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RESUMEN

MODULACION DE LA METILACION DEL ADN EN LESIONES PRECANCEROSAS
ASOCIADAS AL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN CAVIDAD ORAL

Antecedentes: Estudios desarrollados en las ultimas décadas han evidenciado al VPH
como un agente carcinogénico en cavidad oral. Se ha observado que el VPH actua
como factor epigenético produciendo alteraciéon en la metilacién del ADN siendo clave
para la transformacién maligna de las lesiones precancerosas de cavidad oral. Las
alteraciones en los patrones de metilaciéon inducen cambios en la respuesta inmune, la
regulacion del ciclo celular y el crecimiento celular. Objetivo: Identificar la metilacion del
ADN por VPH en lesiones precancerosas de la cavidad oral. Métodos: Se evaluaron
40 muestras de cavidad oral con diagnéstico clinico e histolégico de lesidon
precancerosa. Se realiz6 inmunohistoquimica para positividad de p16, asi como la
identificacion y genotipificacion de virus de papiloma humano (VPH) para determinar los
grupos. Se realizaron librerias gendémicas de secuenciacion de bisulfito reducida y
representativa (RRBS) y se realizd analisis bioinformatico para determinar porcentaje
de metilacion de islas CpG por grupo e identificacion de genes metilados. Resultados:
El 70.7% de las muestras evaluadas presentaron positividad para p16 y un 48.7% de
muestras VPH (+). Se identificaron 15 genotipos de alto riesgo siendo el mas comun el
genotipo VPH 16. El grupo VPH(+) p16(+) muestra niveles mas bajos de metilacion
comparado con el grupo VPH(-) p16(+) (p=0.0001), Los grupos evaluados muestran
una diferencia significativa entre los genes hipometilados e hipermetilados con un valor
p=0.0001. Las diferencias de metilacién segun el componente celular, segun el proceso
de metilacién, segun la funciéon molecular y segun los genes diferencialmente metilados
entre los dos grupos, arrojan un valor p = 0.005. Los genes diferencialmente metilados
asociados a la regulacion de interferones fueron DHX58, DDX58, NLRP4, IRF7,
TOR1A, MSX1 observandose una regulacion positiva y negativa del INF que podria
estar asociados a las oncoproteinas virales E5 y E7. Existe una metilacién diferencial
en la via de sefalizacion MAPK lo que puede estar relacionado conla sobrevida de los
queratinocitos evadiendo la apoptosis. Conclusiones: El VPH modula diferencialmente
el grado de metilacién del DNA en lesiones precancerosas de cavidad oral. Palabras
Clave: lesion precancerosa, cavidad oral, virus del papiloma humano, metilacion del
ADN.



ABSTRACT

MODULATION OF DNA METHYLATION IN PRECANCEROUS INJURIES
ASSOCIATED WITH THE HUMAN PAPILLOMA VIRUS IN THE ORAL CAVITY

Background: Studies developed in the last decades have shown HPV as a carcinogenic
agent in the oral cavity. It has been observed that HPV acts as an epigenetic factor
causing alteration in DNA methylation, thus being a key factor in the malignant
transformation of precancerous lesions of the oral cavity. Alterations in methylation
patterns induce changes in the immune response, regulation of the cell cycle and cell
growth. Aim: Identify DNA methylation by HPV in precancerous lesions of the oral cavity.
Method: 40 oral cavity samples with clinical and histological diagnosis of precancerous
lesion were evaluated. Immunohistochemistry was performed for p16 positivity, as well
as the identification and genotyping of human papilloma virus (HPV) to determine the
groups. Genomic libraries of reduced and representative bisulfite sequencing (RRBS)
were created and bioinformatic analysis was performed to determine the percentage of
CpG island methylation by group and identification of methylated genes. Results:
70.7% of the samples evaluated were positive for p16 and 48.7% for HPV(+). 15 high-
risk genotypes were identified, the most common genotype being HPV 16. The HPV (+)
p16 (+) group shows lower levels of methylation compared to the HPV (-) p16 (+) group
(p = 0.0001). The groups evaluated show a significant difference between
hypomethylated and hypermethylated genes with a value p = 0.0001. The methylation
differences according to the cellular component, according to the methylation process,
according to the molecular function and according to the differentially methylated genes
between the two groups, give a value p = 0.005. The differentially methylated genes
associated with the regulation of interferons was DHX58, DDX58, NLRP4, IRF7,
TOR1A, MSX1 looking a positive and negative regulation of INF that could be associated
with the viral oncoproteins E5 and E7. The differential methylation in the MAPK signaling
pathway, may be related to the survival of keratinocytes, evading apoptosis.
Conclusions: HPV differentially modulates the degree of DNA methylation in
precancerous lesions of the oral cavity. Key Words: precancerous lesion, oral cavity,
human papilloma virus, DNA methylation.
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INTRODUCCION

El carcinoma escamo celular de cabeza y cuello se ubica como el sexto cancer en frecuencia a
nivel mundial [Warnakulasuriya S, 2009] y llega a representar entre el 80 al 90% de todos los
canceres localizados en esta zona [Johnson & Jayasekara, 2000], este ha sido atribuido a
factores de riesgo como el tabaco y alcohol, sinembargo existe un porcentaje de estos

carcinomas que se desarrollan en pacientes cuyo factor de riesgo es el VPH [Zhu, et al. 2012].

Investigaciones realizadas en las ultimas décadas han evidenciado al (VPH) como un potencial
agente carcinogénico de vias aerodigestivas altas que incluyen la cavidad oral [Reuschenbach,
2013. Gillison et al., 2000, Kreimer et al., 2005, Gillison et al., 2014]. La IARC en el afio 2009 lo
reconoce como un agente causal de cancer oral particularmente asociado al genotipo VPH16.
A nivel mundial se ha reportado una prevalencia del VPH asociado a cancer de cavidad oral en
un 20.2% [Isayeva et al, 2012], asi como un 19.9% en lesiones pre malignas [Giovannelli et a/
2002].

Dentro de los estudios de inmunohistoquimica utilizados para evaluar el potencial carcinogénico
del VPH asi como el prondstico, la sobreexpresion de la proteina p16INK4a ha sido una de las
mas estudiadas, demostrando que este se asocia a casi todos los carcinomas escamocelulares
positivos para VPH, indicando que el virus es transcripcionalmente activo [Woo SB, Cashman
EC, Lerman MA, 2013].

En la actualidad algunos estudios han observado que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
producen alteraciones en la metilacion del ADN y representan un papel clave en la
transformacién maligna de las lesiones precancerosas, estos cambios conllevan al
silenciamiento de genes supresores de tumores y a la sobreexpresion de oncogenes. A
diferencia de las células normales, las células cancerosas exhiben alteraciones en los patrones
de metilacién que inducen cambios en la regulacién del ciclo y el crecimiento celular [Lechner et
al., 2013].

Los cambios de metilacion del ADN en las células cancerosas, se localizan principalmente en
los dinucleétidos CpG. La hipometilacion y la hipermetilacion ocurren en sitios especificos del
genoma, pero éstos son diferentes dependiendo del tipo de células cancerosas, sugiriendo una

etiologia distinta, y el hecho de que ambas situaciones pueden preceder a la malignidad, indica



gue no son una simple consecuencia del proceso neoplasico [Guerrero-Preston et al., 2009]. La
hipometilacion es un evento temprano de la transformacion celular que puede observarse en el
genoma de células pre neoplasicas y la hipermetilacion de los genes supresores tumorales,
también se han descrito en lesiones pre neoplasicas apoyando la hipétesis de que las
alteraciones epigeneticas son eventos tempranos en la carcinogénesis [Jones & Baylin, 2002;

Guerrero-Preston et al., 2009].

El propésito de este estudio es demostrar como el VPH como factor epigenetico, puede modular
la metilacion del ADN en lesiones que clinicamente se diagnostican como precancerosas en la

cavidad oral, y que histoldgicamente presentan algun grado de displasia.



2. MARCO TEORICO

2.1. EPIDEMIOLOGIA DEL VPH EN LESIONES DE CAVIDAD ORAL

En la actualidad el cancer de cabeza y cuello constituye un importante tema de salud teniendo
en cuenta, que su incidencia anual ha tenido un incremento importante durante las ultimas tres
décadas. Algunos estudios afirman que dichas lesiones representan el quinto cancer mas comun
y la sexta causa de mortalidad en el mundo [Goon et al., 2009]. Aunque se considera que el
cancer oral es una enfermedad de etiologia multifactorial, de forma interesante estos tumores se
estan desarrollando en pacientes sin antecedentes de tabaquismo y alcohol, argumentando la
presencia de un agente etioldgico adicional como el virus del papiloma humano (VPH) [Rautava
& Syrjanen, 2011].

Se ha establecido que la presencia de VPH en los carcinomas orales, tienen una alta asociacion
con los tipos virales causantes de cancer cervical y La Agencia Internacional de investigacion
del cancer [IARC, 2007] ha reconocido al VPH como un factor etiolégico para el desarrollo de

esta neoplasia en cavidad oral.

A nivel mundial varios estudios, han reportado la presencia del VPH en lesiones orales. A este
respecto Kreimer et al, en el 2005, encontraron una prevalencia de VPH del 25.9% [95% IC 24.7-
27.2] luego de evaluar 4,195 muestras de carcinomas de cabeza y cuello siendo
significativamente mas alta en la orofaringe (35,6% de los 969 casos) que en el resto de la
cavidad oral (23.5% de los 2642 casos), y el genotipo VPH 16 el mas prevalente en Norte

América comparado con de Europa y Asia [Kreimer, 2005].

En Latinoamérica la frecuencia de VPH en cancer oral ha sido reportado entre el 27.4 al 60%
[Ibieta, 2005; Premoli-De-Percoco, 2001], de igual manera en lesiones premalignas se reporta
una prevalencia entre el 17% y 80% para el genotipo VPH16 [Agrawal et al. 2013.; Syrjanen et
al., 2011], y una prevalencia del 86% para el genotipo VPH-18 [Giovannelli et al., 2002].
Adicionalmente, Jayaprakash en el 2011 reporté un aumento en la deteccién de VPH-16/18 en
lesiones con displasia y cancer invasivo comparado con biopsias de tejido sano sin observar
diferencia entre los genotipos 16 y 18 para los casos de displasias moderadas y severas. Babiker

en el 2013 reporta presencia de VPH de alto riesgo 16 y 18 en lesiones de cancer oral en un



4porcentaje de 66.7% siendo mas prevalente el VPH 16.

Otros estudios han reportado presencia de genotipos virales entre un 17% y un 80% en lesiones
como liquen plano oral y leucoplasia comparandolas con mucosa de tejido sano. [Syrjanen S et
al., 2011].

2.2 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El virus del papiloma pertenece a la familia Papillomavaviridiae, son virus desnudos que miden
entre 52 a 55nm de diametro, cubiertos por una capside icosaédrica y un genoma de DNA de
doble cadena circular, que mide alrededor de 8.000pb [Martin-Hernan et al., 2013]; su capside
esta conformada por dos proteinas, L1 como estructura primaria, donde cada particula viral
contiene 360 copias, organizadas en 72 capsomeros y L2 se encuentra en menor proporcion
que la anterior, localizadas en el centro de cada capsémero pentavalente en los vértices del
virion [IARC, 2005; Smith et al., 2008].

2.2.1 ORGANIZACION DEL GENOMA DEL VPH

El genoma del virus del papiloma humano (figura 1, tabla 1), se encuentra organizado en ocho
genes principales que codifican en una sola cadena de ADN viral, dispuesto en bloques
separados que consisten en regiones de lectura abierta ORF, (Open Reading Frame), regiones
designadas como genes tempranos (E) y tardios (L). Los genes tempranos codifican para
proteinas relacionadas con la replicacion (E1), transcripcion (E2) y transformacion celular (ES,
E6 y E7), y los tardios codifican proteinas de la capside (L1 y L2). Ademas poseen una region
denominada region reguladora ascendente (URR) o region larga de control (LCR) que contiene
secuencias para la replicacion y expresion genética del VPH [Mcmurray H et al., 2001; Fragoso
et al., 2012; Lopez-Saavedra, 2006]. Las proteinas E6 y E7, productos de la region temprana,

son las encargadas de inmortalizar la célula hospedera y del proceso carcinogénico.



E2 E2E1 SP1EX E2 TATA P97
TH ! 0 0 e

1567 S84

Regulacién de la Disrupcion del
expresion de los genes y) /’ ciclo celular
wirales y replicacion viral ™ ps3

Ensamblaje
capside viral

PAE Replicacion del
ADN viral
Transporte
vesicular y Ex i
d . presion
liberacién Ensamblaje y

enética
liberacién de E

viriones

Figura 1 Genoma del virus de papiloma humano tipo 16. Genes E1 y E2, que regulan la replicacion y la transcripcion viral; la
region constituida por los genes E5, E6 y E7, que codifican proteinas con alto poder oncogénico; la regionLCR o Long Control
Region, en donde se localizan las secuencias de ADN que contienen los promotores y sitios de iniciacion de replicacion del
genoma viral, y la region conformada por los genes estructurales L1 y L2, que codifican las proteinas que forman la capside.
Figura adaptada de Human papillomavirus and cervical cancer [Schiffman et al., 2007]

Tabla 1. Genes del VPH y sus principales funciones.
GEN FUNCION DE SUS PRODUCTOS

ATPasa y ADN helicasa reconoce y esta unido al origen viral de replicacién
E1 de ADN como un complejo hexametrico. Participa en el inicio de la

replicacion y transcripcion del DNA viral

Proteina reguladora de la transcripcion viral génica, se une al promotor viral
E2 transcripcional como un dimero y actua como auxiliar en el proceso de la

replicacién del ADN viral. Interactua y recluta a la proteina E1

Actua tardiamente en el ciclo vital viral, interactia con la queratina del cito
E4 esqueleto y los filamentos intermedios rompiendo la cito queratina de la

célula. Facilita el ensamblaje del virus y su liberacion.

Proteinas de transformacién de membrana, interactia con receptores del
E5 factor de crecimiento y otras proteinas quinasas. Induce la proliferacion

celular no programada.

Proteina de transformacion, tiene como blanco la degradacion de p53.

Induce la sintesis de ADN, induce telomerasa, previene la diferenciacion
E6 celular. Interactia con 4 clases de proteinas celulares: co-activadoras,

transcripcionales, proteinas implicadas en polaridad de células y motilidad,

asi como supresores tumorales e inductores de apoptosis.

Proteina de transformacion, se une a la proteina de retinoblastoma (Rb).

Induce la proliferacién celular no programada, interactia con factores de
E7 transcripcion y enzimas remodeladoras de cromatina, activa los reguladores

positivos del ciclo celular e inhibe reguladores negativos y supresores de

tumores, desestabiliza centrosomas y causa defectos mitéticos.




Principal proteina viral estructural. Se autoensambla en capsomeros y
L1 capside. Interactia con L2, con receptores celulares y contiene epitopos

neutralizadores.

Proteina viral estructural menor, facilita el ensamblaje del virién. Interactua

L2
con receptores de membrana celular.

