). Cada columna representa una muestra de moco cérvico-vaginal. El valor de deteccion
(0.012) se representa con la linea punteada.

Con esta metodologia fue posible detectar la presencia del virus en 10 de 43
muestras VPH+ (23.3%) (Figura 14). Asimismo, 2 de 43 muestras VPH- (4.6%) se
encontraron en el limite minimo de deteccion, las cuales podrian considerarse falsos
positivos o muestras con presencia del virus en el MCV sin infeccion en el tejido. La
baja eficiencia en la deteccion con este método puede deberse a diversos factores,
por ejemplo, la cantidad de particulas virales libres en el moco cervicovaginal, o a

la especificidad del anticuerpo.

40



Ya que las muestras de MCV se obtuvieron mediante un lavado del cérvix, se podria
especular que la fuente del DNA viral detectado son particulas virales provenientes
de células infectadas que resultan del proceso natural de descamacion del cérvix.
Para descartar que el VPH detectado fuera derivado de células infectadas, se

analizaron las muestras mediante microscopia electronica.

Microscopia electrénica

Finalmente, se decidié confirmar la presencia de particulas virales libres en el MCV
mediante microscopia electronica en 5 muestras seleccionadas aleatoriamente, las
cuales fueron positivas a VPH tanto en el tejido de biopsia como en el MCV
(detectado por PCR). Mediante esta metodologia se observaron particulas virales
con una morfologia y tamano similar al reportado para el Virus del Papiloma

Humano (55nm).

En la Figura 15 se resaltan con una flecha naranja particulas de 55.1 nm (Figura.
15A) y 57.6 nm (Figura. 15B) las cuales corresponden tanto en morfologia como en
tamano, a los parametros reportados para VPH. Estas particulas provienen del MCV
de una paciente VPH 16+. Por otro lado, se muestran particulas virales de 55 nm
(Figura. 15C) y 52.1 nm (Figura. 15D) provenientes del MCV de una paciente con
VPH 31. En ambos casos se observan particulas fuera de células y rodeadas de
fibras de mucina lo cual nos indica que son particulas virales libres. De igual forma,
se observan otras particulas de mayor tamanio, las cuales fueron descartadas como
VPH.

Por otro lado, dentro de los hallazgos de la microscopia electronica, cabe destacar
la presencia de distintas células bacterianas las cuales pueden observarse en la
Figura 16. En estas imagenes igualmente hay particulas virales sefialadas con
flechas naranjas las cuales miden 57 (Figura. 16A), 56.12 nm (Figura. 16B) y 56.2
nm (Figura. 16C).
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Figura 15. Determinacion de presencia de VPH en MCV mediante Microscopia electronica. Las
figuras A y B corresponden a una paciente con VPH 16; y las figuras C y D a una paciente positiva
para VPH 31. Las capsides virales se muestran con una flecha naranja. A (55.1 nm), B (57.6 nm), C
(55 nm) y D (52.1 nm). La barra de escala corresponde a 100 nmen A, By D y 500 nm en C.

Figura 16. Microscopia electréonica de células bacterianas presentes en el moco cérvico-
vaginal. Se observan las bacterias presentes en el moco cérvico-vaginal de pacientes con VPH 31
(A, B) y VPH 16 (C). Las particulas virales se muestran con flechas naranjas. La barra de escala
corresponde a 500 nm.
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7.3 Evaluacion de la microbiota

Debido a la estrecha relacion que ha sido descrita entre la microbiota y la infeccién
por VPH, ademas de la amplia diversidad bacteriana encontrada al realizar la
microscopia electronica, se decidié evaluar la microbiota presente en el MCV.

Diversidad bacteriana

Para la secuenciacion del gen 16S rRNA se decidié amplificar la region V4 debido
a que esta brinda una mayor calidad en las secuencias, ademas de un mayor
rendimiento (Van Der Pol, W. J. et al., 2019). Los resultados obtenidos con la
secuenciacion mostraron 203,982 secuencias en promedio por muestra. Ademas,
se eliminaron quimeras y errores de secuenciacion y se realizé una rarefaccion a
una profundidad de 65,000 secuencias por muestra para normalizar las
comparaciones. Al utilizar la base de datos SILVA (SILVA_132) se obtuvo un total

de 467 variantes de secuencia de amplicon (ASVs).

La diversidad alfa se refiere a la diversidad dentro de un ecosistema, la cual se
expresa como el numero de especies (riqueza) dentro del mismo. En este sentido,
para estimar la diversidad bacteriana en cada muestra existen diferentes
metodologias que se basan en la riqueza y/o en la proporcion de cada una de esas
especies en la muestra (abundancia) (Willis, A. D. 2019). Particularmente, en este
trabajo se utilizé el numero de ASVs observadas para medir la riqueza y el indice
de diversidad de Shannon, el cual adicionalmente considera la abundancia dentro
de cada muestra. Por otro lado, la diversidad beta clasicamente se define como la
diferencia observada en la diversidad bacteriana entre dos ecosistemas (Wagner,
B. D. et al., 2018). Al igual que con la diversidad alfa, para evaluar la diversidad beta
se utilizan distintas medidas que en este caso expresan la variabilidad entre
diferentes individuos, por ejemplo, el indice de Bray-Curtis (Goodrich, J. K. ef al.,
2014).

Como se ve reflejado en la figura 17A, existe una mayor riqueza y abundancia
bacteriana en muestras VPH+ comparadas con las VPH-, en ambas medidas de
diversidad alfa (p=0.00037, p=0.00079). Asimismo, la diversidad beta en las

muestras se representa en la Figura 17B mediante un analisis de componentes
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principales (PCoA) basado en el indice de Bray-Curtis. Para determinar la
contribucion que tienen las caracteristicas de la poblacion (Tabla 3) sobre la
composicion de la microbiota vaginal, se realizé una prueba PERMANOVA. Con
este analisis se observd que aproximadamente el 5.2% de la variacion en la

composicion bacteriana (p=0.003) es explicado por la infeccion por VPH.

