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Resumen

Metilacion del gen L1 del VPH 16 y su relacion con
el diagnostico citologico y estado fisico viral Evaluar
la metilacion del gen L1 del VPH 16 en citologias
cervicales y su relacion con el estado fisico viral y el
diagnoéstico citologico. El DNA extraido de las
citologias cervicales fue tratado con bisulfito de sodio,
se amplifico el gen L1 del VPH 16, se realizo
secuenciacion del producto obtenido.El estado fisico
se determind por qPCRmediante la relacion E2/E6
(Mixto: 0.001-0.89; integrado: <0.001; Episomal:
>(.9). Para el anaisis estadistico se utilizo el progarma
STATA vl1l. La metilacion del gen L1 aumenta
notablemente en muestras de CaCU respecto a las
muestras sin LEI o LEIBG,existiendo una relacion
estadistica entre la metilacion de los sitios 5617y
5709de la region 5° y 6366 de la region media del gen
L1 del VPHI6, mientras que los sitios CpG (sitios
6366, 6388, 6456 y 6580) de la region media se
relacionan con el estado fisico viral

Metilacion, gen L1, VPH 16, Cancer Cérvical,
Estado fisico viral.

Abstract

Assessing methylation HPV16 L1 gene in cervical
cytology and its relation to the viral physical state and
cytological diagnosis.The physical state oh HPV 16
was determined by qPCR. Briefly, the DNA extracted
from cervical smears was treated with sodium
bisulfite, the HPV 16 L1 productwas amplified and
sequenced. The physical state was determinated by
ISH. The statistical Anaisiswas performed using
STATA software. L1 gene methylation increases
markedly in CC samples compared to samples without
LEI or LSIL, a statistical relationship between
methylation sites 5617 and 5709 of 5 'region and 6366
of L1 gene-middle region was observed, while the
CpG sites (sites 6366, 6388, 6456 and 6580) of the
middle region are related with physical state of HPV.

Methylation, L1 gene, Cervical Cancer, HPV 16,
viral state physical.
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Introduccién Ademads se ha encontradohipermetilacion

El céncer cérvico uterino (CaCU) es un trastorno
de crecimiento y diseminacion descontrolada de
células que se origina en el epitelio del cérvix
uterino,siendo la segunda causa de mortalidad por
neoplasia en mujeres a nivel mundial 1, en 2012
se presentd una tasa de incidencia de 14.3casos y
una tasa de mortalidad de 6.8 por cada 100 000
mujeres afectadas.

La infeccion latente por el virus del
papiloma humano (VPH) de alto riesgo ha sido
considerado como un factor necesario pero no
suficiente para el desarrollo de CaCU B4, ademas
se han descrito otros factores que pueden
contribuir al desarrollo de la enfermedad, como el
incio de la vida sexual activa a temprana edad, el
consumo de tabaco, el consumo de
anticonceptivos orales e infecciones persistentes
causadas por otros microorganismos®! . Como
consecuencia a estos eventos, existe una gran
variedad de cambios durante el CaCU, en los
procesos celulares como la diferenciacion,
apoptosis, en los mecanimos de repacion y
regulacion génica como la metilacion del DNA,
la cual puede afectar la expresion génica.

La metilacion del DNA es catalizada por
la familia de las metiltransferasas (Dnmts) que
transfieren un grupo metilo del S-adenil-
metionina (SAM) al carbono 5 de residuos de
citosinas (5mC) adyacentes a residuos de
guanina, que se producen principalmente en las
islas CpG®l. Las islas CpG se encuentran
generalmente en las regiones promotoras de
genes codificadores de proteinas®. Diversos
estudios han encontrado una relacion entrela
metilacion del genoma del VPH con la progresion
de las lesiones cervicales y el CaCU,se ha
sugeridouna importante contribucion de las
oncoproteinasE6 'y E7en el aumento de la
actividad de  metiltransferasa de  ADN
(DNMT)uol,
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en las regiones L1, L2, E2 y E4 del genoma del
VPH con mayor frecuencia en lesiones de alto
grado (LEIAG).

Recientemente, algunos estudios han
reportado una relacion entre la metilacion del gen
L1 yel desarrollo de CaCU, en 2006
encontrarondiferentes niveles de metilacion del
gen L1 en muestras sin LEI y lesiones de bajo
grado (LEIBG)'"!. Asi mismo Brandsma vy
colaboradores observaron que las muestras sin
lesion (sin LEI) mostraron metilacion del gen L1
de baja a nula, a diferencia de las LEIAG que
mostraron una alta metilacion del gen L1 U2,
Ademas, Sun y colaboradores en 2011
encontraron sitios CpG especificos metilados del
gen L1 en LETAG y CaCU!,

Por lo anterior, es importante determinar
el porcentaje de metilacion del gen L1 del VPH
16 o la metilacion sitio especifica del mismo, y
evaluar su posible uso como marcador de

progresion de las lesiones premalignas cervicales
y/o CaCU.

Objetivos
General

Evaluar la metilacion del gen L1 del VPH 16 en
citologias cervicales y su relacion con el estado
fisico viral y el diagnostico citologico

Especificos

Identificar los sitios de metilacion del gen L1 del
VPH 16en muestras sin LEI, LEIBG, LEIAG y
CaCU.