El gen E1 es el mas grande y de los mas conservados del VPH, presenta una secuencia de 2
Kb y la proteina de 67.5 a 76.2 kDa. [Fouts & Yu, 1999; Liu & Kuo, 1998]. E1 se une al origen
de replicacion, a una secuencia palindromica de 18 pb rica en Ay T que se halla en la region
LCR, formando hexameros y dobles hexameros. El hexamero rodea al ADN de modo que el
sustrato pasa a través del centro del anillo hexamerico. La union de E1 al sitio de origen causa
una curvatura, critica para el correcto ensamblaje del complejo de iniciacion y para las primeras
etapas del desenrrollamiento de la doble hélice. [Gillitzer et al., 2000]. La unién de E1 a su sitio
en la LCR depende a su vez de su acoplamiento con la proteina viral E2, la cual aumenta la

especificidad de E1 por su secuencia, asi como su capacidad para desenrollar la doble hélice.

El gen E2, de aproximadamente 1100 pb, codifica para una proteina nuclear de 45 kDa. La
proteina E2 reconoce la secuencia palindromica ACCNeGGT, la cual se encuentra en multiples
copias dentro de la region larga de control del genoma virico, funcionando como un activador de
la transcripcion. E2 contiene dos dominios funcionales, el dominio N-terminal de
aproximadamente 200 aminoacidos (aa), y su funcién es importante en la activacion de la
transcripcioén, y el dominio C-terminal de aproximadamente 100 aa que interviene en la unién al
ADN vy su dimerizacién. Ambos dominios se unen entre si por una region denominada region de
bisagra, su secuencia es variable entre los diferentes genoripos de VPH [McBride, 1997; Hegde,
2002]. La replicacion del genoma del VPH requiere solamente de E1y E2, pero el mantenimiento

estable en queratinocitos normales requiere la expresion de E6 y E7. [Watts KJ et al., 2001].

E2 también tienen una funcion anti proliferativa cuando reprime el crecimiento e induce
apoptosis, ya sea por la represion de la transcripcion de E6 y E7, o por el aumento de P53
[Demeret et al., 1997; Desaintes et a.l, 1997], y provoca detencion en la fase del ciclo celular
G1 por medio de la activacion del complejo p21/ WAF, inhibidor del complejo ciclina E/CDK2lo

que conlleva a la célula transformada por VPH a senescencia [Desaintes et al., 1999].

La secuencia codificante del gen E4 es de aproximadamente 260 pb, y esta contenida dentro

del marco de lectura de E2. La proteina E4 se expresa de manera abundante durante las etapas
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tardias del ciclo viral y la replicacion vegetativa del ADN viral [Doorbar et al., 1998; Breitburd,
1987] y precede la sintesis de las proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de las
particulas virales. La proteina E4 se localiza en parte en los filamentos intermedios de queratina
del citoplasma cuando hay cambios epiteliales causados por VPH 16, E4 causa el colapso de
dichas queratinas y esto se ha relacionado con la liberacion de los viriones. E4 regula los niveles
de la proteina nuclear E2 para facilitar la amplificacién del genoma viral y la expresién de

proteinas tempranas [Doorbar, 2013].

El gen E5 de aproximadamente 230 a 250 pb codifica una proteina de un peso molecular de 14
kDa. Esta implicado con la transformacion celular, regulando la actividad de los receptores de
los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o el derivado de
las plaquetas (PDGFR) [Zheng & Baker, 2006]. E5 es una proteina transformadora que induce
a alteraciones en la actividad biolégica normal y a la evasion de la respuesta inmune. En las
infecciones con VPH-AR (Alto Riesgo) como el genotipo VPH 16, el EGFR se incrementa de 2
a 5 veces en los queratinocitos, lo que conduce a la proliferacion celular, desempenando un
papel en la expansion del numero de queratinocitos infectados por VPH [Belleudi et al., 2011].
Durante la infeccién temprana, E5 inhibe la muerte celular programada y produce alteracion de
las respuestas inmunes, innata y adaptativa. La proteina E5 parece disminuir la regulacion del
MHC clase | (MHC-1) [Cortese et al., 2010].

El gen E6 codifica una proteina de 150 aminoacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa. La
proteina coopera con E7 para la plena capacidad transformante e inmortalizante. E6 se expresa
muy tempranamente durante una infeccion por VPH ayudandole a cumplir varias funciones que
alteran el ambiente celular, como el bloqueo de la apoptosis mediante la ubiquinizacion y
degradacién de la proteina p53 y el incremento de la vida celular por la sobre activacion de la
telomerasa [Hengstermann, 2001; Mantovani & Banks, 2001]. Para ello E6 requiere a la proteina
celular asociada a E6 (E6- AP) que reemplaza a Mdm2, que en células normales no infectadas
es quien degrada a P53. Este cambio reduce dramaticamente la vida media de P53 (desde 3
horas hasta 20 minutos). Las proteinas E6 de los VPH de bajo riesgo (E6-BR) no se unen a P53,
o lo hacen débilmente y no lo degradan. Por tanto la modulacion de los niveles de P53 por parte
de E6 es importante para una infeccion productiva. Asi mismo se ha observado que E6
interactua con Bak, una proteina proapoptética que se expresa en altos niveles en las capas

superiores del epitelio en diferenciacion [Oh ST et al., 2004].



El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de cerca de 100
aminodacidos y un peso molecular de 10 kDa. E7 tiene la mayor capacidad transformante y actua
mediante la unién a proteinas celulares supresoras de tumores de la familia pRB, que controla
la replicacion celular y que a su vez interactuan con factores de transcripcion de la familia E2F.
La union de E7 a la forma activa de pRB conduce a la liberacion de los factores de transcripcion
E2F, lo que promueve el progreso de la fase S del ciclo celular y por tanto la replicacién celular
[Oh ST et al., 2004].

E7 también se asocia con otras proteinas tales como desacetilasas de histonas, factor de
transcripciéon AP1 e inhibidores de los complejos CDK, como p21 y p27. Como resultado de la
liberacion de E2F se expresa la Ciclina E, importante para el progreso de la fase S. Estas
interacciones inducen multiples respuestas celulares, incluyendo la estabilizacion de P53 que
normalmente contrarrestaria esta replicacion celular, anormalmente estimulada, mediante el
incremento de la apoptosis. Sin embargo la proteina E6-AR degrada a P53 y por tanto bloquea

esta respuesta celular [Mantovani & Banks, 2001; Miinger, 2004].

La proteina L2 posee 43 a 53 kDa, representando la menor proporcion de la capside viral, que
junto a L1, se producen en células que expresan E4. La proteina mayoritaria L1, de 57 kDa
conforma cerca del 80 % de la capside y se expresa después de L2. La capside esta constituida
por 360 copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2, organizados en 72 capsomeros de
una particula icosaedral. La proteina L2 se acumula en estructuras nucleares conocidas como
dominios oncogénicos de la proteina de leucemia pro-monocitica (PML) durante el ensamble del
virus y atrae a L1 hacia estos dominios. Se ha sugerido que estos cuerpos PML son el sitio de
la replicacion del ADN viral y que las proteinas de la capside se acumulan en este sitio para

facilitar el empaquetamiento [Doorbar, 2013].

La region larga de control (LCR) es un segmento gendmico, que no contiene marco de lectura
alguno. Puede dividirse en 3 partes: el promotor temprano, el amplificador o enhancer, de
alrededor de 230 pb y la region mas alejada del 5’. Numerosos factores celulares y virales
interaccionan con esta regidon, como son las proteinas virales E1 y E2 las cuales modulan la

actividad transcripcional y la replicacién del virus.

El VPH tiene predileccion por células epiteliales de superficies cutaneas y mucosas, teniendo la

capacidad de infectar y causar lesiones como verrugas comunes hasta neoplasias y cancer



invasivo [Kreimer et a.l, 2005], fijdAndose primero a proteinas como a-6 integrina y heparan —
sulfato [Evander et al., 1997; Giroglou et al., 2001; Yoon et al., 2001].

Existen varios géneros para esta familia, de los cuales s6lo Alpha-papillomavirus, Beta-
papillomavirus y Gamma-papillomavirus infectan humanos. Los VPH que tienen preferencia por
tejidos mucosos infectan las células epiteliales basales de la boca, garganta, tracto respiratorio
o epitelio ano-genital y en cualquiera de ellos el VPH de alto riesgo podria dar origen a un

proceso carcinogénico [Giovannelli et al., 2002].

2.3 PATOGENESIS DE LA INFECCION POR VPH

La historia natural de la infeccién por VPH-AR implica la penetracién de las particulas virales en
la capa basal de la mucosa a través de micro abrasiones y la replicacion del VPH en una forma
episomal, que conduce a la expresion de las seis proteinas virales tempranas (E1, E2, E4, E5,
E6 y E7) y de las dos proteinas tardias (L1, L2) (Fig 2) Las proteinas E5, E6 y E7 corresponden
a los oncogenes virales y su expresion induce la inmortalizacion del virus y transformacién de la
célula. E6 y E7 inactivan p53 y Rb respectivamente, mientras que E5 contribuye a la progresion
del tumor y al expresarse sola, podria exhibir un débil potencial de transformacién. E5 también
contribuye con los mecanismos de immunoescape y en la via de receptores para los factores de
crecimiento EGFR y KGFR [Jayaprakash et al, 2011] . Una lesion persistente y sin tratar logra
integrar el ADN del VPH-AR al genoma del huésped, seguido de una interrupcion del gen E2, la
pérdida del gen E5 y aumento de las proteinas E6 y E7.

El VPH infecta la lamina basal del epitelio escamoso estratificado compuesta por células en
constante actividad mitética que son consideradas reservorio para las regiones suprabasales,
luego el ciclo de vida del VPH y su expresion proteica se relaciona directamente con la
diferenciacion de la célula infectada. La unién ocurre a través de receptores celulares
principalmente heparan sulfato as -integrina. El heparan sulfato actia como mediador inicial del
virus en la célula, permitiendo a las particulas virales entrar a través de endocitosis. Una vez
dentro de la célula hospedera, el ADN viral se replica a medida que la capa basal se diferencia
y migra a la superficie del epitelio. Mientras el virus se encuentra en la capa basal se mantiene
en estado episomal con pocas copias de ADN y utiliza la maquinaria celular para la replicacion

de su genoma, cuando la célula se va diferenciando el virus aumenta su tasa de replicacion y



comienza a emsambalr las proteinas L1 y L2 relacionadas con la capside [Martin-Hernan et al.,
2013].
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Fig. 2. Funciones de las células normales, asi como de las células infectadas por virus del papiloma humano (VPH)
durante la diferenciacion. (Tomado de De la Cruz Hernandez et al., 2004)

La replicacion del ADN viral comienza con la interaccién de los factores de transcripcion de la
célula con la region LCR del virus, los genes virales E6 y E7 son los primeros en ser transcritos
[Babiker et al., 2013], la proteina E6 se une con una proteina celular denominada proteina
asociada a E6 (E6AP) que cumple una funcién de ubiquitina ligasa [Narisawa-Saito, Mako,
2007]. E6 aumenta la afinidad de E6AP por p53 promoviendo la rapida degradaciéon de p53
mediante un complejo enzimatico de ubiquitinizacion, lo que inactiva las funciones de p53, entre
las que se encuentran: regular el ciclo celular mediante arresto en etapa G1, mediar procesos
de apoptosis e intervenir en la reparacion del ADN, regular la expresién de ErbB2 y estimular
otros genes supresores de tumores como Notch1 [Babiker et al., 2013; Buck et al., 2005]. Por
otra parte, la proteina E7 viral se puede unir a la forma hipofosforilada de la proteina
retinoblastoma (Rb) [IARC, 2005; Martin-Hernan, 2013; Ibieta, 2005], esta uniéon rompe el
complejo entre Rb y el factor de transcripcion E2F-1, por lo que E2F-1 queda libre y se une a
promotores de genes necesarios para que la célula entre en fase S del ciclo celular y asi
comenzar su transcripcion. Sin duda el principal factor para el desarrollo de las lesiones es la

sobre-expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7. (Figura 3)
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La proteina E5 induce un incremento en la actividad de proteinas quinasas, principalmente
receptores; viéndose aumentada la respuesta celular para los factores de crecimiento y de
diferenciacion, resultando en una proliferacién continua y diferenciacion retardada de la célula
epitelial anfitriona [IARC, 2007]. La transcripcion de E1 que posee una actividad de helicasa
separa las hebras de ADN y permite la unién del complejo de replicacion, la transcripcion de la
proteina E2 bloquea la transcripcion de E6 y E7, permitiendo que E1 se una al origen de la
replicaciéon del virus [Buck et al., 2005], iniciando la replicacion del ADN viral en forma extra

cromosomal, en conjunto con la fase S del ciclo celular.

Las proteinas de la capside L1 y L2 junto con la proteina E4 ensamblan el viriéon completo, esto
sucede en las capas superiores del epitelio sin producir lisis celular [IARC, 2007]. La proteina
E4 induce el colapso de la red de queratina de las células epiteliales, lo que favorece la liberacién

de los viriones ya ensamblados. [Buck et al., 2005].