A) [ observed | [ shannon | B)
100-  0.00037 0.00079 o4
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Figura 17. Diversidad bacteriana. A) Diversidad alfa en muestras VPH +y VPH - representada
por el nimero de ASVs observados y el Indice de diversidad de Shannon. B) Diversidad beta en
muestras VPH + y VPH — representada por PCoA basado en Indice de Bray-Curtis. Para el
analisis se realizo6 una PERMANOVA. Se tom6 como significativo un valor de p<0.05. Se
analizaron 35 muestras VPH+ y 28 VPH-.
Por otro lado, para examinar la influencia de los tipos de VPH en la composicion
bacteriana se evaluo6 la diversidad alfa dividida por subtipo viral (Figura 18A). En
esta figura se puede observar una mayor riqueza y abundancia bacteriana al
comparar las muestras VPH 16 y VPH 31 con las VPH-. En la Figura 18B, se
muestra el PCoA basado en el indice de Bray-Curtis para representar la diversidad
beta. Al realizar el analisis PERMANOVA, se demostré que aproximadamente el
19% de la variacion (p=0.049) en la composicion de la microbiota vaginal esta dada

por los subtipos de VPH.
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: Figura 18. Diversidad bacteriana por tipo viral. A)
| Diversidad alfa en muestras VPH-, VPH 16, VPH 18 y VPH
31 representada por el numero de ASVs observados y el
0- Indice de diversidad de Shannon. B) Diversidad beta en
0- muestras VPH-, VPH 16, VPH 18 y VPH 31 representada
por PCoA basado en Indice de Bray-Curtis. Para el analisis
se realizé6 una PERMANOVA. Se tomé como significativo un
valor de p<0.05. Se analizaron 48 muestras: 8 VPH16, 5
VPH 18, 7 VPH 31y 28 VPH-.
Perfil taxonomico

Con el objetivo de continuar con en el analisis de los datos obtenidos en la
secuenciacion, se realizé la clasificacion taxondmica. Con ella, se identifico a nivel
filo una disminucién en la abundancia de Firmicutes y un aumento en la abundancia
de Actinobacteria y Proteobacteria en las muestras VPH+ comparado con las VPH-
(Figura 19A). Esto también es consistente al separar las muestras por tipo viral
(Figura 19B). En este sentido, el incremento de Actinobacteria se observa
mayoritariamente en las muestras VPH 16 y VPH 18; mientras que se observa una
gran abundancia de Fusobacteria en las muestras VPH 31. Adicionalmente, hay
mayor proporcion de Proteobacteria en las muestras VPH 16 y VPH 31. En el Anexo
2 se muestran los porcentajes de la abundancia relativa de los 5 phyla con mayor

abundancia.
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Figura 19. Composicion de la microbiota a nivel phylum. Se muestra la abundancia relativa a nivel

phylum en las muestras de MCV VPH- (n=28) y VPH+ (n=35) (A) y separado por subtipo viral: VPH
16 (n=8), VPH 18 (n=5), VPH 31 (n=7), VPH- (n=28) (B).

p__Firmicutes . p__Proteobacteria
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Por otra parte, a nivel género se encontraron mas de 130 géneros representados
en las muestras; siendo Lactobacillus, Gardnerella, Atopobium 'y Sneathia los mas
abundantes. Al evaluar la abundancia relativa de estos géneros en las muestras
VPH+, se observa una menor cantidad de Lactobacillus al compararlo con las
muestras VPH-. En contraste, se aprecia una mayor proporcion de los géneros
Gardnerella, Atopobium y Sneathia en el grupo VPH+ (Figura 20A). De la misma
manera a lo observado a nivel phylum, el tipo viral influye en la variabilidad de la
abundancia de los distintos géneros (Figura 20B). Dentro de los cambios mas
notorios se destacan el aumento en la proporcion de Gardnerella en muestras
positivas a VPH 18, Pseudomonas en pacientes infectadas con VPH 16 y VPH 31,
Atopobium en muestras con presencia de VPH 16 y VPH 31 y Sneathia,
Shuttleworthia y Clostridium en pacientes positivas a VPH 31. Por el contrario, en
las muestras VPH 31 se observa una disminucion en Gardnerella. En el Anexo 3 se
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muestran los porcentajes de la abundancia relativa de los 30 géneros con mayor

abundancia.
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g__Arcanobacterium g__Finegoldia g__Mobiluncus . g__Peptococcus g__Pseudomonas g__Ureaplasma

Figura 20. Composicion de la microbiota a nivel género. Se muestra la abundancia relativa a

nivel género en las muestras de MCV VPH- (n=28) y VPH+ (n=35) (A) y separado por subtipo viral:

VPH 16 (n=8), VPH 18 (n=5), VPH 31 (n=7), VPH- (n=28) (B)
Finalmente, para identificar cuantitativamente las caracteristicas responsables de la
diferencia en la composicién de la microbiota entre las muestras VPH+ y VPH-, se
realizd el analisis de LEfSe. En la Figura 21 se muestran los taxones
diferencialmente abundantes en las muestras VPH+ comparado con las muestras
VPH-; entre las cuales se encuentran el orden Clostridiales; las familias
Coriobacteriaceae, Aerococcaceae; y los géneros Atopobium, Shuttleworthia,
Parvimonas, Aerococcus, Gemella, Mobiluncus. Cabe destacar que no se

identificaron taxones discriminantes para las muestras VPH-.
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Figura 21. Analisis de LEfSe. Analisis de LEfSe comparando las variaciones bacterianas entre los
grupos VPH + y VPH-. A) Histograma de los valores de LDA de las caracteristicas diferencialmente
expresadas en las muestras VPH+. B) Cladograma que representa las taxa diferencialmente
abundantes en las muestras VPH+. Se analizaron 35 muestras VPH+ y 28 VPH-.

7.4 Cuantificacién de citocinas y quimiocinas en moco ceérvico-vaginal

La relacién descrita previamente entre la infeccion por VPH y los cambios en el
microbioma también ha sido asociada a una alteracion del sistema inmune (llhan,
Z. E. et al., 2019); por esta razoén se decidio evaluar la respuesta inflamatoria en el
MCV.

Debido a que la formacién de algunos complejos entre MEC y proteinas virales son
capaces de desencadenar una respuesta inflamatoria mediada por la activacién de
TLRs (de Witte et al., 2007; Nazli et al., 2013), resulta importante el estudio de este
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proceso. En relacion con esto, en un trabajo previo en nuestro laboratorio (datos no
publicados) se encontré que hay una mayor cantidad de pro-IL-18 en tejido
proveniente de pacientes con eversion glandular e infeccion por VPH. Ademas, se
aprecio que en las muestras infectadas por VPH 31 habia una mayor cantidad de
esta citocina. Por lo tanto, se decidi6é evaluar la presencia de IL-18 en el MCV de

mujeres con eversion glandular.

ELISA

Al evaluar la concentracion de IL-18 mediante ELISA se observé una mayor
cantidad de esta citocina en las muestras de mujeres con infeccion por VPH, en
contraste con aquellas no infectadas, aunque esta diferencia no es significativa
(Figura 22A). Al analizar los resultados mostrados por subtipo viral, se puede ver
que hay una mayor produccién de IL-18 en las pacientes con VPH 31 comparado
contra VPH- (p=0.048); igualmente, se hace evidente una diferencia (p=0.032) entre
las muestras VPH 31+ y las que tienen una coinfeccidn con varios subtipos virales
(Figura 22B).
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Figura 22. Concentracion de IL-18 en moco cérvico-vaginal. Concentraciéon de IL-18 en moco
cérvico-vaginal de mujeres VPH+ (n=20) vs. VPH- (n=20) (A). Y en B se muestra desglosado por
subtipo: VPH 16 (n=5), VPH 18 (n=3), VPH 31 (n=5), Coinfeccion (n=6) vs. VPH- (n=20). Para el
analisis se realizé una prueba de U de Mann-Whitney (A) y una prueba de Kruskal-Wallis con
prueba post hoc de Dunn (B). Las barras de error representan el SEM. Se tomé como significativo
un valor de p<0.05 (*).
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Citometria de flujo

Con la intencion de evaluar la posible respuesta inflamatoria desencadenada debido
a la infeccion por VPH, se realizd, mediante citometria de flujo, la cuantificacién de
citocinas en MCV. En la Tabla 4 se muestra la concentracion de las distintas
citocinas evaluadas en pg/mg después de realizar el ajuste por proteina como fue
descrito por Marks et al. en 2012. En esta tabla se destaca una mayor concentracion

de IL-21 en el grupo VPH+ comparado con el grupo VPH- (p= 0.013).

VF:H + VE’H- VF:H + VE’H- valor de p
n=38 n=30 n=38 n=30
IL-1B 38 (100) 30 (100) 1014 924.9 0.923
IL-2 10 (26) 10 (33) 6.54 3.58 0.056
IL-4 7 (18) 10 (33) 8.79 2.16 0.070
IL-6 23 (61) 19 (63) 64.48 155.1 0.980
IL-8 38 (100) 29 (100) 9,183.03 6,258.94 0.305
IL-9 10 (26) 12 (40) 5.86 9.29 0.123
IL-10 0 (0) 1(3) - 2.05 -
IL-12p 4(10) 7 (23) 26.63 48.22 0.164
IL-13 5 (13) 3(10) 12.77 9.75 >0.999
IL-17B 4(11) 6 (20) 5.37 3.73 0.257
IL-21 20 (53) 19 (63) 27.81 6.91 0.013
IL-22 32 (84) 30 (100) 1594 1118 0.733
TNF-a 4(11) 5(17) 27.76 20.19 0.413
IFN-y 14 (37) 18 (60) 26.87 15.18 0.398

Tabla 4. Citocinas presentes en el moco cérvico-vaginal de mujeres VPH+(n=38) y VPH- (n=30). Para
el andlisis se realizé una prueba de U de Mann-Whitney. Se tomé como significativo un valor de
p<0.05.

En cuanto al resto de las citocinas presentes en el MCV existe una mayor cantidad
de IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-13, IL-17B, IL-22, TNF-a e IFN-y en el grupo VPH+,
aunque no haya una diferencia significativa. Mientras que hay una mayor cantidad
de IL-6, IL-9 e IL-12p en el grupo VPH-, aunque esta diferencia no es significativa
(Tabla 4).

Otros factores importantes en el proceso inflamatorio son las quimiocinas, ya que

tienen un papel en el reclutamiento de células del sistema inmune en respuesta a
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dafno y patdgenos; por esta razon se decidio evaluar la presencia de quimiocinas en
el MCV. En la tabla 5 se puede ver que hay una mayor concentracion de MIG y
CXCL5 en el grupo VPH+ comparado con el grupo VPH- (p= 0.005, p=0.035,
respectivamente). Adicionalmente, al analizar el resto de las quimiocinas presentes
en el MCV, se distingue una tendencia al aumento de 1P-10, MCP-1y CXCL1 en el
grupo VPH+. En el caso de Eotaxin, CCL17, RANTES, MIP-1a, MIP-3a y MIP-1p
hay una mayor concentracion de estas quimiocinas en el grupo VPH-, aunque esta

diferencia no es significativa.

VF:H + VE’H- VF:H + VE’H- valor de p
n=38 n=29 n=38 n=29

1P-10 26 (68) 14 (48) 70.26 25.71 0.548
Eotaxin 32 (84) 23 (79) 9.81 19.62 0.468
cCL17 38 (100) 29 (100) 11.5 15.51 0.681
MCP-1 29 (76) 25 (86) 240.8 113 0.806
RANTES 31(82) 23 (79) 32.32 38.7 0.752
MIP-1a 35(92) 26 (90) 28.21 41.38 0.635
MIG 24 (63) 19 (66) 66.53 15.34 0.005
CXCL5 33 (87) 26 (90) 174.4 100.5 0.035
MIP-3a 24 (63) 20 (69) 29.01 48.41 0.985
CXCL1 35(92) 25 (86) 532 307.9 0.752
I-TAC 16 (42) 14 (48) 11 10.9 0.574
MIP-16 22 (58) 21 (72) 27.26 50.75 0.871

Tabla 5. Quimiocinas presentes en el moco cérvico-vaginal de mujeres VPH+(n=38) y VPH- (n=29)
(Mismas muestras utilizadas para evaluar las citocinas). Para el analisis se realiz6é una prueba de U
de Mann-Whitney. Se tomé como significativo un valor de p<0.05.