Los VPH-AR tienen la capacidad de romper su habitual estado circular, especificamente en la
region que codifica a E2 para poder integrar su genoma a la célula hospedera. Al romperse la
secuencia que codifica para E2 se detiene la retroalimentacion negativa que esta proteina tiene
sobre la transcripcién de E6 y E7, favoreciendo su produccion sin un elemento regulatorio,
provocando la inmortalizacion de la célula. Las altas tasa de proliferacién celular y falta de
apoptosis comienzan a generar inestabilidad gendmica de la célula hospedera lo que conlleva

al desarrollo de cancer [Giovannelli et al., 2002].
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Figura 3. Mecanismo de accion carcinégena del VPH de alto riesgo. Tomado de Contreras & Venegas, 2015.
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2.4 LESIONES ORALES ASOCIADAS A INFECCION DE VPH

Existen lesiones en cavidad oral que pueden estar relacionadas con la presencia de VPH y a las
que se les debe prestar atencién al momento de identificarlas y tratarlas. Dentro de estas
lesiones estan: papiloma, condiloma acuminado, verruga vulgar, hiperplasia epitelial,
leucoplasia, liquen plano y carcinoma. [Serena-Gomez et al., 2011] Estan deberan ser

diagnosticadas segun los criterios de la OMS (Tabla 2)

Tabla 2. Criterios usados para diagnosticar displasia segun OMS.Tomado de Warnakulasuriya (2008)

CAMBIOS EN LA ARQUITECTURA CAMBIOS EN LA CELULA
Estratificacion epitelial irregular Cambio en el tamafio nuclear (anisonucleosis)
Pérdida de la polaridad de las células basales Cambio anormal en la forma nuclear (pleomorfismo
nuclear)

Hiperplasia de células basales Cambio anormal en el tamario celular (anisocitosis)

Crestas epiteliales en forma de gota Cambio anormal en la forma celular (pleomorfismo
celular)

Incremento en el numero de figuras mitéticas Aumento del radio nucleo-citoplasma

Mitosis superficiales anormales Aumento del tamafio nuclear

Queratinizacion prematura de células solas Figuras mitéticas atipicas

(disqueratosis)

Perlas de queratina entre crestas epiteliales Aumento en numero y tamaiio del nucleo
Hipercromasia

2.5 p16(INK4A) COMO MARCADOR DE LESIONES ORALES ASOSCIADAS A VPH

La proteina p16(INK4A) esta codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A quinasa
dependiente de ciclina y esencialmente, un regulador del ciclo celular. p16(INK4A) regula
negativamente la proliferacion celular mediante la supresion de pRb. La pérdida de p16(INK4A)
por delecidon homocigota del gen, mutacién, o hipermetilacion se ha demostrado en variedad de
tumores incluyendo el 54-82 % de los canceres de cabeza y cuello. En contraste, los canceres
relacionados con el VPH-16 se caracterizan por sobre expresidon de p16(INK4A) como
consecuencia de la transcripcion de E7. Es asi como algunos autores reportan la sobreexpresion
de la proteina p16 en un porcentaje hasta del 90% en los carcinomas de cabeza y cuello
asociados a VPH AR. [Woo et al., 2013; Agrawal et al., 2013; Darragh et al., 2012]. Se ha
observado una fuerte correlacién entre la sobreexpresion de p16(INK4A) vy el cancer de oro
faringe asociado a VPH y varios autores han sugerido que p16(INK4A) medido por
inmunohistoquimica (IHC) puede ser utilizado como un marcador de VPH que se encuentra
activo y que colabora en la estratificacion de la enfermedad [Ibieta, 2005; Pfister et al., 2011].
Se ha reportado un aumento del 38%, 68% y 82% de la p16(INK4A), con respecto a lesiones

clasificadas como displasia leve, moderada y severa respectivamente, indicando que
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p16(INK4A) también tiene un alto valor pronostico [Costello & Plass, 2001; Tsoumpou et al.,
2009].

p16(INK4A) es un marcador costo-efectivo y practico en comparacion con otras técnicas. Se
indica una sensibilidad del 100% y una especificidad del 76% para lesiones que se asocian al
VPH16. [Agrawal et al, 2013]. Se considera un resultado positivo pero focalizado si se
encuentran pequefos racimos de células tefidas positivamente en un porcentaje < 25 %, o un
resultado positivo y difuso si las células se tifien positivamente en un porcentaje >25 % [Kreimer
et al.,, 2005; Bird, 2002]. Estudios recientes reportan una sensibilidad del 83% y una
especificidad del 40%, demostrando que de los casos estudiados clasificados como VPH(+) el
83.3%, dio p16 positivo , y de los casos VPH(-), el 56.09% dio p16 positivo [Pathak et al., 2017].

Actualmente, no hay consenso sobre el punto de corte que se correlaciona con la actividad
transcripcional del VPH. Sin embargo, se reporta que los tumores con sobreexpresion de
p16(INK4A), en mas del 75 % de las células, siempre expresan ARNm de E6/E7 [Burgers, 2002].

Algunos estudios no han encontrado una correlacion directa entre la sobre expresion de
p16(INK4A) y el desarrollo de carcinoma de oro faringe VPH(+), cuestionando la actividad
oncogénica del p16(INK4A) [Jones et al., 2001], mientras otros estudios han reportado la sobre
expresion de p16(INK4A) en pacientes jovenes con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello
VPH(-) [Wade, 2001; Harris et al., 2001]. Esto evidencia que aun no es clara la relacién directa
entre la infeccion por VPH, la sobre expresion de p16(INK4A) y la carcinogénesis sugiriendo que
podria ser causada por la exposicién concomitante de otros factores de riesgo como el tabaco
[Ibieta et al., 2005]. Estas discrepancias han llevado a recomendar una interpretacién cuidadosa
de los resultados a la luz de diversas consideraciones clinicas y técnicas [Nakao, 2001; El-
Naggar & Westra, 2012].

la IHC con p16(INK4A) del epitelio escamoso, puede marcar la region nuclear de apariencia
fuerte y continua o marcar el nucleo y haber tincion citoplasmica de la capa de células basales
con extension hacia arriba, que implicaria al menos un tercio del espesor epitelial. La tincion
nuclear focal o irregular no es especifica y se puede ver con metaplasia escamosa reactiva, asi
como la enfermedad de bajo grado NIC 1 en cancer de cervix. Todos los demas patrones de
tincion citoplasmatica, descritos como Uunica, tenues, las células individuales, encharcada,

dispersos, y otros, se definen como negativo. Los fragmentos pequenos, cortes tangenciales, de
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libre flotacion, células individuales y otros pueden dar lugar a interpretaciones mas subjetivas y
variables, pero en tales casos, el minimo seria que todas las células en cuestion sean
fuertemente manchadas y morfolégicamente ya estan bajo consideracion en el diagndstico

diferencial de una lesién precancerosa [Darragh et al., 2012].

En tumores definidos como p16 / VPH (+), la supervivencia a los 5 afios es comparable con la
de los pacientes que son doblemente negativo, demostrando que este grupo (p16 / VPH +)
representa una entidad clinica distinta, mas sensible a quimio y radioterapia y responden mejor

a los tratamientos que el grupo negativo [Gravitt, 2005; Weineberger et al., 2009].
2.6 METILACION DEL ADN EN CANCER

La patogenia del cancer incluye mecanismos genéticos y epigéneticos entendiendo por
"epigenética" cualquier alteracidon de la expresion génica, potencialmente hereditaria, que no se
acompana de ninguna modificacion en la secuencia del ADN y que aparecen en estadios
precoces del cancer sin necesidad de mutaciones previas a su desarrollo [Sharma et al., 2010;
Pereiro, 2013]. Dentro de las mas estudiadas esta la metilacion del ADN cerca de los sitios de
inicio de la transcripcion de los genes (hipermetilacién aberrante) evento que suprime la
expresion génica y tiene un papel fundamental en la transformacién maligna de las lesiones
precancerosas conllevando al silenciamiento de genes supresores de tumores y a la
sobreexpresion de oncogenes [Feinberg et al., 2006; Chen, 2006; Lechner et al., 2013]. El
silenciamiento de genes puede darse por dos mecanismos, la metilacién del ADN vy la

desacetilacién de las histonas [Jacobs et al., 1999]. (Figura 4)
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Figura 4 A) Mecanismo de silenciamiento de genes por metilacién. Las enzimas de la familia DNMT metilan sitios
CpG. Esta metilacion esta generalmente asociada a la represion transcripcional. En contraste, la desmetilacién de
estos sitios facilita la expresiéon génica. B) Mecanismo de apertura y cierre de la cromatina por acetilaciéon y
desacetilacion de histonas. Las modificaciones de histonas provocan cambios en su interaccion con el DNA, lo cual
se asocia con la expresion o) represion de genes. Tomado de PubMed:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26462519
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En el genoma de los vertebrados la unica modificacién epigenetica en la molécula del ADN se
produce por la adicion enzimatica de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina. La mayoria de
las 5-metilcitosinas (5mC) en el ADN de mamiferos estan presentes en los dinucleétidos CpG.
En las células somaticas humanas, la 5mC constituye 1% del total de las bases del ADN y afecta
un alto porcentaje de todos los dinucleétidos CpG en el genoma. La presencia de la 5mC produce
un cambio conformacional en la doble cadena del ADN, lo cual podria actuar como una senal
especifica para otras moléculas que intervienen en la regulacién de la expresion génica [Ronco
et al., 2008].

Los dinucledtidos CpG no estan distribuidos uniformemente en el genoma humano. En el 98%
del genoma, los CpG estan presentes en promedio una vez por cada 80 dinucledtidos, existiendo
regiones de 200pb a varias kilobases que tienen una frecuencia cinco veces mayor de
dinucledtidos CpG (> 60% de CG), denominadas "islas CpG". Las islas CpG (CGls) son regiones
del genoma con un alto contenido en G+C y una alta frecuencia de dinucleétidos CpG en relacion
con el resto del genoma [Gardiner-Garden and Frommer 1987]. Aproximadamente 60 a 90% de
todas las secuencias CpG dispersas en el genoma estan metiladas, mientras que las
correspondientes a las islas CpG localizadas en la mayoria de los genes de mantenimiento
celular no lo estan y son regiones de cromatina abierta que pueden permitir la interaccién con el
ADN [Cooper & Taggart et al. 1983, Bird & Taggart et al. 1985]. En general, las islas CpG se
localizan entre la region central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcion, observandose

represion en la expresion del gen cuando se encuentran hipermetiladas [Tabora et al., 2008].

La metilacion del ADN es un proceso dinamico eficientemente regulado, donde las secuencias
no metiladas pueden ser metiladas y los grupos metilo pueden perderse, explicando que los
patrones de metilacion de las células resultan de ambas actividades, metilacién y demetilacion.
La metilacion es la adicion de un grupo metilo (-CH3) a una molécula de ADN vy es el principal
mecanismo de cambio epigenético. Aqui la metilacidon consiste en la transferencia de grupos
metilos a algunas de las bases citosinas (C) situadas previa y contiguamente a una guanina (G),
se produce gracias a la accion de enzimas con actividad metiltransferasa que catalizan la
transferencia de un grupo metilo desde un cosustrato, SAM (s-adenosilmetionina), a la posicion

5' de la citosina (figura 5).
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Figura 5: Estructura de la citosina y 5-metilcitosina. Un grupo metilo se transfiere desde un dador, SAM (s-
adenosilmetionina), a la posicién 5' de la citosina. Tomado de Moison 2013.

Puesto que la metilacion es fundamental en la regulacion del silenciamiento de los genes, puede
provocar alteraciones en la transcripcion genética sin necesidad de que se produzca una
alteracion en la secuencia del ADN. También pueden ser metilados los productos de los genes,

es decir, las proteinas regulandose asi también su funcion [Lechner et al., 2013].

La reaccion de metilacion del ADN es catalizada por las ADN metiltransferasas, que se clasifican
en dos grupos, las de mantenimiento (DNMT1) y las de novo (DNMT3A y DNMT3B). Las de
mantenimiento ocasionan que el ADN sea metilado al inicio de la replicacion. Sélo la cadena
nueva es metilada, y por esta razéon los patrones son heredados de una manera
semiconservativa y pueden ser perpetuados en la poblacién celular. Las ADN metiltransferasas
con actividad de novo, DNMT3A y DNMT3B, adicionan un grupo metilo a la citosina del
dinucledtido CpG no metilado, creando un nuevo CpG altamente hemimetilado. Tanto las
DNMT3A y DNMT3B, al igual que la DNMT1, reclutan a las hiatonas desacetiladas (HDAC) para

silenciar genes [Cubie & Cuschieri, 2013].

Se ha sugerido que las DNMT no so6lo ejercen su funcién en la represion transcripcional
metilando al ADN, sino que su interaccion con las HDAC (histonas desacetiladas) es
independiente de la actividad de metiltransferasas. Por otra parte, las DNMT parecen ser
dirigidas a regiones especificas del genoma a través de interacciones proteina-proteina, su
asociacion con factores de transcripcion especificos, proteinas de unién a histonas metiladas o
a correpresores como el complejo RB/E2F parecen ser importantes para que su actividad de

ADN metiltransferasas participe en la represion transcripcional [Cubie & Cuschieri, 2013].

Aunque los mecanismos responsables de la desmetilacién aun no han sido completamente
dilucidados, se han propuesto dos posibles procesos para remover los grupos metilo del ADN.
Un mecanismo es pasivo y resulta de la ausencia de metilacion de mantenimiento durante varios

ciclos de replicacion del ADN. El segundo mecanismo sugiere la existencia de un proceso activo
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de desmetilacion, aun cuando existe controversia sobre las caracteristicas de esta actividad. Se
ha reportado que una proteina de union al ADN metilado (MBD2b) tiene actividad de
desmetilasa, también se ha propuesto que la desmetilacion activa sea el resultado de un proceso
de reparacion del ADN, sugiriéendose que una 5-metilcitosina ADN glicosilasa realice esta
actividad [Meijer et al., 2009].

Diferentes observaciones apoyan la idea de que los patrones de metilacién son mantenidos no
so6lo por un balance dinamico de actividades de metilaciéon y desmetilacion del ADN, sino también

por el estado local de acetilacidon y metilacion de las histonas [Tabora et al., 2008].

Al parecer existen dos mecanismos por los cuales la metilacion bloquea la transcripcion. La 5mC
inhibe la union de ciertos factores de transcripcion que contienen secuencias CpG en sus sitios
de reconocimiento como por ejemplo, los factores de transcripcién como E2F, CREB, AP2, cMyc/
Myn y NFkB, modificandolos. El otro mecanismo es mas general e involucra proteinas o
complejos proteicos que se unen especificamente a CpG metilados y bloquean indirectamente
la union de los factores de transcripcion al limitar su acceso a los elementos reguladores, estos
complejos protéicos contienen dominios conservados de union a ADN metilado denominados
MBD, (methyl binding domain) [Stoler & Castle, 2007). Las proteinas MBD median la interaccion
entre el ADN metilado y los componentes de la cromatina debido a que son capaces de reclutar
complejos represores que incluyen a las desacetilasas de histonas. Las HDAC remueven grupos
acetilo de los residuos de lisina de las histonas H3 y H4 y pareceria que la carga positiva
resultante facilita la condensacion de la cromatina y limita el acceso de los factores de
transcripcion a los promotores localizados cercanamente [Stoler & Castle, 2007, Smeets SJ et
al., 2007].

Las modificaciones en la estructura de la cromatina incluyen la metilacion del ADN vy la
acetilacion, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacion y ADP ribosilacion de las histonas. Las
alteraciones en la estructura de la cromatina, a través de la modificaciéon postraduccional de las
histonas tienen consecuencias directas sobre la regulacion de la expresion génica. Las
modificaciones en los extremos amino terminal de las histonas H3 y H4 tienen una funcién
importante en la produccion de los cambios estructurales en la cromatina que regulan la actividad
génica [Meijer et al., 2009; Smeets SJ et a.l, 2007].

El estado de acetilacién de las histonas es regulado por la actividad de las histonas acetil

transferasas (HAT) y de las histonas desacetilasas (HDAC). La acetilacidon de las histonas H3 y
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H4 normalmente incrementa la expresion de genes promoviendo una estructura abierta de la
cromatina. Co-activadores transcripcionales como p300 y PCAF funcionan como HAT. Los
residuos de lisina K4 y K9 de H3, ademas de acetilados, pueden ser metilados. La metilacion en
K4 y acetilacion en K9 se encuentran en cromatina activa, mientras que la metilacion en K9 se

correlaciona con el silenciamiento de genes [Meijer et al., 2009].