7.5 Asociaciones entre VPH, microbiota vaginal e inflamacion

A continuacion, para determinar la asociacion entre los marcadores de inflamacién
y la composicion de la microbiota sin estratificar las muestras por infeccion viral, se
realizd una correlacion de Spearman entre los 10 marcadores de inflamacion que
tuvieron menos de 25% de determinaciones por debajo del limite de deteccion (IL-

18, IL-8, IL-22, Eotaxin, CCL17, MCP-1, RANTES, MIP-1a, CXCL1 y CXCL5) y los

27 géneros bacterianos con mayor abundancia (Figura 23).
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En cuanto a los marcadores de inflamacion, se observa una fuerte correlacion
positiva entre IL-1B e IL-22 (r =0.904). De igual forma, se aprecian correlaciones
positivas entre las quimiocinas. Por el contrario, se muestra una correlacion negativa
entre MCP-1 con IL-1f3 e IL-22, asi como entre CXCL1 e IL-18.
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Figura 23. Correlaciéon entre marcadores de inflamacién y géneros bacterianos. Correlaciéon
de Spearman entre 3 citocinas, 7 quimiocinas y 27 géneros bacterianos. Solamente se muestran
los resultados con un valor de p<0.05. En tonos de azul se muestran las correlaciones positivas
(O<r <1) y en tonos de rojo las correlaciones negativas (-1<r <0). Se analizaron 35 muestras VPH+
y 28 VPH-.

Adicionalmente, se aprecia que la mayoria de los géneros bacterianos correlacionan
positivamente entre si; por el contrario, el género Lactobacillus tiene una correlaciéon

negativa con la mayoria de ellos. Asimismo, se observa una correlacion negativa
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entre el género Lactobacillus y las citocinas IL-1B e IL-22, mientras que MCP-1 tiene
una correlacion positiva con este género. De manera interesante, el género

Gardnerella correlaciona negativamente con Eotaxin y CCL17.

Finalmente, con el propdsito de integrar los resultados obtenidos se realizé un mapa
de calor el cual incluye los 15 géneros bacterianos mas abundantes y los 7

marcadores de inflamacién en las poblaciones VPH+ y VPH- (Figura 24).

En esta figura se distingue una mayor abundancia de Lactobacillus en el grupo VPH-
comparado con los grupos positivos para cualquier tipo de VPH. En concreto, el
57% de las muestras VPH- son Lactobacillus-dominante, mientras que solamente
el 25% de las muestras VPH+ tienen dominancia por este género, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p=0.037). Por otro lado, en las muestras
dentro del grupo VPH- que no tuvieron dominancia por Lactobacillus se puede
observar el incremento en la presencia de otros géneros bacterianos. En cambio,
en las muestras VPH+ sin importar el tipo viral, hay una mayor abundancia de otros

géneros diferentes a Lactobacillus.

En cuanto a los marcadores de inflamacion, no se aprecia claramente alguna
caracteristica que discrimine entre las VPH+ y VPH-. El grupo VPH- muestra una
heterogeneidad en cuanto a los marcadores inflamatorios, mientras que en las
muestras VPH+ independientemente del tipo viral existe una mayor expresion de
citocinas proinflamatorias aunque no es significativo. Finalmente, la presencia de

Lactobacillus en todos los grupos esta acompanada de cierta expresion de MCP-1.
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Figura 24. Mapa de interaccion VPH-microbiota-inflamacién. En la parte superior se muestra
el porcentaje de abundancia relativa de los 15 géneros mas representativos separados por la
presencia o no de los subtipos de VPH. En la parte inferior, se observan los marcadores
inflamatorios presentes en el MCV normalizado como se describe en la metodologia. Cada
columna representa a una paciente: VPH- (n=28), VPH 16 (n=8), VPH 18 (n=5), VPH 31 (n=7).
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8. Discusidén

8.1 Poblacion de estudio

La eversién glandular o ectopia cervical a pesar de ser considerada una condicién
benigna en el cérvix, ha sido asociada a la infeccién por Chlamydia trachomania
(Lee, V. et al., 2006), VIH (Venkatesh, K. K. & Cu-Uvin, S. 2013) y VPH (Toon, P.
G. et al., 1986; Veress, G. et al., 1986). Algunos reportes mencionan que hay una
mayor susceptibilidad para adquirir VPH en pacientes con eversion glandular al
compararse con aquellas que no la presentan (Rocha-Zavaleta, L. et al., 2004). Lo

cual concuerda con los resultados que se obtuvieron en el presente estudio.

Adicionalmente, la prevalencia de la infecciéon por VPH esta asociada a distintos
factores de riesgo como la edad (Burk, R. D et al., 1996; Bruni, L. et al., 2019), el
numero de parejas sexuales, el inicio de la vida sexual activa (Burk, R. D. et al.,
1996) y el uso de anticonceptivos hormonales (Smith, J. S. et al., 2003). En este
trabajo solamente se encontré una asociacion entre el numero de parejas sexuales
y la presencia de VPH. En este sentido, se ha propuesto que tener un mayor numero
de parejas sexuales incrementa la exposicion al virus, y por lo tanto, el riesgo de
adquirir una infeccion por éste aumenta (Ley, C. et al.,, 1991; Vaccarella, S. et al.,
2006).

En nuestro estudio no se encontrd una diferencia significativa en cuanto al resto de
los factores de riesgo para la infeccion por VPH, como lo reportado en la literatura;
esto puede deberse al numero de pacientes que se tienen en esta muestra (n=162)
comparado con otros estudios que cuentan con mas de 5000 registros (Roset
Bahmanyar, E. et al., 2012; Torres-Poveda, K. et al., 2019).