Parece ser que la metilacion del ADN no es el mecanismo que inicia el silenciamiento génico,
sino que realmente constituye un seguro para mantenerlo. El bloqueo de la metilacién del ADN
o la ausencia de actividades de DNMT lleva a cambios en el cédigo de las histonas, sugiriéndose
qgue al no poderse unir las proteinas MBD y no reclutar a las HDAC, habria accién de las HAT.
Algunos estudios han demostrado que en ausencia de metilacion del ADN se produce la
metilacién en K9 de H3 y el silenciamiento de genes supresores de tumores [WeinbergeR et al.,
2009; Jaenisch & Bird, 2003].

El mecanismo por el que ocurre la metilacion aberrante no se conoce. Es posible que estén
sucediendo uno de los siguientes eventos: que el ADN metiltransferasa cometa errores al metilar
CpGs en "islas" de los promotores de genes de la cadena de DNA recién sintetizada, o con la
cadena complementaria sin CpGs metiladas. También es posible que las proteinas de unién a

CpGs se pierdan, y de esta manera no protejan estos sitios de ser metilados [Woo et al., 2013].

Un mecanismo epigenético puede ser entendido como un sistema complejo para utilizar
selectivamente la informacion genética, activando y desactivando diversos genes funcionales.
En los procesos carcinogénicos de la cavidad oral se ha evidenciado que aquellos carcinomas
mas agresivos biolégicamente muestran una mayor cantidad de vias desrreguladas
epigeneticamente, dando como resultado una respuesta desfavorable a los tratamientos

terapéuticos convencionales [Jithesh et al., 2013]

Diferentes estudios realizados en carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello reportan que
la infeccién por VPH afecta la metilacién del ADN, observandose que las regiones hipometilados
de las islas CpG son mas propensas a afectar la expresion génica que las regiones
hipermetiladas [Degli Esposti et al., 2017]. Se ha demostrado que aquellos carcinomas VPH
positivos tienen perfiles de expresion génicas diferentes a los VPH negativos y los mecanismos
epigéneticos incluyen cambios de metilacion del ADN tanto del huésped como del virus, asi como

modificacion de la cromatina en el huésped [Annayanis et al., 2015]
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Los estudios realizados en cancer de cuello uterino evidencian que todos los genes supresores
de tumores que pertenecen a casi todas las vias del cancer disminuyen su expresion por
hipermetilacion, mientras que en lesiones precancerosas la hipermetilacion se presenta solo en
algunos de los genes, es asi como la metilacion aberrante del CDKN2A es clara en el cancer y
se produce de manera heterogenea cuando apenas se inicia la progresion de la enfermedad,
planteandose que la asociacion es similar en la progresion de la enfermedad que se desarrolla

en cabeza y cuello [Annayanis et al., 2015].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo del carcinoma escamocelular de cabeza y cuello ha sido atribuido a factores de
riesgo como el tabaco y alcohol, sinembargo existe un porcentaje de estos carcinomas que se
desarrollan en pacientes cuyo factor de riesgo es el VPH. Investigaciones realizadas en las
ultimas décadas han evidenciado al VPH como un potencial agente carcinogénico de vias
aerodigestivas altas que incluyen la cavidad oral [Reuschenbach, 2013. Gillison et al., 2000,
Kreimer et al., 2005, Gillison et al, 2014].

El estudio de la asociacion entre el VPH con el cancer bucal, se basa en la alta evidencia de la
presencia de este tipo viral en cancer de cuello uterino, considerandose una infecciéon de
trasmision sexual, por lo que las practicas de sexo oral podrian contaminar la mucosa oral,
encontrandose también una asociacion con el numero de compafieros sexuales [Martin-Hernan
et al., 2013].

Se ha reportado que la infeccion por VPH es adquirida en la adolescencia y que la mayor
prevalencia es observada en edades igual o mayor 25 anos la cual va decreciendo con la edad.
La prevalencia de VPH de genotipos de alto riesgo a carcinogénesis como el VPH 16 y 18 no
presenta diferencias en las diferentes regiones geograficas (IARC, 2007). Se ha demostrado la
pesencia de estos genotipos en lesiones pre malignas de cavidad oral que manifiestan
histolégicamente algun grado de displasia, asi como a carcinoma escamocelular, convirtiéndolo

en un factor etioldgico para el desarrollo de estas patologias. [Giovannelli et al., 2002].

Jayaprakash et al., en 2011 reportaron un aumento en la deteccién de VPH-16/18 en lesiones
con displasia (OR, 3.29; 95% ClI, 1.95-5.53%) y cancer invasivo (OR, 3.43; 95% ClI, 2.07-5.69%)
al compararlas con biopsias de tejido normal. Asi mismo se ha reportado hasta un 33.3% de

VPH de alto riesgo en biopsias de lesiones no neoplasicas [Babiker et al., 2013].

El proceso de la carcinogénesis comprende una serie de cambios que inicialmente son
observados en estudios histopatologicos, donde dependiendo de las caracteristicas histoldgicas
se identificarian los diferentes grados de displasias o las caracteristicas de un carcinoma in situ
o un carcinoma invasivo. Es importante tener en cuenta que la hiperplasia basal/parabasal puede
ser histolégicamente similar a la displasia leve, pero que la primera es conceptualmente una

lesion benigna y la segunda una lesion precursora de bajo grado y esta es incluida en la
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clasificacion de lesiones pre malignas desde el aspecto histolégico [Kambic V, Gale N, 1998. EI-
Naggar AK, Westra WH, 2012].

Realizar un estudio de inmunohistoquimica para p16 es recomendado cuando el diagndstico
diferencial morfologico con H & E se encuentra entre las lesiones precancerosa moderada a
severa, y se debe considerar el resultado positivo de p16 para categorizar la lesion como
precancerosa. (Darragh et al., 2012). La presencia de la proteina p16 es un importante marcador
de trascripciéon activa del virus y también tiene un alto valor pronéstico para clasificacion por

severidad en tumores de cabeza y cuello [Costello & Plass, 2001].

La carcinogénesis se asocia a alteraciones genéticas y epigenéticas acumuladas en la célula y
gue permiten un crecimiento no regulado de ésta. Los cambios genéticos van acompafados de
cambios en la secuencia del ADN y conllevan a la presencia de mutaciones en genes claves que
participan en la regulacién del ciclo celular, proliferacién y angiogénesis, mientas que los
fendmenos epigéneticos estan asociados a factores de riesgo como el tabaco, el alcohol y el
VPH y no se acompafan de cambios en la secuencia del ADN, sin embargo, representan un
papel clave en la transformacion maligna de las lesiones precancerosas, conllevando al
silenciamiento de genes supresores de tumores y a la sobreexpresién de oncogenes [Lechner
et al., 2013].

La metilacion del ADN es considerada el principal mecanismo de cambio epigenético, es un
evento temprano de la carcinogénesis y conlleva al silenciamiento de los genes. [Lechner et al.,
2013]. En la actualidad muchos estudios han observado las alteraciones en la metilacion de los
diferentes estadios del cancer. Dichas alteraciones pueden aparecer antes de su inicio, en
células premalignas o durante la progresion del tumor, y participar en la severidad y/o en el grado
de malignidad. En cavidad oral no se han reportado datos precisos sobre esta asociacion, lo que
hace importante hacer mas observaciones en lesiones premalignas que se asocien al VPH para

aclarar estas suposiciones.

Esta investigacion busca evaluar el papel del virus del VPH en la modulacién del epigenoma, y
la severidad de las lesiones precancerosas de cavidad oral y dejar planteados nuevos estudios
de identificacién de genes alterados por metilacién del ADN, que puedan ser utilizados como
nuevos biomarcadores para el diagndstico y seguimiento de pacientes como factores

pronésticos para recurrencia y trasformaciéon maligna.
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4. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la infeccién por VPH ha venido aumentando asi como la prevalencia de
tumores en cavidad oral asociados a los genotipos de alto riesgo del virus, en pacienes no
consumidores de tabaco ni alcohol. Un gran nimero de reportes apoyan la hipétesis de que los
genotipos de alto riesgo especificos de VPH juegan un papel importante en la patogénesis de
las lesiones potencialmente malignas de la cavidad oral, de manera que para la clinica es

relevante el esclarecimiento del papel del VPH en relacion a la evolucién del cancer oral.

La gran mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y aunque un pequefio porcentaje
de los pacientes desarrollan una infeccion persistente, es ésta la que se puede asociar al
desarrollo del cancer, lo que hace importante identificar la modulacién del epigenoma por la
infeccién para poder establecer a futuro, biomarcadores adecuados que pueden predecir y

diferenciar una infeccion por VPH transitoria de una infeccién persistente.

Se considera que el VPH tiene la capacidad de inducir la transformacién maligna de las células
epiteliales, principalmente por la integracién del virus en los genomas de la célula huésped y la
expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7, lo cual induce la inmortalizacién y transformacion

celular.
Este trabajo busca identificar si la infeccion por el VPH genera cambios epigéneticos

relacionados con la metilacion del ADN en lesiones premalignas de cavidad oral, que sean

diferenciales entre las lesiones VPH (+) de alto riesgo y las lesiones VPH (-).
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la metilacién del ADN asociada al VPH en lesiones precancerosas de cavidad oral.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Evaluar la sobreexpresion de p16INK4a en lesiones potencialmente malignas de cavidad
oral.

5.2.2 Identificar y genotipificar el virus del VPH en lesiones potencialmente malignas de cavidad
oral

5.2.3 Establecer los cambios diferenciales en la metilacién del ADN en lesiones precancerosas
entre el grupo VPH (+) p16(+) y el grupo VPH (-) p16 (+).
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de corte transversal

6.2 POBLACION MUESTRA

Bloques de parafina de biopsias recibidas en el servicio de patologia oral de la Universidad El
Bosque y del laboratorio de patologia Citopat de la ciudad de Bogota, durante los afios 2013 a
2015.

Se evaluaron un total de 40 muestras con diagnédstico clinico de lesién precancerosa y
diagnéstico histopatoldgico de displasia epitelial, se clasificaron 3 grupos segun el diagnoéstico
histolégico en (1) displasia leve, (2) displasia moderada y (3) displasia severa y otro grupo con
diagnéstico de hiperplasia epitelial. A todas las muestras se les realizd Inmunohistoquimica para
evaluar positividad de p16CDKN2A. Luego se les realizé identificacion y genotipificacion de VPH
para elegir los 3 grupos de estudio para las librerias de datos asi: grupo 1 (n=4) muestras con
diagnéstico de displasia, VPH(-) p16(+), grupo 2 (n=4) muestras con diagndstico de displasia
VPH(+) p16(+) y grupo 3 (n=4) muestras con diagndéstico de hiperplasia epitelial VPH(-) p16(-)
(figura 6).

6.3 METODOS Y TECNICAS PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA

6.3.1 Criterios de inclusion:

e Tener como diagnostico clinico una patologia potencialmente maligna segun criterios de la
OMS

e Tener como diagnostico Histopatolégico con H&E algun grado de displasia segun criterios
de la OMS

e Tener patrones de tincién para p16CDKN2a (Se tomaron como p16(+) Todos los patrones
de tincion citoplasmatica, descritos como unica, tenues, de células individuales, encharcada,

dispersos, y otros, segun Darragh et al. en el 2012)
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6.3.2 Criterios de exclusién:
o Tejido insuficiente en los bloques
¢ No tener los datos clinicos completos

¢ Paciente fumador segun historia clinica

40 muestras con Dx clinico
de lesion precancerosa

Se realiza IHC para p16

29 Muestras p16(+) 12 Muestras p16(-)

Se identifica positividad
para VPH

20 VPH (+) 2 VPH (-) 1 VPH (+) 12VPH (-)

Para libreria de datos
Grupo 1 Grupo 2 se seleccionaron 3 Grupo 3
p16(+)VPH(+) p16(+)VPH(-) muestras de cada grupo P16(-)VPH(-)
Como grupo control

Figura 6. Flujo grama de disefio, seleccion y exclusion de muestras de lesiones

potencialmente malignas
6.4 DETECCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA P16 POR INMUNOHISTOQUIMICA

A los bloque seleccionados se les realizo lectura histopatologica por 2 patologos orales para
confirmar diagnotico del grado de displasia segun los criterios de la OMS. A todas las muestras
se les identifico la positividad o tincién de p16 por inmunohistoquimica mediante CDKN2A (p16)
(Bond IlI, Leica Microsystems, INC, Buffalo Grove, IL, EEUU) y se identifico la positividad o
tincion de p16, utilizando un control positivo (de lesién cancerosa) y los parametros de
positividad por Kostopoulou en el 2011 (Figura 7) y teniendo en cuenta los patrones de tincion
citoplasmatica, tenues, de células individuales, encharcada y dispersos, como lo describe
Darragh et al. en el 2012. Las muestras se consideraron positivas a pesar de no tener el mismo

patrén de tincion que el control positivo, teniendo en cuenta que se utilizaron muestras con
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diagnostico de displasia leve y moderada, que el tamafio de biopsia en cavidad oral no supera

un tamafo de 1cm de tejido y que probablemente no hay una alta carga viral.

Negativo | No hay ningun marcaje

Positividad
focal

Positividad
focal en
parches

Positividad
difusa

Figura 7. Inmunohistoquimica patrén positivo en parches y patrén positivo focal (Kospokolou, 2011)

6.5 EXTRACCION DE ADN Y POSITIVIDAD DE VPH

A todas las muestras se les realizd extraccion de ADN utilizando el DNA Extraction kits GE.
Healthcare Inc, teniendo en cuenta el protocolo de extraccion de ADN para bloques de parafina
(Anexo 1)

Se evalud la calidad del ADN de las muestras obtenidas por PCR en tiempo real utilizando
cebadores dirigidos a B-globina. La cuantificacion del ADN se realizé en el Nanodrop evaluando

la calidad del ADN obtenido, la pureza y la cantidad de ADN por microlitro de la solucion final.
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Posteriormente se evalué la presencia de VPH en las muestras por PCR en tiempo real utilizando
la pareja de cebadores GP5+/6+ que reconocen la secuencia L1 de VPH. Como control positivo

se utilizo ADN obtenido de células HelLa y Siha para VPH 18 y 16 respectivamente. (Anexo 2)

6.6 GENOTIPIFICACION DE VPH POR LUMINEX

Aquellas muestras positivas para VPH se les realizo PCR Multiplex con los cebadores
BSGP5+/GP6+. Se utilizaron nueve cebadores BSGP5+ a 200 nM y 3 cebadores anti-sentido 5'-
biotinilados-BSGP6+ a 400 nM para amplificar un fragmento de ~150 pb del ORF viral L1, como
también cebadores adicionales (MS3/MS10) para amplificar el gen R-globina el cual se utilizd

como control de integridad del ADN.

El ensayo de hibridacién multiplex Luminex® permitio la deteccidén de genotipos de VPH; de alto
riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, 58, 59, 66, 68; intermedios: 26, 53, 67, 70, 73, 82; y
de bajo riesgo: 6, 11, 30, 43, 44 y 69. La genotipificacion se realizé en el laboratorio del Instituto

de Biotecnologia (IBU) de la Universidad Nacional.