8.2 Deteccion del VPH en moco cérvico-vaginal
La deteccién del VPH es crucial para la prevencion y el diagndstico temprano de
CaCuU. Por lo tanto, se han desarrollado varios métodos con este fin. En una serie
de trabajos se ha demostrado que el DNA de VPH se puede detectar en diversos
fluidos humanos como, por ejemplo, plasma y saliva de pacientes con carcinoma de
cabeza y cuello (Wang, Y. et al., 2015), o en sangre menstrual y moco cérvico-
vaginal de aquellas con LSIL, HSIL y CaCU (Jentschke, M. et al., 2013). Por otro
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lado, Deleré et al. (2011) reportaron mediante un ensayo de multiplex que los tipos
de VPH presentes en el MCV corresponden a los que se encuentran infectando el
tejido cervical. A pesar de que las técnicas de deteccidn en fluidos no son invasivas,

su uso en la clinica aun es debatido.

Uno de los métodos comunmente utilizados para la deteccién del VPH en tejidos es
la PCR y para esto se emplean tres juegos de oligonucleotidos universales:
MY09/11, L1C1/L1C2 y pl1/pl2 (Husnjak, K. et al., 2000). En varios estudios se ha
propuesto el uso de mas de un juego de oligos para su identificacién, ya que utilizar
solamente uno puede subestimar la presencia del VPH en las muestras, generando
falsos negativos (Karlsen, F. et al., 1996). Por esta razon, se decidio evaluar si era
posible hallar el virus en el MCV de las pacientes que ya contaban con el diagndstico
de VPH+ en tejido. En nuestro estudio, al usar los oligos MY09/11, se encontro el
DNA viral en una menor proporcién de muestras que con los iniciadores L1C1/L1C2.
La diferencia tan amplia en la detecciéon con cada juego de oligos concuerda con
reportes donde se menciona que MY09/11 no es tan especifico para identificar
algunos de los tipos de VPH (Remmerbach, T. W. et al., 2004; Depuydt, C. E. et al.,
2007), mientras que L1C1/L1C2 es mas eficaz (Mori, S. et al., 2011). Una alternativa
para mejorar la eficiencia de esta técnica es agregar el juego GP5+/6+, o también
realizar un ensayo de oligos-multiples como PGMY09/11 y SPF-PCR (International
Agency for Research on Cancer, 2007).

Gracias a que se tenia conocimiento previo del tipo viral presente en el tejido, se
evaluo si era posible detectar al mismo subtipo viral en el MCV. De esta manera, la
eficiencia para la identificacion de VPH 16, 18 y 31 fue de 85%, 100% y 43%
respectivamente. El hecho de que no se pudiera detectar al virus en el 100% de las
muestras podria deberse a que el virus no estaba presente en suficiente cantidad
en esa fraccion de moco analizado o a que la técnica no es tan sensible para realizar
la genaotipificacion. Por esta razon, para futuros trabajos se podrian evaluar los tipos
virales presentes en el MCV mediante TS-MPG (Clifford et al., 2016). Se ha
reportado que esta metodologia tiene una sensibilidad alta debido a que utiliza

iniciadores especificos para cada tipo de VPH, ademas de amplificar una regién
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mas pequefa del DNA viral (Schmitt, M. et al., 2010). Esta metodologia es capaz
de detectar infecciones con un bajo numero de copias de DNA al igual que la

presencia de coinfecciones por distintos subtipos virales (Comar, M. et al., 2012).

De igual forma se ha planteado el uso de ELISA para la identificacién del VPH;
donde se utilizan particulas de tipo virus (VLPs) para la captura de anticuerpos
contra VPH (International Agency for Research on Cancer, 2007). Adicionalmente,
el grupo de Martin Sapp (véase Rommel, O. et al., 2005) ha propuesto el uso de
HSPGs para la union y deteccion del VPH. En nuestro trabajo, al utilizar esta
metodologia, se observé que es posible encontrar al VPH en MCV, aunque
solamente en una baja proporcion de las muestras. Esto puede deberse a varios
factores: la cantidad de particulas virales libres en el moco cervicovaginal, a la
especificidad del anticuerpo utilizado (Crowther, J. R., 2010) o a un cambio
conformacional en la proteina L1 tras su unién a los HSPGs (Buck, C. et al., 2013).
También es importante considerar que aun continua en investigacioén el ciclo de vida
del VPH en el epitelio glandular. Debido a que existe no evidencia de que se esté
llevando a cabo la replicacidn viral en este tejido, se podria suponer que no hay
produccion vy liberacion de viriones al moco (Cortez Hernandez, F. J. 2020). Esto
podria explicar por qué no se encontraron particulas virales libres en todas las

pacientes.

Por otro lado, la deteccion del VPH se ha realizado previamente mediante
microscopia electrénica de transmision en el epitelio oral (Blioumi, E. et al., 2014) y
cervical (Ferenczy, A. etal., 1981; Toki, T. et al., 1986); pero esto no se habia hecho
en moco ceérvico vaginal. En las cuatro muestras evaluadas en este trabajo, se
encontraron particulas virales libres con tamanos similares a los descritos para VPH
(Howley, P. M. & Lowy, D. R., 2004); ademas de una gran diversidad de bacterias.
Como se ha reportado, las particulas virales pueden difundir libremente en el MCV
(Olmsted, S. S. et al., 2001) y por lo tanto, éste podria servir como un reservorio del
VPH.
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8.3 Asociaciones entre VPH, microbiota vaginal e inflamacién

Estudiar la interaccion entre el VPH, la microbiota y los cambios inflamatorios en el
MCV nos puede ayudar a comprender mas sobre la patogénesis del VPH en el
epitelio glandular cervical.

La mayoria de los estudios que se han realizado para evaluar la relaciéon entre el
VPH y la microbiota, han reportado una mayor diversidad bacteriana en las
muestras provenientes de mujeres infectadas con este virus (Mitra, A. et al., 2015;
Di Paola, M. et al., 2017). En concordancia con esos trabajos, en nuestras muestras
se encontrdé una mayor diversidad bacteriana en aquellas VPH+ comparado con las
VPH-; ademas de un aumento significativo de la diversidad en las VPH 16 y VPH
31. Esto podria indicar que el subtipo de VPH también es un factor que modifica la

composicion de la microbiota.

El aumento en la diversidad bacteriana en las muestras VPH+, que se observa en
la figura 17, probablemente esta dado por la disminucién de Lactobacillus y el
incremento de algunas bacterias anaerobias, como ha sido reportado anteriormente
(Di Paola, M. et al., 2017). En conjunto, los resultados que se presentan en las
figuras 20 y 21 muestran un aumento en algunos de los géneros bacterianos que
han sido asociados con la persistencia de la infeccion por VPH y el desarrollo de
LSIL: Anaerococcus (Chen, Y. et al., 2020), Atopobium (Huang, X. et al., 2018;
Romero-Morelos, P. et al., 2019), Mobiluncus (Calore, E. et al., 1995), Gardnerella
y Sneathia (Audirac-Chalifour, A. et al, 2016). Asimismo, el incremento de
Shuttelworthia ha sido relacionado con HSIL (Chen, Y. et al, 2020). Estos
resultados sugieren que las infecciones tempranas por VPH tienen un papel
relevante en la disbiosis vaginal, y que la presencia de algunas bacterias podria

contribuir a la generacion de lesiones cervicales y CaCU.

Es importante destacar que la distribucion de los géneros bacterianos se ve
diferencialmente expresada dependiendo del tipo viral presente en el MCV. En
concreto, la presencia de Afopobium ha sido identificado como un factor ligado a la
infeccion por VPH 16 en mujeres con LSIL (Huang, X. et al., 2018), y a infecciones

virales persistentes (Di Paola, M. et al., 2017). De manera relevante, nuestros

58



resultados también muestran una relacion entre la presencia de Pseudomonas y
VPH16.

Adicionalmente, en la literatura existen muy pocos estudios donde se relacione la
presencia de VPH 18 o VPH 31 (Rodriguez-Cerdeira, C. et al., 2012) con
modificaciones particulares de la microbiota; en relacién con esto, en nuestro trabajo
encontramos un aumento de Gardnerella en muestras infectadas por VPH 18 y
Sneathia, Shuttleworthia y Clostridium en pacientes positivas a VPH 31.

Por otra parte, la clasificacion taxondmica de las bacterias a nivel especie es
compleja, debido a que la region V4 del gen 16S no permite discriminar entre ellas
por a la similitud de las secuencias (Johnson, J. S. et al., 2019). A pesar de eso, en
este trabajo se identificd a L. iners como la especie de Lactobacillus dominante en
este cohorte; en concordancia con lo referido en la literatura, donde esta especie es
la mas abundante en mujeres mexicanas (Hernandez-Rodriguez, C. et al., 2011) y
latinas (Ravel, J. et al., 2011). De manera adicional, también se identificaron en

menor proporcion L. jensenii, L. reuteriy L. vaginalis.

En este sentido, el género Lactobacillus fue dominante en mas de la mitad de las
muestras VPH- y solamente en una cuarta parte de las VPH+. Esta dominancia por
Lactobacillus correlaciond negativamente con la alta expresion de algunas citocinas.
Una de éstas fue IL-1B, la cual ha sido asociada a vaginosis bacteriana (Mitchell,
C., & Marrazzo, J., 2014), displasia cervical (Behbakht, K. et al., 2002) y HSIL (Ilwata,
T. et al., 2015). Por otro lado, en ensayos de cultivo celular se ha observado que la
presencia de Afopobium induce una gran liberacion de esta interleucina
(Doerflinger, S. Y. et al., 2014). Cabe destacar que la liberacién de esta citocina en
su forma activa puede deberse a la activacion del inflamasoma NLRP3 o NLRC4 los
cuales son activados tras el reconocimiento de bacterias por distintos PRRs (Netea,
M. et al., 2010). Aunque también se sabe que su liberacién puede ser inducida por
DAMPs (damage-associated molecular patterns) como HMGB1 y S100A8/A9. Estos
han sido asociado a las neoplasias causadas por la infeccion por VPH de alto riesgo
(Escamilla-Tilch, M. et al., 2013; Pang, X. et al., 2014).
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Otra de estas citocinas fue IL-22. En algunos reportes, se ha descrito que existe un
aumento de esta interleucina cuando hay una colonizacion por bacterias como C.
trachomatis, T. vaginalis, N. gonorrhea y E. coli (Sabihi, M. et al., 2020). Ademas,
esta citocina se ha visto aumentada en el suero de pacientes con LSIL (Souza, J.
M. et al., 2013) y CaCU (Zhang, W. et al., 2015). Asimismo, dentro de los pocos
trabajos donde se relaciona a IL-22 con cancer se propone que esta molécula,
mediante la activacion de STAT3, promueve la proliferacion, la metastasis y
disminuye la apoptosis (Eyerich, K. et al., 2017). Con los resultados mostrados se
podria especular que estas citocinas estan asociadas a una microbiota diversa y al

desarrollo de lesiones por VPH.

En contraste, el aumento de MCP-1 correlaciona positivamente con la dominancia
por Lactobacillus. Clasicamente, MCP-1 es una de las principales moléculas
quimioatrayentes de monocitos y células dendriticas; cuya existencia es
considerada normal en el MCV. Se ha observado que su disminucion aumenta la
susceptibilidad a infecciones urinarias (Kirjavainen, P. V. et al., 2009). Aunque
también esta quimiocina ha sido asociada al uso de anticonceptivos hormonales en
mujeres con una microbiota no Lactobacillus-dominante (Molatlhegi, R. P. et al.,
2020). Con esto se podria concluir que los niveles de expresion de estas citocinas
estan ligados a la composicién de la microbiota, mas que a la presencia del VPH en
el MCV.