6.7 PREPARACION DE LIBRERIAS GENOMICAS PARA LA SECUENCIACION DE
BISULFITO REDUCIDA Y REPRESENTATIVA (RRBS)

Para la realizacion de las librerias gendémicas de secuenciacion RRBS se utilizd el kit
EpiNext™High-SensitivityBisulfite-Seq Kit (lllumina) siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante (Anexo 3). Se prepararon librerias en un total de 12 muestras (4 por cada uno de los
grupos) clasificados asi: Grupo 1: p16(+) VPH (+), Grupo 2 p16(+) VPH (-), Grupo 3 o grupo
control: p16(-) VPH (-).

La técnica de secuenciacion de bisulfito RRBS, requiere el tratamiento previo del ADN con la
enzima de restriccion MSpl que reconoce sitios CCGG fragmentando el ADN y enriqueciendo
las muestras en islas CpG. Ademas, el ADN se trata con bisulfito sédico para hacer la conversion
de las citosinas no metiladas en uracilos, y las citocinas metiladas no sufren ninguna
modificacion como lo muestra la figura 8. La reaccién en cadena polimerasa PCR amplifica los
fragmentos seleccionados de ADN, donde las citocinas no metiladas convertidas en uracilo,

amplifican como timinas mientras que las citocinas metiladas amplifican como citocinas. Este
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tratamiento convierte un fenbmeno epigenético en una diferencia genética y en consecuencia,

analizable mediante diferentes técnicas.

CH3 CH3
|
5’-TCCCGCGT-3’ 5'-TCCCGCGT-3’

* Tratamiento bisulfito

5’-TCCCGCGT-3’ 5’-TUUUGUGT-3’

* PCR

5’-TCCCGCGT-3’ 5'-TITIGTGT-3’

Figura 8. Tratamiento con bisulfito sédico. El bisulfito sédico consiste en una reaccion quimica de
deaminacién en la que las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, mientras que las citosinas
metiladas (indicadas con el grupo metilo -CH3) permanecen como tales. Tras la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), los uracilos son substituidos por timinas. (Tomado de F. Balaguer y L. Moreira
2010).

La calidad de las librerias preparadas fue evaluada utilizando un Agilent® Bioanalyzer®. Se
evaluaron los fragmentos de las librerias que deben tener la distribucién de tamafo correcta
entre 150 y 300 pb sin adaptadores ni dimeros adaptadores. La cantidad de biblioteca indexada

se cuantifico utilizando el fluorémetro Qubit.

Se realizo una secuenciacion por bisulfito de nueva generacién de lectura unica “single read”.
En total se secuenciaron 3 muestras por condicion a evaluar, cada una con su réplica

experimental en distintas lineas del equipo Hiseq

Una vez estandarizada la técnica para realizar la libreria gendmica para RRBS (Reduced
Representation Bisulfite Sequencing) se hizo el andlisis de los datos utilizando el equipo Quibit®
del laboratorio de Investigacion UGRA de la Universidad El Bosque. La tabla 3 evidencia el

adaptador utilizado por cada muestra.
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Tabla 3 Secuencia de los adaptadores por muestra

Muestra TruSeq Adapter
5/-
44252 | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
1 CGATC-
Index-7 s-T-3/
53805  |°F
2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
Index-7  |coaTC. 5-T-3/
1490
3 o |-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCT]

B-32 5- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGT
Index-1 GTGCTCTTCCGATC-s-T-3°

5
B-71
5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
Index-2  |cGaTC.s-T-3"
B17-13  |5-
6 Index-1 | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGT

GTGCTCTTCCGATC-s-T-3°

5/-
B-35 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
7 CGATC-

Index-9 s-T-3/

5/-

B-42 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT
8 CCGATC-

Index-11 s-T-3/

5/-

B-65 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
9 CGATC-

Index-12 s-T-3/

La figura 9 describe los pasos de preparacion de las librerias gendmicas y los pasos del analisis
bioinformatico realizados para llegar al perfil de metilaciéon de las lesiones precancerosas
evaluadas. Una vez realizada la libreria gendmica para RRBS (Reduced Representation Bisulfite

Sequencing), Se seleccionaron 9 muestras que cumplieron con los criterios de calidad para
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secuenciaciéon NGS (Next generation sequence), de la siguiente manera: Grupo 1 VPH (+)

p16(+) n=3, Grupo 2 VPH (-) p16(-) n=3, Grupo 3 VPH (-) p16(-) n=3.

6.8 LIBRERIA GENOMICA Y ANALISIS BIOINFORMATICO DEL PERFIL DE METILACION
DEL ADN POR RRBS

Perfil de metilacion por RRBS
(Reduced Representation Bisulfite Sequencing)

Analisis de bioinformatica
Metilacion por RRBS

Librerias de datos) EriNext™High- — i ileZi
( ) SensitivityBisulfite- Evaluar Ca“dad y FlleFZallsltaqPro
Seq Kit (lllumina) remover adaptadores
DIgEStIOH con Reconoce sitios I
i CCGG . v
enzima Mspl Alinear el genoma
v con referencia Bismark
Tratamiento con bisulfito | Convierte las Cs no CRCh38_\I90
-— metiladas en Us y las Us
y Conversiéon (PCR) enTs l
,[, Lectura del estado
L Methylseq
Adaptadores y lllumina y de metilacion
- ~ perlas
seleccion del tamafio | . onericas i
l Porcentaje de metilacion
. . SegMonk
por citocinas

Evaluacion de calidad o
Illumina HiSeq

y electroferogramas ¥

Metilacion diferencial | Enrichr

A oF 2 Amplificacion por PCR
Secuenciacion Secuenciacion Hiseq

dE| ADN Multiplexacion para FastQ

Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de preparacion libreria genémicay analisis

bioinformatico de la metilaciéon del ADN.

La secuenciacion de las librerias se realizo en el laboratorio de Corpoica y los datos recibidos
fueron procesados con el programa FastQ para realizar la limpieza de adaptadores y evaluar la
calidad final de cada una de las librerias sin contaminantes. La figura 10 muestra como el

programa Fastq arroja los adaptadores utilizados y como se evidencia la limpieza de los mismos.
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@Overrepresented sequences

GAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTATGCCGTCT 69849  1.746225 DAY HGEREEE, WIEET
(100% over 50bp)
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTATG 48100  1.2025 Lty MehgEar, Mek €
(100% over 49bp)
GAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTAT 31305  0.782625 DEEY RREHEE, INEES §
(100% over 48bp)
TAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTAT 26954  0.67385 Eouseqfadapte s idexyd
(100% over 48bp)
CAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTAT 21762  0.54405 e HGEREEE, WAEE
(100% over 48bp)
TruSeq Adapter, Index 8

AAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTAT 20726 0.51815
(100% over 48bp)

Overrepresented sequences

AACTAA 19770 0.620342138928399

ATTAA 18228 0.5719573347691885 No Hit
AATAA 16633 0.521909499079214 No Hit
AATAAR 14759 0.4631072143876702 No Hit
ACCTAA 13968 0.4382872532398521 No Hit
ARADARA 10701 0.33577547944728364 No Hit

Figura 10: Secuencia antes (A) y después (B) de la limpieza de adaptadores

Las secuencias obtenidas de RRBS se alinearon con el genoma de referencia metilado
GRCh38_v90 (2017-11-06) utilizando el programa bioinformatico Bismark (Babraham
Bioinformatics), que utiliza el alineador Bowtie y el paquete Samtools para evaluar la calidad del
alineamiento con el. Este proceso genera un archivo con extensiéon.bam que puede ser leido por
el programa estadistico R paquete SeqMonk y realizar el llamado de metilacion para determinar
el porcentaje de metilacién por cromosoma por cada muestra completa. Se realiza mapa de calor
para visualizar el nivel de metilacion. El programa informatico Enrichr se utilizd para evidenciar

las vias de senalizacion.
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6.9 PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

6.9.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Los resultados fueron centralizados en una base de datos en Excel teniendo en cuenta las
variables demograficas, el diagnostico clinico, diagnéstico histopatologico, positividad de
P16CDKN2A y positividad y genotipificacion de VPH.

Se realiz6 estadistica descriptiva y se sacaron frecuencias absolutas y relativas de las variables
categodricas, y promedios y desviacion estandar para variables continuas utilizando el paquete
estadistico STATA® version 11 para Mac con licencia No 30110577246.

6.9.2 ESTADISTICA ANALITICA:

Se realizo prueba de ANOVA para comparacion de variables continuas entre grupos y una

prueba Chi cuadrado/exacta de Fisher para comparacion de frecuencias.

Por analisis de estadistica bayesiana se calculé el porcentaje de metilacién de cada isla y los
datos se correlacionaron con la presencia de VPH y los datos clinicos obtenidos en el archivo
de remision de biopsias. Se realizdé analisis de datos por bioinformatica para comprobar la
naturaleza de los componentes con mayores variaciones (MVP) poder establecer la modulacion

del epigenoma por el VPH.

6.9.3 ANALISIS BIOINFORMATICO:

Se utilizaron los programas bioinformaticos Bismark (Babraham Bioinformatics), que utiliza el
alineador Bowtie y el paquete Samtools para evaluar la calidad del alineamiento con el genoma
de referencia, el programa estadistico R paquete SeqMonk para determinar el porcentaje de
metilacibn por cromosoma y el programa informatico Enrichr para evidenciar las vias de

senalizacion.
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto hace parte del proyecto denominado “Prevalencia y caracterizacion genotipica del
virus del papiloma humano en alteraciones potencialmente malignas y cancer oral en 5 regiones
de Colombia. Estudio multicentrico” aprobado con las modificaciones para el presente estudio
por el comité de ética de la Universidad El Bosque con fecha 17 de junio del 2014, Acta No 012-
2014, (Anexo 4) donde se establece que en el consentimiento informado es claro y explicito que

los bloques de las biopsias tomadas podran ser utilizados para otras investigaciones.

El proyecto describe una investigacion cientifica en seres humanos con un riesgo minimo que
estuvo sujeto a todo lo dispuesto en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia. Esta investigacién tuvo en cuenta los articulos a los que hace alusién dicha resolucién
en el capitulo | de los aspectos éticos de la investigacién en humanos y por las caracteristicas

del estudio que lo clasifica como riesgo minimo.
El grupo de investigacion UIBO se compromete a que la informacion obtenida de las bases de

datos y los bloques de biopsias se guardara en absoluta reserva para el cumplimiento del articulo

8 (Titulo 1, capitulo 1) y s6lo sera utilizada para los fines estipulados en el estudio.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

La Tabla 4 muestra las caracteristicas sociodemograficas de 40 pacientes de quienes se
obtuvieron muestras embebidas en parafina. El 63% de los pacientes fueron mujeres y el
promedio de edad para la poblacion estudiada fue de 55.2+1.7 sin observarse diferencias
significativas entre los grupos, p>0.05. El 63% de las muestras corresponden a individuos

casados, 30% a solteros y el 22% a divorciados.

Tabla 4 Variables sociodemograficas de la poblacién total

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(n=20) (n=9) (n=12) Valor p
VPH(+)p16(+) VPH(-)p16(+) VPH(-) p16(-)
Edad
PromediotDS 57.1£2.2 53.5+3 53.242.5 0.40
Mediana (min- 57 (30-82) 53 (35-64) 53 (36-68)
max)
Genero F (%) F(%) F(%)
Femenino 11(55) 8 (89) 7 (58) 0.39
Maculino 9 (45) 1(11) 5(42)
Estado civil
Casado 12 (60) 5 (56) 9 (75)
Divorsiado 0 2 (22) 1(8) 0.89
Soltero 5 (25) 2 (22) 2(17)
Union libre 3 (15) 0 0
*Fuma
Si 2(10) 2(22) 0
No 16 (80) 6 (67) 9 (75) 0.32
NR 2 (10) 0 1(8)
Ocasional 0 1(11) 2(17)

p<0.05 significativo por prueba de ANOVA para comparacién de mas de 2 grupos.

*Ningun paciente que reporto ser fumador fue incluido en el estudio
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8.2 LOCALIZACION Y DIAGNOSTICO CLINICO DE LA LESION:

El 29.27% de las muestras evaluadas estaban localizadas en la lengua, seguida de la encia en
un 24.39% y paladar duro con un porcentaje del 21.45%. En la tabla 5 se observan tanto la
localizacién como el diagndstico clinico de las lesiones. Se observo una diferencia significativa
en cuanto a la localizacion de la lesién entre los grupos, con un valor p=0.009; las lesiones p16(+)
se observaron con mayor frecuencia en la lengua, mientras que las lesiones p16(-) sélo

mostraron una mayor frecuencia en el paladar y la encia.

Tabla 5 Localizacién de la lesion y Diagndstico clinico tomados de los reportes Histopatologicos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Valor p
VPH(+)p16(+) VPH(-)p16(+)  VPH(-)p16(-)
(n=20) (n=9) (n=12)
Localizacion de la
lesion F (%) F (%) F (%)
Carrillo 3 (15) 1(11.11) 1(8.33)
Encia 5 (25) 1(11.11) 4 (33.33)
Lengua 7 (35) 4 (44.44) 1(8.33)
Paladar 3 (15) 2(22.2) 4 (33.33) 0.009
mucosa labial 0 1(11.11) 1(8.33)
Reborde alveolar 2 (10) 0 0
Trigono retromolar 0 0 1(8.33)
Diagnéstico clinico
Eritroplasia 1(5) 2(22.22) 0
Leucoplasia 14 (70) 6 (66.67) 7 (58.33)
leucoeritroplasia 1(5) 0 0 0.104
Liquen plano 4 (20) 1(11.11) 0
Hiperplasia 0 0 4 (33.33)
papilomatosis
palatina 0 0 1(8.33)

p<0.05 significativo por prueba de Chi cuadrado/exacta de Fisher

En ambos grupos p16(+) se evidencio la leucoplasia como la lesién mas frecuente con un
porcentaje del 70% en el grupo 1y del 66.67% en el grupo 2, el liquen plano fue la segunda

lesion mas frecuente seguida de la eritroplasia y el grupo 3 de control evidencia como lesién mas
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frecuente la leucoplasia en un porcentaje de 58.33%, seguido de hiperplasias en un 33.33%. No
se observaron diferencias significativas entre grupos para el diagndstico clinico (Tabla 5).
8.3 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICOS

La tabla No 6 presenta las caracteristicas histopatoldgicas de las 40 lesiones evaluadas. Se
evidencié que la mayoria de las muestras tienen un diagnostico de displasia leve con un
porcentaje general del 53.76%, siendo el diagndstico histopatolégico mas frecuente para los 3
grupos, seguida de displasia moderada con un porcentaje para la poblacion general de 31.71%,
siendo el segundo diagndstico mas frecuente para cada uno de los grupos. No se evidencia
diferencias significativas entre los grupos frente al diagndstico histopatoldgico y el porcentaje de
displasias severas fue bajo. Las muestras con diagnéstico de hiperplasia fueron utilizadas en el

grupo 3 o grupo control.