Por otro lado, independientemente a la composicién microbiana se observé un
incremento en la expresion de IL-21, MIG y CXCL5 en las muestras VPH+. La IL-21
es una citocina principalmente producida por células NK, Trn y TH17. Esta citocina
regula tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa; ademas de tener un
papel importante en la respuesta antiviral (Spolski, R. et al., 2014). Esto concuerda
con los resultados obtenidos ya que hubo un aumento de esta citocina en las
mujeres con infeccion por VPH. Aunque se ha propuesto un papel antitumoral
relacionado a la presencia de IL-21, especificamente en el CaCU el aumento de

esta interleucina se ha asociado a la progresion de lesiones cervicales
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precancerosas no reversibles, ya que su concentracién es mayor en HSIL que en
LSIL (Long, D. L. et al., 2021).

En cuanto a las quimiocinas, MIG induce la migracion de macrofagos, linfocitos
citotoxicos y células NK en respuesta a IFN-y el cual es un mediador de la respuesta
antiviral (Ding, Q. et al., 2016). Esta quimiocina se ha visto aumentada en el MCV
de pacientes con infeccion por VPH (Shannon, B. et al., 2017) lo que concuerda con
nuestros hallazgos. Ademas, se ha observado un aumento de esta quimiocina en el
suero de pacientes con CaCU y se ha propuesto su uso como marcador predictivo
del prondstico de la enfermedad (Zhi, W. et al., 2014). Con respecto a CXCLS5, es
producida principalmente por células endoteliales y monocitos; y su liberacién esta
asociada a la expresion de genes inflamatorios mediada por la activacion de NF-kB
durante fases agudas de inflamacién (Chandrasekar, B. et al., 2003). Su papel
bioldgico radica en la atraccion y activacion de neutrdéfilos; aunque también ha sido
implicado en una serie de enfermedades inflamatorias y en cancer (Walz, A. et al.,
1997; Hu, B. et al., 2018). Adicionalmente, se ha observado la sobreexpresion de
CXCL5 en biopsias y en lineas celulares de CaCU. De la misma forma, su
administracién exdgena in vitro promueve la proliferacion y migracién de células
HelLa (Feng, X. et al., 2018); en tanto que su inhibicidon induce apoptosis en células
HelLa y SiHa (Bai, L. et al., 2020).

En la figura 25, donde se integran todos los resultados, se muestra la interaccion
entre el VPH y la microbiota vaginal en condiciones de eversién glandular. De
manera global, en ausencia del VPH predomina una microbiota Lactobacillus-
dominante, la cual a su vez correlaciona positivamente con la presencia de MCP-1.
En contraste, cuando el VPH esta presente, se observa una menor proporcion de
muestras con microbiota Lactobacillus-dominante y un incremento de bacterias

patogenas lo cual se acompaia de una mayor expresion de citocinas inflamatorias.
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Figura 25. Interacciéon entre VPH y microbiota vaginal. Del lado izquierdo se representa la
composicion del microambiente del endocérvix en ausencia de VPH, en el cual predomina el
género Lactobacillus. Del lado derecho, se observa el incremento de la diversidad bacteriana
dado por bacterias patégenas en presencia de VPH; ademas del aumento en la expresion de
moléculas inflamatorias. Finalmente, en el cuadro central se muestran las moléculas inflamatorias
que correlacionan positiva o negativamente con la microbiota Lactobacillus-dominante
independientemente de la presencia o ausencia del VPH. LD: Lactobacillus-dominante; No LD:
No Lactobacillus-dominante. Figura realizada en Biorender.

De manera adicional, en un trabajo previo en nuestro laboratorio se evalué6 la pro-
IL-18 en tejido glandular evertido (datos no publicados). En ese primer
acercamiento, se observd una mayor cantidad en las muestras VPH+,
especialmente en las VPH 31. En concordancia con ese hallazgo, en el MCV se
encontro una diferencia en la concentracion de IL-18 significativamente mayor en
las VPH 31 comparado contra VPH-. En este sentido, la liberaciéon de la IL-18
madura se puede dar por la activacion de algunos PRRs como los NLRs y los AIM2-
like receptor tras el reconocimiento de bacterias o virus. Su liberaciéon al medio tiene
un papel importante en la defensa contra infecciones ya que acentua la produccion
de IFN-y, 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno por parte de los fagocitos;
ademas de activar a los linfocitos CD8 los cuales participan en la eliminacién de la

infeccion viral (Yasuda, K. et al., 2019).
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Es conveniente destacar que el VPH 31 fue el segundo tipo viral con mayor
incidencia en la cohorte evaluada, a pesar de que la estadistica nacional lo coloca
en el cuarto lugar (Ochoa Carrillo, F. J. et al., 2015). Ademas, estas muestras
tuvieron una gran diversidad bacteriana dada por el aumento de Sneathia,
Shuttleworthia, Pseudomonas, Prevotella, Megasphera, Clostridium y Atopobium.
Estos datos en conjunto sugieren que este subtipo viral esta fuertemente
relacionado con modificaciones al microambiente vaginal, por lo que el papel que
podria desempeniar en el desarrollo y la progresion de lesiones en el epitelio cervical
deberia de ser estudiado a profundidad. Actualmente, existen vacunas que brindan
proteccion contra este tipo viral (Gardasil-9); sin embargo, las vacunas que se

aplican en México no lo incluyen (Cevarix y Gardasil).

En cuanto a la eversion glandular, aunque este estado es referido habitualmente
como normal y que puede llevar a la adquisicion de ITS, con nuestros datos se le
deberia considerar como factor de riesgo para la disbiosis vaginal. Asimismo, debido
a que la mayoria de las citocinas no tuvieron una diferencia significativa en
presencia o ausencia del VPH, se podria especular que la eversion glandular es un

factor adicional que condiciona el microambiente vaginal.

Finalmente, es notable remarcar las limitantes que tuvo este estudio. En primer
lugar, en el cuestionario que se proporcionoé a las pacientes, no se recabd la
informacion referente a la fecha de la ultima menstruacién ni de la ultima relacién
sexual. Estos dos factores pueden influir en los resultados de la secuenciacion de
la microbiota vaginal. Ademas, aunque se interrogé acerca de la exposicion a
infeccion por Herpes virus (HSV) o VIH, no se realizaron pruebas moleculares que
determinaran su presencia. Adicionalmente, el estatus de BV no fue evaluado

mediante el sistema de puntuacion de Nugent y la medicién del pH del MCV.

Como perspectiva, debido a las variaciones en la microbiota entre individuos, seria
importante analizar una cohorte mas grande, ademas de realizar un estudio
longitudinal. Esto permitiria entender mejor la compleja relacion entre la infeccidn
por VPH, la microbiota y la respuesta inflamatoria local en el desarrollo y la

progresion de lesiones cervicales.
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9. Conclusiones

A partir de los datos presentados en este trabajo, se puede corroborar que la
eversion glandular podria ser un factor de riesgo para adquirir una infeccion por VPH
ademas del numero de parejas sexuales. Se evidenci6 que el 56% de las muestras
fueron positivas para VPH, de las cuales el 85% contaba con subtipos considerados
de alto riesgo. Cabe mencionar que el segundo subtipo con mayor incidencia fue
VPH 31; la relevancia de este hallazgo radica en que este tipo viral esta

estrechamente asociado al desarrollo de cancer, al igual que VPH 16 y VPH 18.

En cuanto a la deteccion del VPH en el moco cérvico-vaginal, se prob6 que la PCR,
el ELISA y la MET se pueden utilizar para este fin, aunque con distintos grados de
eficacia; con el uso combinado de metodologias se puede obtener un resultado mas
certero. El empleo rutinario de estas metodologias para la deteccion de VPH en
MCV podria ser una buena herramienta de diagnéstico temprano no invasivo

gracias a la facilidad de obtencién de la muestra.

Finalmente, con los resultados obtenidos con la secuenciacion y la citometria se
demostré que la infeccion por VPH esta acompafiada de cambios en la microbiota
vaginal y el microambiente inflamatorio. Lo cual sugiere que la eversiéon glandular
en conjunto con la inflamacion crénica, la infeccidn persistente por VPH y la disbiosis

podrian condicionar el desarrollo de lesiones en el endoceérvix.

10. Perspectivas

e Evaluar una cohorte mas grande y realizar un estudio longitudinal.

¢ Incluir a mujeres sin eversién glandular para considerarlas controles.

e En el cuestionario sobre factores de riesgo incluir preguntas sobre el nivel
socioecondmico, realizacion de lavados vaginales y el uso terapias de
reemplazo hormonal.

e Medir el pH del moco cérvico-vaginal y evaluar la disbiosis mediante la
escala de Nugent.

e Realizar pruebas moleculares para la deteccion de VIH y HSV.
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12. Anexos
1. Soluciones

PBS 1X
NaCl 849
KCI 0.2g
Na2PO4 144 ¢
KH2PO4 0.24 g

Diluir en 800 ml de agua destilada, ajustar pH a 7.4 y aforara 1 L.

TBE 1X
Tris-Base 545¢
Acido Bérico 2.78 g
EDTA 0.37g

Diluir en 800 ml de agua destilada, ajustar pH a 8 y aforara 1 L.

TBS 1X
Tris-HCI 6.05¢g
NaCl 8.76 g

Diluir en 800 ml de agua destilada, ajustar pH a 7.5 y aforara 1 L.

2. Abundancia relativa a nivel phylum

Filum

VPH 16

p_Actinobacteria 17.95% 27.60% 39.79% 15.31%
p_Bacteroidetes 3.49% 4.31% 5.20% 5.28%
p_Firmicutes 71.64% 47.81% 50.07% 49.51%
p_Fusobacteria 0.6% 3.35% 3.09% 16.03%
p_Proteobacteria 6.32% 16.93% 1.85% 13.87%

Tabla 6. Abundancia relativa a nivel phylum por tipo viral.

3. Abundancia relativa a nivel género

Genero

g_Aerococcus 0.089%

0.189%

0.001%

0.015%

g_Agrobacterium 0.092% 0.000% 0.025% 0.877%
g_Alloscardovia 1.298% 0.000% 0.004% 0.000%
g_Anaerococcus 1.185% 1.063% 0.035% 2.304%
g_Arcanobacterium 0.139% 0.289% 0.277% 0.020%
g_Atopobium 2.174% 10.994% 3.350% 10.544%
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g_Clostridium
g_Dialister
g_Finegoldia
g_Fusobacterium
g_Gardnerella
g_Gemella
g_Lactobacillus
g_Megasphaera
g_Mobiluncus
g_Moryella
g_Mycoplasma
g_Ochrobactrum
g_Parvimonas
g_Peptococcus
g_Peptoniphilus

g_Peptostreptococcus

g_Porphyromonas
g_Prevotella
g_Pseudomonas
g_Shuttleworthia
g_Sneathia

g_Stenotrophomonas

g_Streptococcus
g_Ureaplasma

Tabla 7. Abundancia relativa a nivel género por tipo viral.

0.028% 0.001% 0.000% 1.219%
0.063% 0.142% 0.015% 0.189%
0.012% 0.172% 0.009% 0.013%
0.014% 0.000% 0.010% 0.815%
14.144% 16.048% 35.996% 3.731%
0.031% 0.024% 0.000% 0.033%
67.415% 40.702% 42.019% 36.933%
0.033% 2.007% 0.181% 2.066%
0.008% 0.044% 0.001% 0.910%
0.035% 0.129% 0.003% 0.082%
0.231% 0.086% 0.003% 0.024%
0.169% 0.798% 0.068% 1.407%
0.059% 0.509% 0.604% 0.640%
0.044% 0.064% 0.000% 0.028%
0.183% 0.588% 0.207% 0.342%
0.217% 0.549% 0.001% 0.914%
0.053% 0.114% 0.001% 0.151%
3.431% 4.059% 5.184% 5.216%
0.740% 16.642% 0.040% 9.941%
0.028% 0.048% 0.151% 2.131%
0.584% 3.459% 3.092% 15.896%
5.302% 0.022% 1.691% 2.024%
1.822% 0.944% 6.600% 1.448%
0.376% 0.313% 0.432% 0.089%
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