Tabla 6 Diagnostico Histopatolégico e inmunohistoquimica para p16

Grupo 2 Grupo 3

Grupo 1 (n=20) (n=9) (n=12)

TOTAL Valorp
VPH(+)p16(+) VPH(-)p16(+) VPH(-)p16(-)

Diagnostico o o o o
Histopatolégico F (%) F (%) F (%) F (%)
. . 22
Displasia leve 12 (60) 5 (55.56) 5 (41.67) (53.76)
Displasia moderada 6 (30) 4 (44.44) 325) 4 11?; [y 049
Displasia severa 2 (10) 0 0 2 (4.88)
Hiperplasia 0 0 4 (33.33) 4 (9.76)

p<0.05 significativo por prueba de Chi cuadrado/exacta de Fisher

8.4 IDENTIFICACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA p16 Y GENOTIPIFICACION
DEL VPH

La tabla 7 muesta que del total de las muestras 20 (48.7%) fueron identificadas como VPH (+)
por PCR, p16(+) por IHC, 21 (51.2%) de las muestras fueron VPH (-), y solo 9 (21.9%) fueron
p16(+), para un total de 29 muestras (70.74%) positivas para p16. A través de luminex® se les

realizo la genotipificacion.
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Tabla 7 Relacién entre VPH y p16 de las muestras evaluadas

VPH(+) VPH(-) No de Casos
F(%) F(%) F(%)
p16(+) 20 (48.7) 9(21.9) 29 (70.74)
p16 (-) 0 12 (29.2) 12 (29.26)
Total 20 (48.7) 21 (51.2) 41 (100)

La positividad de la inmunohistoquimica para p16 se observa en la tabla 8, evidenciando que la
positividad focal es la que se presenta con mayor frecuencia para los grupos 1y 2. Se observa
una diferencia significativa en cuanto a la positividad de p16 en general entre los grupos; es
importante tener en cuenta que esta diferencia puede estar dada por el grupo VPH- p16- que no

mostré ninguna muestra positiva (figura 11).

Tabla 8. Clasificacion de p16 segun la proporcion histolégica del marcaje.

Grupo 2 Grupo 3
(n=9) (n=12)

VPH(+)p16(+) VPH(-)p16(+) VPH(-)p16(-)

Grupo 1 (n=20)
TOTAL Valor p

Positividad para

o F (%) F (%) F (%) F (%)
Negativo 0 0 12(100) 12 (29.27)
Positivo en 6 (30) 2 (22.22) 0 8(19.51)  0.000
parches
Positivo focal 14 (70) 7(77.78) 0 21 (51.22)

p<0.05 significativo por prueba de Chi cuadrado/exacta de fisher

En la tabla 9 se identifica el numero de casos segun el diagnostico histolégico y de acuerdo a
cada grupo la presencia de VPH asi como de la positividad para p16. Es importante considerar
que la mayoria de las muestras evaluadas tienen un diagnostico histologico de displasia leve, lo
indica que, a pesar de ser lesiones precancerosas en estadios muy tempranos, un alto
porcentaje mostro positividad para VPH asi como positividad para p16. En cuanto a las displasias

moderadas el comportamiento de la positividad para VPH es un 46% de las muestras con
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identificacion de VPH (+) y un 54% VPH (-), pero la positividad para p16 es del 77%. El grupo
de displasias severas reporta que el 100% de las muestras es tanto VPH (+) como p16 (+). No

se observaron diferencias significativas entre los grupos.

o o

() HE

Figura 11 Patron de IHC positiva para p16 obtenido en las muestras: Las figuras (a), (b), (c) y (d) muestran
patrones de p16 INKaA IHC en lesiones con diagnostico de displasia epitelial VPH(+). (400x), siguiendo
los patrones de Kospokolou 2011 se puede describir las figuras (a), (b) y (c) como patrones de positividad

en parche y la figura (d) como patrones de positividad focal.

Tabla 9 Relacion entre VPH y p16 segun diagnostico histopatologico

Displasia Displasia Displasia
Leve Moderada Severa Hiperplasia
(n=22) (n=13) (n=2) (n=4)
VPH (PCR) F(%) F(%) F(%) F(%)
Positivo 12 (54.6) 6 (46) 2 (100) 0
Negativo 10 (45.4) 7 (54) 4 (100)
p16 (IHC)
Negativo 5(22.7)) 3(23) 0 4 (100)
Positivo 17 (77.3) 10 (77) 2(100) 0
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p<0.05 significativo por prueba de Chi cuadrado/exacta de fisher

8.5 GENOTIFICACION DE VPH DE LAS MUESTRAS EVALUADAS

Dentro de los genotipos de alto riesgo, el que se presenta con mayor frecuencia (80%) es el VPH
16, solamente el 35% de las muestras presentan VPH 18, mientras que los genotipos VPH31 y
VPH 45 se presentan en un 50% y 40% respectivamente. Tambien se identificaron como
genotipos de alto reisgo el 26, 35, 39, 52, 53, 56, 59, 66, 70, 73 y 82, que sumados se evidencian
en el 60% de las muestras. En cuanto a los genotipos de bajo riesgo el mas comun fue el VPH
11 en el 20% de los casos y el VPH 6 en el 15%, el unico genotipo de bajo riesgo diferente que

se observo fue el 42 y se presento en el 10% de las muestras. (figura 12).

A B
GENOTIPOS DE VPH-AR GENOTIPOS VPH-BR
100 25
80% 20%
80 20
60% 15%
60 - 50% 15
0 40% 10%
40 35% | | ‘0
20 - u 5 I |—
0 - T T T T 0 T T 1
VPH16 VPH18 VPH31 VPH45 otros VPH6 VPH11 otros

Figura 12. (A) I/dentificacién de genotipos del VPH de Alto Riesgo (B) Identificacion de genotipos del VPH de Bajo Riesgo

En general todas las muestras presentaron mas de un genotipo viral, incluso algunas muestras

llegaron a observarse hasta 12 genotipos virales diferentes.
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8.6 OBTENCION DE LIBRERIAS RRBS PARA SECUENCIACION DE SIGUIENTE

GENERACION (NGS)

La tabla 10 muestra los resultados obtenidos de la concentracién de las librerias en el equipo

Qubit®

Los electroferogramas (Anexo 5) muestran que las librerias obtenidas tienen una distribucion de
tamano esperado entre 189 y 234 pb, con una media de 217.7, una DS de 5.8 (IC 95% 204 a
231), sin adaptadores ni dimeros adaptadores. La concentracién estuvo entre 1.2y 4.73[pg/uL]
con una media de 40.23 y una DS de 37 (IC 95% -47.0 a 127). La molaridad entre 4.3 y 16.6,

con una media de 14.2 y una DS de 3.7 (IC95% 5.6 y 22.8)

Tabla 10 Concentracion en ng/uL de las librerias gendmicas RRBS (Qubit DNA HS)

Grupo Id Muestra Tamafio Concentracion Molaridad
[pb] [pg/uL] [pmol/l]
1 C-4252 189 4.73 42.3
1 2 C-53805 212 1.92 14.7
3 C-1490 189 4.73 14.4
4 B-32-13 227 1.22 8.2
2 5 B-71-13 234 2.52 16.6
6 B-17-13 232 343 4.3
7 B-35-12 225 1.45 10.1
3 8 B-42-13 227 1.2 8.2
9 B-65-13 225 1.36 9.3

La figura 13 muestra los electroferogramas obtenidos de las librerias genémicas con la molaridad

(pM) del pico esperado en pb asi como los datos numéricos observados en la tabla 10.
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Figura 13: Resultados del control de calidad para las librerias RRBS preparadas a partir de las muestras de ADN de

lesiones precancerosas. Se observan los electroferogramas generados por el bioanalizador Agilent de la fraccion
de la libreria esperada por muestra. Las librerias de las muestras B-35 y B-42-13 son de baja calidad.
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8.7 SECUENCIACION POR BISULFITO DEL ADN POR RRBS

El proceso de secuenciacién RRBS evidencié que las distribucion la de calidad de los datos en
la escala Phred (Q30-score) para cada una de las lineas estuvo por encima del 80%, lo que
sugiere que la precision en la identidad de nucledtidos tiene una probabilidad de error del llamado

individual de las bases de 1 en 1000 (Figura 14).
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Figura 14: Grafica Q30de las lecturas de illumina para cada una de las lineas del Hiseq 6 y 7. La proporcién verde
del grafico representa las bases con un puntaje de alta calidad (definido como Q30) identificado durante la ejecucién.
La secuenciacién por bisulfito reducida y representativa (RRBS) tuvo un Q30 de bases = 83,4% y 80,6%

respectivamente.
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La figura 15 muestra la distribucion de las medias de los valores de los datos mediante un
diagrama de cajas, en donde la densidad de las lineas 6 y 7 (en las que fueron montadas las
muestras del presente estudio) se encuentran entre 400 y 800 k/mm2 .
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Figura 15: Diagrama de Cajas que representa la distribucién de densidad de los datos obtenidos. Las cajas verdes

representan los clusteres que pasan el filtro

La figura 16 muestra que el proceso de clusterizacion en el equipo Cbot fue llevado a cabo,

donde se observa una concentracién ideal durante el proceso de secuenciacion.

Figura 16: Proceso de clusterizacion realizado en la corrida

La intensidad de deteccion de cada una de las bases nitrogenadas durante todos los 57 ciclos

de corrida se muestra en la figura 17. La sefial emitida se dié entre 2000 a 4000 para guanina y

43



timina y una sefial entre 6000 a 8000 para adenina y citocina; acorde a lo esperado en el proceso

de secuenciacion.
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Figura 17: Intensidad de deteccion de las bases nitrogenadas

Al evaluar las lecturas ya limpias se observa que las muestras de control disminuyeron en un
alto porcentaje la calidad de las lecturas teniendo en cuenta que la muestra es extraida de
bloques de parafina de varios afios atras, por lo que se decide no compararlas con el gen de
referencia, teniendo en cuenta que el objetivo del estudio se basa en la comparacion de muestras
VPH (+) y VPH (-).

Las longitudes de las secuencias de las muestras seleccionadas se encuentran entre 5 y 50

datos. La tabla 11 muestra el nUmero de pares de bases y el %CG de las muestras VPH (+) y

VPH (-) antes y después de haber sido limpiadas.
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Tabla 11 Numero de pb y %CG antes y después de la limpieza de adaptadores.

muestra Linea secuenciacion pb %CG

1 inicial 4.000.000 53%

final 2.857.997 54%

1 44252 .

9 inicial 4.000.000 53%

final 3.289.337 52%

1 inicial 3.732.467 53%

final 2.329.266 0

2 53805 . 1%
9 inicial 2899549 53%

final 1879405 51%

1 inicial 4.000.000 50%

final 318.695 o

3 1490 .I — 46%
5 inicial 4.000.000 49%

final 3.237.720 45%

] inicial 4.000.000 53%

4 B-32 final 3.254.598 52%
2 inicial 4.000.000 53%

1 inicial 1.977.476 53%

final 1.521.739 0

5 B-71 .'rTa. 1%
9 inicial 1.340.430 53%

final 947.328 54%

1 inicial 4.000.000 52%

final 2.739.831 0

5 B17-13 .|rTa_ 39.83 50%
5 inicial 4.000.000 52%

final 2.773.728 50%

8.8 LIMPIEZA DE ADAPTADORES PROGRAMA FastQ

El analisis de la calidad de la secuenciacion de cada muestra después de la limpieza de los
adaptadores se realizdé con la herramienta bioinformatica FastQ (Anexo 6). Como se puede

observar en la figura 18, la calidad de las bases va disminuyendo conforme se avanza en su

posicién en pb, debido a que los cebadores se van despegando.

Los colores del fondo dividen el grafico en muy buena calidad (color verde), calidad razonable
(color naranja) y baja calidad (color rojo). Observando que en todos los casos hay bases que

caen en la zona de mayor calidad con un Q mayor a 28, y otras en la zona naranja (Q mayor a

20) de calidad intermedia.
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Figura 18. Grafico de calidad de las muestras antes y después de la limpieza de adaptadores que evidencia las
variaciones. la disminucién normal de la calidad a medida que aumentan los ciclos de secuenciacion.
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La secuenciacion RRBS de las muestras embebidas en parafina genera fragmentos con
distribuciéon de tamafios de diferentes longitudes. En nuestro caso, se observa que las
secuencias presentan fragmentos predominantemente entre 17 y 45 pb. Son pocos los

fragmentos con un tamafio mayor a 45 pb (figura 19).

Muestra 1490 Muestra B-32

Distribution of sequence langths over all sequences

100000

456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 43 51
Sequence Length (bp)

Muestra 44252

Figura 19. Pares de bases por fragmentos de ADN.

El contenido en guanina y citosina (GC) por secuencia se observa en la Figura 20. Este grafico
mide el contenido de GC de toda nuestra secuencia (linea roja) y lo compara con una distribucion
normal tedrica del contenido de GC (linea azul). Es importante tener en cuenta que durante el
proceso de preparacion de las librerias gendmicas la digestion con la enzima Mspl utiliza un

patrén de corte CACGG que enriquece las muestras en nucleétidos CpG. Este enriquecimiento
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aumenta tanto el porcentaje como el numero de lecturas CG comparado con la distribucion

normal tedrica del genoma completo.

La figura 21 evidencian que los adapadores utilizados para el etiquetado de las librerias de genémicas
después de la evaluacion de calidad con el programa FasQC quedaron completamente eliminados de las

muestras, generando librerias de buena calidad para el posterior analisis bioinformatico.

Muestra B-17-13 Muestra 44252

GC distribution over all sequences

GC distribution over all sequences

00000 Theoretical Distribution
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500000 500000
400000 400000,
$00000 300000
200000 200000
100000 100000
0
o 0246311 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 &7 71 75 79 B3 87 91 95 93 - 0246811 15 19 23 27 31 35 39 43 47 S1 55 59 €3 67 71 75 79 83 87 91 95 99
Mean CC contant (%) Mean GC content (%)
Muestra 563805 Muestra 1490
GC distribution over all sequences GC distribution over all sequences
400000 600000
GC count per read
Theoretical Distribution
350000
500000
300000
400000
250000
200000 300000
150000
200000
100000
0000 100000
0246811 15 19 23 27 31 35 39 43 47 S1 55 59 63 67 71 75 79 83 87 91 95 99 o
Mean CC content (%) 02468 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 S1 S5 59 63 67 71 75 79 83 87 91 95 99

Mean GC content (%)

Figura 20. Porcentaje de islas CG comparada con la distibucion teérica de islas para cada muestra.
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Figura 21: Adaptadores

8.9 VISUALIZACION ANALISIS DE SECUENCIACION CON EL PROGRAMA
BIOINFORMATICO SeqMonk

SegMonk es un programa bioinformatico desarrollado por Babraham Institute el cual fue
disefiado para el analisis de datos de secuenciacién mapeados, entonces permite visualizar los
conjuntos de datos comparandolos con el genoma de referencia permitiendo encontrar las
regiones de interés. Pare esto, después de realizar el alineamiento de las secuencias con el
genoma de referencia con el programa bioinformatico Bismark que genera un archivo con
extensién. BAM, las muestras se analizaron en SeqMonk (Anexo 7) permitiendo la visualizacion

de las islas CpG metladas o no metiladas en las muestras.

Este programa genera la creacién de grupos de datos para visualizacién y analisis, permitiendo
la comparacion de los datos de metilacion en diferentes regiones de cada cromosomas por los

diferentes grupos de muestras.

La figura 22 a y b permite la visualizacion de las islas CpG por cada grupo en los cromosomas
1, 4, 9y 14 como ejemplos, teniendo claro que el patron se repite para las diferentes regiones
de todos los cromosomas. Mientras se evidencia una diferencia en expresion de islas CpG
metiladas entre los dos grupos VPH(+) y VPH(-), es notoria la similitud de la expresion de

metilacion entre las muestras del mismo grupo.

49
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Figura 22a: Comparacion de islas CpG metiladas por cromosoma segun cada grupo.
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Los diagramas cajas y bigotes de la figura 23 permiten observar la reproducibilidad de las
lecturas de metilacion luego del ensamblaje con el genoma de referencia, ademas muestra la

distribucion normalizada de los datos.
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Figura 23: Diagrama de bigotes de las muestras del grupo VPH(-) y el grupo VPH(+)
donde se observa la distribucion de las islas metiladas
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8.10 NIVEL DE METILACION DIFERENCIAL ENTRE LAS MUESTRAS VPH(+) Y VPH(-)
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Figura 24. Mapa de calor A. Agrupamiento jerarquico basados en los niveles de metilaciéon de los genes obtenidos
por el anélisis RRBS en las muestras VPH+ con respecto a las VPH -. B. Diagrama de Venn donde se observan el
numero de genes hipometilados e hipermetilados significativos en las muestras evaluadas p <.0001
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El mapa de calor de la Figura 24 muestra la representacion de los niveles de metilacion de los
genes que fueron estadisticamente significativos después del analisis bioinformatico, en las filas
se agrupan los genes y en las columnas las condiciones de los grupos evaluados VPH(+)p16(+)
y VPH(-)p16(+). Cada nivel de metilacion se representa como un cuadrado de color en la
posicién correspondiente a su gen y su condicién. El color depende del nivel de metilacién, el
verde expresa los genes hipometilados (0% de metilacion) y el rojo expresa los genes
hipermetilados (100% de metilacion). Esto permite evidenciar como el grupo de muestras VPH
(+) representadas al lado izquierdo de la figura, tienen un nivel de metilacién diferencial con
respecto al grupo de muestras VPH (-). Igualmente, el diagrama de Venn muestra los genes
hipometilados e hipermetilados diferenciales entre los dos grupos de muestras que son
estadisticamente significativos. Los cluster agruparon los conjuntos de genes con un perfil de

metilacion similar en las condiciones experimentales analizadas

Tabla 12. Numero de genes metilados por cromosomas y Metilacion diferencial por grupo

total numero % %
citocinas de metilacion | metilacion
cromosoma | metiladas | genes VPH(+) VPH(-) valor p
1 257 41 58 63
2 209 24 52 55
3 111 17 52 53
4 158 22 58 62
5 139 24 59 57
6 169 28 62 66
7 221 30 57 61
8 140 18 37 64
9 231 33 51 53
10 172 25 61 49
11 111 17 57 55 p<
12 203 27 47 64 0001
13 28 6 65 71
14 81 12 57 57
15 98 13 56 77
16 179 29 46 53
17 199 30 65 55
18 92 15 51 53
19 306 46 50 57
20 79 15 67 52
21 55 10 73 47
22 109 17 67 51
TOTAL 3347 449
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El analisis de los datos de metilacion con el bioinformatico Bismark (Tabla 12) permitié comparar
los porcentajes de metilacion por cada cromosoma entre los dos grupos. (ANEXO 8). Se
evidencia que, en 14 de 22 cromosomas, el grupo VPH (+) tuvo niveles mas bajos de metilacién
comparado con el grupo VPH (-) con una significancia estadistica p < .0001, sugiriendo que la

infeccién por VPH modula el epigenoma de las células infectadas.

La figura 25 muestra una tendencia de islas CpG hipometiladas en el grupo de muestras VPH(+),
donde el cromosoma 8 muestra un menor porcentaje de metilacion y el cromosma 21 el mayor
porcentaje de metilacion para este grupo. El grupo VPH(-) refleja una mayor tendencia a la
metilacién teniendo menor porcentaje de islas CpG en el cromosoma 21 y el mas alto en el 15.
El grafico evidencia que la mayor diferencia en el porcentaje de metilacién se encuentra a partir

del cromosoma 7, y los valores se invierten para los dos grupos en el cromosoma 21y 22.
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Figura 25: Porcenaje de metilacién por cromosoma en cada grupo de estudio
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Figura 26: Numero de genes metilados por cromosoma
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Figura 27: Numero de citocinas metiladas por cromosoma

Las figuras 26 y 27 muestran el numero de genes metilados y el numero de citocinas metiladas
por cromosomas, respectivamente. Se evidencia que el cromosoma 19 tiene el mayor numero
de genes metilados con un total de 46, siendo igualmente el cromosoma con mayor numero de

citocinas metiladas.
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El analisis de la ontologia génica con el programa bioinformatico Enrich, que analiza las
funciones de los genes y proteinas identificd los términos ontolégicos enriquecidos con
significancia estadistica para el componente celular, funcion molecular y funcién bioldgica,

generando graficas para la visualizacion de los resultados.

Tabla 13. Componente celular de genes diferencialemente metilados enriquecidos.

g Adjusted p- z- Combined
Index Name P-value value score score
intermediate filament cytoskeleton
1 (GO:0045111) 0.003209 0.4290 -2.52 13.97
2 oytoskeleton (GO:0005856) 0.006886 0.4290 -2.36 11.75
3 septin cytoskeleton (GO:0032156) 0.006886 0.4290 -2.34 11.65
spectrin-associated cytoskeleton
4 (GO0014731) 0.008479 0.4290 -2.40 11.46
5 cortical cytoskeleton (GO:0030863) 0.008975 0.4290 -2.46 11.62
[ actin cytoskeleton {(GO:0015629) 0.03834 0.9106 -2.86 9.66
phosphorylase kinase complex p
7 (GO-0005964) 0.03925 0.9106 0.65 2.11
3 meiotic cohesin complex {(GO:0030893) 0.03925 0.9106 1.20 -3.89
9 ruffle membrane (GO:0032587) 0.04058 0.9106 -1.87 6.30
10 nuclear meiotic cohesin complex 0.04564 0.9106 0.59 -1.81

{GO:0034291)

Enriched Terms

HSPB1
EPPK1
MACF1
DDX58
PHLDB2

LAYN

Input Genes

MAP3K11

RAD21L1

Figura 28. Ontologia de los genes diferencialmente metilados segtin el componente celular. Se muestran los términos
enriquecidos segun la significancia estadistica p <.005
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La tabla 13 y la figura 28 muestran la ontologia de los genes que presentan una metilacion
diferencial entre los dos grupos segun el componente celular. Es este caso se evidencia que los
componentes celulares involucrados son principalmente proteinas del citoesqueleto, cambios
involucrados en 9 genes diferentes siendo los genes con mayor cambio TPM4, HSPB1, EPPK1
y MACF1.

Tabla 14. Proceso de metilacién segun genes diferencialmente metilados

Adjusted z- Combined
Index  Name P-value p-value  score scare
negative regulation of type I interferon
1 production (GO:0032480) 0.0003141 0.4268 -2.96 23.86
positive regulation of interferon-alpha K
- biosynthetic process (G0:0045356) 0.004355 0.4911 3.32 18.05
3 positive regulation of interferon-alpha 0.005284 0.4911 294 15.41

production (GO:0032727)

4 (’g-go?éﬁ"z'égf,;"te’fem"'a'ph“ production 0.005591 0.4911 313 16.24

regulation of interferon-beta production

5 (G0:0032648) 0.007710 0.4911 -3.17 15.44
positive regulation of interferon-beta production

6 (GO:00327238) 0.008170 0.4911 -2.81 13.51

7 protein localization to nuclear periphery 0.008485 0.4911 331 15.79

{G0O:1990139)
3 protein localization to nucleoplasm (G0:1990173) 0.008485 0.4911 -3.29 15.69
protein localization to Mmi1 nuclear focus
complex (GO:1902666)

protein localization to condensed nuclear
chromosome (GO:1903084)

0.008485 0.4911 -3.27 15.61

0.008485 0.4911 -3.27 15.59

[
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Figura 29. Ontologia de los genes diferencialmente metilados segun el proceso. Se muestran los términos
enriquecidos segun la significancia estadistica p <.005

Input Genes
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La tabla 14 y figura 29 evidencian los genes diferencialmente metilados de acuerdo a procesos
de regulacion negativa y positiva del interferon alfa y beta, asi como de proteinas localizadas en
la periferia del nucleo y el nucleoplasma. Los genes que presentan mayor diferencia son genes
del sistema inmunolégico asociados a interferones como DHX58, DDX58, NLRP4, IRF7, TOR1A,
MSX1 entre otros y se encuentran metilados en un mayor porcentaje en el grupo VPH (-)

comparados con el grupo VPH(+).

Tabla 15. Funcion molecular de genes diferencialmente metilados

P- Adjusted p- Zz- Combined
Index  Name value value  score score
steroid receptor RNA activator RNA binding
1 (GO:0002153) 0.01911 0.4120 -1.87 7.39
2 poly-purine tract binding (GO:0070717) 0.01911 0.4120 -1.86 7.36
3 poly-pyrimidine tract binding (GO:0008187) 0.02263 0.4120 -1.88 711
inositol-1.4,5-trisphosphate 5-phosphatase
4 activity (GO:0052658) 0.03925 0.4120 -0.80 2.60
5 intermediate filament binding (G0O:0019215) 0.03925 0.4120 -0.79 2.54
6 double-stranded miRNA binding (GO:0098851) 0.04212 0.4120 -2.06 6.51
potassium-transporting ATPase activity
7 (GO:0008556) 0.04564 0.4120 -1.13 3.50
3 CTPase activity (GO:0043273) 0.04564 0.4120 -1.05 3.23
9 cytidine diphosphatase activity (GO:0036384) 0.04564 0.4120 -0.89 2.74
spermine transmembrane transporter activity .
10 (GO:0000297) 0.04564 0.4120 0.88 2.71

Enriched Terms

MAPK11
MAP3K11
PHKG2
RPSEKB2
DHX58

DDX58

MACF1

Input Genes

ENTPD8 I

TOR1A I

Figura 30. Ontologia de los genes diferencialmente metilados segtn la funcién molecular. Se muestran los términos
enriquecidos segun la significancia estadistica p < .005
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La tabla 15 y figura 30 muestran los genes diferencialmente metilados segun la funcion molecular
evidenciando que los genes con mayores cambios son MAPK11, MAP3K11, PHKG2, RPS6KB2.

Tabla 16. Vias de sefializacion de genes diferencialmente metilados

Index Name

P-value

Adjusted Z-  Combined
p-value  score score

sapiens_hsa04622
sapiens_hsa04670
sapiens_hsa05169

sapiens_hsa00480

ENTPDS8
MYL10
ARHG..
MYLPF
HMGCR
AQP1
PGD
GPX4
PHKG2
CBLC
RPS6KB2

Input Genes

RIG-I-like receptor signaling pathway_Homo
Leukocyte transendothelial migration_Homo
Epstein-Barr virus infection_Homo

Glutathione metabolism_Homo

0.001220 0.1208 -1.73 11.63
0.008001 0.3961 -1.70 8.21
0.04607 0.6938 -1.90 5.84

0.04689 0.6938 -1.75 537

Enriched Terms

Figura 31. Vias de sefializacion enriquecidas de los genes diferencialmente metilados p <.005

La tabla 16 y figura 31 evidencian enriquecimiento en las vias de sefializacion asociadas a la

infeccion por VPH, relacionadas con la activacion del sistema inmune del huésped y otras
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relacionadas con la activacion y proliferacion del ciclo celular. De forma interesante los genes
alterados por metilacion también se encuentran asociados a otro tipo de infecciones virales como

Epstein Barr, Hepatitis e Influenza.
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Figura 32. Porcentaje de Metilacion de los genes implicados en regulacién del citoesqueleto identificados en el
analisis de ontologia génica, de las muestras HPV (+) comparadas con las HPV (-).
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La figura 32 evidencia que hay una diferencia en el porcentaje de metilacion de genes implicados
en la regulacion del citoesqueleto entre los dos grupos, observandose genes tanto

hipermetilados como hipometilados para las muestras VPH(-) y VPH(+).

El porcentaje de metilacibn de aquellos genes implicados en la regulacion del sistema
inmunolégico se observa en la figura 33, donde graficamente se evidencias diferencias
importantes entre los grupos, teniendo en cuenta que el programa Enrichr con el cual se corrié
el andlisis bioinformatico arrojo los resultados de los genes diferenciales que fueron

estadisticamente singificativos.
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9. DISCUSION

Teniendo en cuenta la informacion recogida en este estudio, desde los parametros
sociodemograficos, encontramos que el 63% de las muestras eran de pacientes femeninos, el
promedio de edad fue de 55.2+1.7 dentro de un margen de edad entre 30 y de 82 afos, sin
observarse diferencias significativas entre los grupos. La edad minima en este estudio es
consistente con estudios que afirman que los pacientes con este tipo de lesiones asociadas a
VPH son mas jovenes que aquellos cuyo factor de riesgo es tabaco y alcohol. [Chaturvedi et al,
2011. Ang et al, 2010].

Dentro de las lesiones precancerosas establecidas por la OMS, la leucoplasia y la eritroplasia
son las mas comunes. En el presente estudio el 66% de las muestras evaluadas tenian como
diagnostico clinico leucoplasia, lo que coincide con los reportes de estudios anteriores que
determinan que esta es una de las lesidnes precancerosas mas comun desde el aspecto clinico
[Messadi, 2013].

Las lesiones precancerosas pueden localizarse en cualquier lugar de la cavidad oral, sinembargo
existe un mayor riesgo de malignizacion para aquellas lesiones que se localizan en la lengua y
el piso de boca. En cuanto a la localizacién de las lesiones, el estudio reporta que la lengua es
el lugar donde con mayor frecuencia se presentaron lesiones (29.27%) lo que corrobora lo
publicado en estudios anteriores donde se registra la lengua y el piso de boca como los lugares
mas comunes [Haya-Fernandez et al, 2004], sin embargo en el estudio la encia (24.39%), y el
paladar (21.45%) ocuparon los siguientes valores de frecuencia, siendo estos los ultimos en

frecuencia segun lo publicado por Haya-Fernandez et al, en el 2004.

El virus del papiloma humano tiene predileccion por células epiteliales de superficies cutaneas y
mucosas, teniendo la capacidad de infectar y causar lesiones [Kreimer et al, 2005]. Estudios
previos reportan que el VPH es un agente carcinogénico de vias aéreas altas incluyendo cavidad
oral [Gillson et al 2014; Reuschenbach 2013; Gillson et al, 2000; Kremer, 2005]. La IARC en el
afio 2009 lo reconoce como un agente causal de cancer oral, a nivel mundial se ha reportado
una prevalencia del VPH asociado a cancer de cavidad oral en un 20.2% [Isayeva et al, 2012],
asi como un 19.9% en lesiones pre malignas [Giovannelli et al en el 2002], sin embargo hay

estudios que han determinando que en Latinoamerica la prevalencia esta entre 27.4 al 60%
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[Premoli-De-Percoco, 2001; Ibieta et al, 2005] lo que coincide con los hallazgos del presente

estudio, que identifico una frecuencia de muestras positivas para VPH del 51.22%.

Los genotipos de VPH de alto riesgo, se encuentran asociados a lesiones de cancer en cavidad
oral siendo el VPH16 el que se encuentra en un mayor porcentaje [Ang et al, 2010; Smeets et
al, 2008; Silva et al, 2013], en lesiones premaligans se ha reportado la presencia de VPH16 entre
un 17% hasta un 80% [Agrawal et al. 2013.; Syrjanen et al., 2011] asi como algunos estudios
reportan el VPH16 como el de mayor prevalencia en Norte América comparados con de Europa
y Asia. [Kreimer, 2005]. En nuestro estudio se pudo evidenciar por Luminex que el VPH16 se
encontré en el 80% de las muestras siendo acorde con la literatura. El VHP 18 se encontr6 en
un 35%, estos hallazgos son consistentes con estudios previos en los cuales la pesencia de
VPH18 se reporta en un 34% [Babiker et al, 2013; Ang et al, 2010; Smeets et al, 2008; Ibieta,
2005]. Sin embargo otros genotipos de alto riesgo fueron identificados en altos porcentajes
como el VPH 31 y el VPH 45 en frecuencias del 50% y el 40% respectivamente, asi como los
genotipos 35, 39, 51, 59 y 68 aunque en menor proporcion, datos equiparables a publicaciones

anteriores en neoplasias cervicales [Khandker, 2016].

En los ultimos anos se ha investigado el uso de técnicas diagndsticas aplicables al laboratorio y
es asi como la inmuno histoquimica de proteinas relacionadas indirectamente al virus de alto
riesgo (proteina p16INK4a) ha demostrado tener ventajas por su alta sensibilidad y buena
especificidad [Thomas & Primeaux, 2012; Dreyer et al., 2013; Agrawal et al., 2013; Moutasim et
al., 2015], la pérdida de p16INK4a por delecién homocigota del gen, mutacién, o hiper metilacién
se ha demostrado en variedad de tumores incluyendo el 54-82 % de los canceres de cabeza y
cuello, sin embargo los canceres relacionados con el VPH-AR se caracterizan por sobre
expresion de p16 como consecuencia de la transcripcién de E7. Es asi como algunos autores
reportan sobreexpresion de la proteina p16 en un porcentaje hasta del 90% en los carcinomas
de cabeza y cuello asociados a VPH AR. [Woo et al., 2013; Agrawal et al., 2013]. En el caso de
lesiones precancerosas un estudio realizado sobre displasias epiteliales asociadas a VPH16,
reporto que de 20 muestras con diagndstico de displasia epitelial el 50% presento positividad
focal por inmuohistoquimica para p16INK4a [Agrawal et al., 2013], resultado comparable con lo
observado en este estudio, 40 muestras evaluadas en total, 21(51.22%) mostraron
sobreexpresion de p16INK4a de tipo focal. La sobreexpresion de la proteina p16 se ha descrito
como un marcador potencial para reconocer la presencia de displasia de la cavidad oral [Goloban
et al., 2005]
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La sobreexpresion de p16INK4a de tipo focal se tuvo en cuenta cuando el resultado fue positivo,
pero focalizado en pequefos racimos de células tefidas positivamente en un porcentaje < 25 %
como lo reporta algunos estudios. [Kreimer et al. 2005, Bird, 2002]. Teniendo en cuenta que la
poblacion estudiada en el 84.47% tenia como diagnéstico displasia leve o moderada, se puede
asumir como lo plantea Ault en el 2006, que la carga viral es baja lo que disminuye la probabilidad
de progresion de la enfermedad [Ault, 2006], y este factor también puede reflejarse en la pobre
marcacion por IHC de la proteina p16INK4a en este estudio. Song et al en el 2015 manifiestan
que p16INK4 es un inhibidor inducido por la integracién del DNA viral y el huésped, tiene
correlacion positiva con el grado de displasia en lesiones de cervix y se sugiere que podria ser
usado para discriminar diferentes grados de displasia en biopsias cervicales, situacién que
también se plantea en este estudio, sin embargo, el VPH no es el unico factor de riesgo que

induce sobre expresidn de la proteina p16INK4a en lesiones de cavidad oral [Aslan H, 20017]

El tamafo de las librerias obtenidas se encuentra entre 189 y 234, cerca al rango obtenido por
Francine et al en el 2015 que oscilaban entre 150-250 pb. De igual forma la mayoria de los
estudios utilizan la conversion de bisulfito validado y secuenciacion para medir el estado de
metilaciéon del ADN método que también fue utilizado en este estudio, buscando convertir las
citosinas no metiladas en uracilos (y timinas tras la reaccion de PCR), sin modificar las citosinas

metiladas, obteniendo asi los resultados de metilacion en las islas CpG. [Feinberg & Tycko 2004].

Las infecciones persistentes con el virus del papiloma humano de alto riesgo en la mucosa oral
constituyen un factor de riesgo muy fuerte para inducir carcinogénesis y progresion a lesiones
malignas. El VPH infecta los queratinocitos del epitelio y tiene la habilidad de regular una red de
componentes celulares que favorecen la amplificacion de su genoma e inducen cambios
moleculares en las células infectadas. A este respecto, se ha reportado que la infeccién induce
la metilacion del ADN de genes celulares en varios tipos de cancer [Arvin et al., 2001],
presentando patrones de metilacién diferenciales entre tejidos tumorales VPH-negativos y VPH-
positivos; sugiriendo que los cambios epigenéticos heterogéneos juegan un papel importante en

las diferencias clinicas y biolégicas entre estos tumores [Rattner, 2014].
En este estudio se caracterizaron las diferencias en el nivel de metilacién del ADN en lesiones

precancerosas orales VPH (+) y VPH (-) por secuenciacién por bisulfito reducida y

representativa, observando que el virus modula el epigenoma de las células infectadas
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induciendo cambios coordinados en la metilacion de genes involucrados en las vias de

sefalizacién de ciclo celular, citoesqueleto y respuesta inmune.

En general, las displasias orales VPH (+) mostraron menores niveles de metilacion de las islas
CpG que las VPH (-) (p = < 0.001, Figuras 24A, y 25), que difiere a lo observado en varios
estudios de carcinomas orales con mayor tendencia a la hipermetilacién [Martinez et al., 2007,
Holland et al., 2008; Sartor et al., 2011].

El aumento de la metilacion en tumores VPH (+) se ha explicado por una mayor expresion de la
enzima DNMT3a que cataliza la transferencia del grupo metilo a la citosina, y se encarga del
establecimiento de patrones de metilacién de novo [ Lyon et al., 2014 ]. Mientras que en lesiones
precancerosas la hipometilacién se ha correlacionado con sitios CpG ubicados dentro de las
secuencias repetitivas LINE-1 (elementos nucleotidicos intercalados largos) en varios tipos de
cancer [Das & Singal, 2004; Shigaki et al., 2013]; y algunos estudios sugieren que la
hipometilacién de LINE-1 puede tener algunos efectos biolégicos en la promocion de la

progresion tumoral [ Hurt et al., 2013].

Nuestro analisis revelé que el 54% (73 de 135) de los genes metilados diferencialmente
asociados con displasias orales VPH (+) estuvieron hipometilados, mientras para las muestras
VPH (-) se presenté en el 39%. Las principales funciones biolégicas enriquecidas con
significancia estadistica asociadas a los genes hipometilados fueron; regulacién de la produccion
de interferones (p 0.001329; DDX58, NLRP4, IRF7, HSPB1) y regulacién de adhesiones focales
célula-célula (p 0.009134; MACF1, DDX58, COL16A1, TOR1A).

En particular, encontramos que el virus del papiloma humano metila genes asociados al control
del ciclo celular, apoptosis y remodelacion de citoesqueleto; dentro de estos, la quinasa activada
por mitégenos (MAP3K11 o MLK3, PM=100%) se ha descrito induce apoptosis de varias células
tumorales via activacion de la via de estrés celular p38/JNK, y su inactivacion favorece la
permanencia en la fase S del ciclo celular de las células infectadas con el VPH, ya que se ha
sido sugerido como un gen supresor de tumores, [Ki-Yong et al., 2004; Knackmuss et al., 2016];
el gen asociado a reparacion de doble cadena (RAD21L1, PM=100%) componente especifico
del complejo de cohesina durante la meiosis en la separacion de las cromatidas hermanas y los
cromosomas homodlogos y participa en procesos de reparacion de dafios de ADN de doble

cadena. La inactivacion de este gen por metilacion contribuye a procesos carcinogénicos
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[McFarlane & Wakeman, 2017]; el factor 1 de reticulacién de la actina de los microtubulos
(MACF1, PM=60%) una proteina reguladora de la dinamica del citoesqueleto, migracion celular,
crecimiento y diferenciacion y se ha encontrado implicado en el cambio de la morfologia y

fisiologia de células infectadas por el virus de la influenza [Hu et al., 2015; Forst, 2017].

A este respecto, algunos autores sugieren que la proteina E7 del VPH estimula eventos celulares
que conducen a la reorganizacion del citoesqueleto de actina, lo que contribuye al cambio
morfoldgico durante el desarrollo de lesiones precancerosas y podria aumentar la motilidad y la
diseminacion metastasica de las células cancerosas [Tarik et al., 2014]. Lo que sugiere que el
virus modula la metilacion de estos genes como una estrategia para mantener las células en el
ciclo celular y duplicar su genoma para producir cambios en las células epiteliales.

Por otra parte, se encontré que el VPH modula genes implicados en la regulacion del sistema

inmunolégico del huésped.

La hipometilacion del factor regulador de interferon 7 (IRF7, PM= 16%) un factor de transcripcion
involucrado en la produccién de interferones en respuesta a infecciones virales es un hallazgo
muy interesante en el contexto biolégico del VPH, ya que otros autores lo han reportado para el
virus Epstein-Barr interactuando directamente con el ADN viral y activando el promotor de la
proteina 1 de la membrana latente del oncogén viral potenciando los efectos oncogénicos del
virus [Ning et al., 2015].

Los factores reguladores del interferén IRF-7 desempenan papeles clave en la activacién de la
respuesta inmune innata a las infecciones virales. Oldak y col; 2011, demostraron por primera
vez que IRF-7 que se expresa en las capas suprabasales de la epidermis humana y regula la
transcripcién del VPH, aumentado la actividad del promotor tardio del virus a través de la union
directa al ADN viral [Oldak et al., 2011], proceso que podria estar implicado en el desarrollo de

lesiones premalignas de cavidad oral.

El gen viral E2, del VPH 16 y 18, interactua con multiples proteinas en todo el proceso de
infeccion y transcripcion del virus, Muller et al en el 2012 reportaron que unas de esas proteinas

fueron HSP, MAP y DDX como lo demuestra nuestro estudio.

La proteina E7 de HPV16 se une a IRF1 (interferon-regulatory factor) y bloquea la transcripcion
de IFN-B, en cambio la proteina E5 de HPV16 mejora la expresiéon de IFN-B e IRF1[ Tummers
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etal.,, 2015], lo que puede explicar la regulacion positiva y negativa del INF encontrados en este
estudio. El IFN tipo | es un importante factor antiviral y su respuesta de defensa contra los virus
se produce principalmente mediante la transduccion de sefiales y la activacion de la transcripcion
de vias, lo que da como resultado una serie de genes regulados por interferon que generan
muchas enzimas y proteinas que actuan sobre los virus buscando proteger al huésped de la
infeccidn [Zhang et al., 2005], por otro lado se ha reportado que algunos virus tienen la capacidad

de escapar al INF cuando se unen al receptor de INF bloqueando algunas vias de sefalizacién

Los resultados de este estudio permiten sugerir que el VPH puede alterar la inmunovigilancia y
la homeostasis celular desregulando la expresion génica en las células huésped, al menos en
parte a través de mecanismos epigenéticos. Inicialmente, el VPH estimula la remodelacién del
citoesqueleto y la proliferacion de las células infectadas como un mecanismo para favorecer la

replicacion y la persistencia viral. Estos eventos estan mediados por las oncoproteinas E6 y E7.

Es importante considerar que este estudio tuvo limitaciones relacionadas con la utilizacion de
muestras embebidas en parafina, sujetas a procesos de cosenrvacién, manipulacién vy
procesamiento histolégico imposibles de controlar, lo que compromete la calidad de los acidos
nucleicos que se obtienen para los estudios de secuenciacion gendémica. Por otro lado, las
biopsias de lesiones en cavidad oral en su mayoria no superan los 5 mm de diametro. Esto limita
considerablemente la obtencion de ADN con una concetracion y calidad adecuada para ser

utilizados en procesos de secuenciacion RRBS, como lo reporta Pikor en el 2011.

Las diferencias de metilacion entre los grupos VPH(+) p16(+) y VPH(-) p16(+), fueron
independientes de la localizacion de la lesién, como lo sugerido por Lleras en el 2013. En cuanto
al grado de displasia este estudio no mostro diferencias en el grupo VPH(+) p16(+) cuyas
muestras estaban representadas en displasia leve, moderada y severa, sugiriendo que los
cambios en la metilacion de lesiones precancerosas ocurren como eventos muy tempranos
durante el desarrollo de la carcinogénesis en cavidad oral y presenta patrones similares
independiente del resultado histopatolégico en las muestras. Este resultado sugiere que la
identificacion de cambios en la metilacién podria incrementar el riesgo de desarrollar cancer oral

como lo plantea Diéz-Perez en el 2011.
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CONCLUSIONES

La positividad de p16 en lesiones displasicas asociadas a VPH no evidencian los parametros en
su totalidad para poder determinarlos como p16 positivos, sin embargo, hay una manifestacion

de la activacion de la proteina en estadios muy tempranos de la lesion.

El VPH modula diferencialemnte el grado de metilacién del DNA y es un importante factor

epigenético en el proceso de carcinogénesis de lesiones precancerosas en cavidad oral.

Identificar las diferencias en los perfiles de metilacion de lesiones precancerosas orales
asociadas a VPH puede proporcionar aplicaciones clinicas prometedoras y para el tratamiento

personalizado del cancer.
El gran numero de genes hipometilados en lesiones precancerosas de cavidad oral asociadas a
VPH, podria afectar la expresion génica disminuyendo la capacidad de respuesta del huésped

en la respuesta inmunolégica y favoreciendo la progresion de la lesién a cancer.

Es importante continuar con la linea de investigacion para dar respuesta a otros interrogantes

que surgen por los resultados obtenidos en este estudio.
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