Analizar la relacion estadistica del
diagndstico citologico y el estado fisico viral con
la metilacion del gen L1 del VPH 16.
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Metodologia Evaluando la relacion entre la metilacion

Se realiz6 un estudio observacional de tipo
transversal, se incluyeron 100 muestras de
citologia cervical de mujeres que asistieron al
servicio de deteccion oportuna de CaCU en la
UACQB, con diagnostico de citologia normal,
LEIBG, LEIAG y CaCU positivas a VPH 16.Se
extrajo el DNA de citologias cervicales con
diagnostico sin LEI, LEIBG, LEIAG y CaCU
positivas a VPH 16.

El estado fisico viral se determind por
qPCR, mediante la relacion de los genes E2/E6
del VPH 16(Mixto: 0.001-0.89; integrado:
<0.001; Episomal: 0.9). EIl DNA fue tratado con
bisulfito de sodio, se amplifico el gen L1 del
VPH 16 y para determinar los sitios
CpGmetilados del gen, se realizo la
secuenciacion del producto obtenido (Big
Dyeterminator v3.1 appliedBiosystem). Para el
analisis estadistico se utilizd el programa
STATA vl11; un valor de p<0.05 se considero
significativo.

Resultados

Metilacion del gen L1 del VPH 16 y su
relacion con el diagndstico citolégico

Para evaluar la metilacion del gen L1, se calculo
el porcentaje de metilacion del gen L1: %Met-L1
= (sitios metilados / nimero de sitios analizados).
Se observdo una diferencia estadisticamente
significativa entre el %Met-L] en los casos de
CaCU, en los que se encontrd6 un porcentaje
promedio de 61.3%, y la metilacion del gen L1
del virus en los casos sin LEI, LEIBG y LEIAG,
con un porcentaje promedio de 22.2%, 29.5% y
21.4% respectivamente (Figura 1).
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sitio especifica del gen L1 del VPH 16 y el
diagnodstico citologico, se observéd que la
metilacidon de los sitios 5602, 5617, 5709,
pertenecientes a la region 5” y el sitio 6366 de la
region media, mostraron diferencias
estadisticamente  significativas  respecto  al
diagnostico, observandose metilacion de los
ultimos tres sitios en el 71.4%, 85.7% y 66.7% de
los casos respectivamente (Tabla 1).

70.0 61.3
p=<0.001

60.0
00 p=<0.001 00

29.5
40.0

30.0

22.2 21.4
20.0
10.0

0.0

% METILACION DEL GEN L1

Sin LEI LEIBG LEIAG CaCu
DIAGNOSTICO CITOLOGICO

Grafico 1 Porcentaje de metilacion por grupo de diagndstico p: Prueba
exacta de Fisher.

Diagnostico citologico

Metilacion Gen L1 Sin LEI LEIBG LEIAG CaCU P
VPH 16 % (n) % (n) % (n) % (n)

Sitio 5602
No metilado 100 (6) 100 (10) 0(0) 50(1) 0.014

Metilado 0(0) 0(0) 0(0) S0(1)

Sitio 5617

No metilado 100 (12) 8154 (31) 80(4) 2857(2) 0.003

Metilado 0(0) 1842 (7) 20(1) 7143 (5)

Sitio 5709

No metilado 8571 (12) 80(32) 100 (5) 1429 (1) 0.001

Metilado 1429 (2) 20(8) 0(0) 8571 (6)

Sitio 6366

No metilado 9333 (14) 6829 (8) 100 (5) 3333 (1) 0.044

Metilado 667 (1) 3171(13) 0(0) 6667

Tabla 1 Metilacion de la region 5y region media del gen L1 del VPH
16 en relacion con el diagnostico citologico.
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Metilacion del gen L1 y su relacion con el
estado fisico viral.

Se encontr6 una relacion estadistica significativa
entre el estado fisico viral y el porcentaje de
metilacion de la region media del gen L1 del
VPH 16 (p=0.049). Siguiendo un criterio
estadistico, el%Met-L1 se dividid en tres grupos
(Centil 1= 25% de sitios metilados, Centil 2= 25 a
50% de sitios metilados y Centil 3= >50% de
sitios metilados). El 40% de las muestras con el
virus integrado se encontraron en el centil 3 de
metilacion (mas del 50%) de la region media del
gen L1, a diferencia de los casos con el virus
episomal, de los que so6lo el 15.38% se ubicod en
el centil 3 del %6Met-L1 (Tabla 2).

Porcentaje de metilacion Estado Fisico Viral

de la region media del gen

Episomal Mixto Integrado Valor
% (n) % (n) % (n) )2
Centil 1 (Menor del 25) 38.46 (5) 26.42 (14) 46.67 (7)
0.049
Centil 2 (>25 y <50) 46.15 (6) 56.60 (30) 13.33(2)
Centil 3 (Mas del 50) 15.38(2) 16.98 (9) 40.00 (6)

Tabla 2 Metilacion de la region media del gen L1 del VPH 16 en
relacion con el estado fisico viral, p: Prueba exacta de Fisher.
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Conclusiones

El porcentaje de metilacion del gen L1 aumenta
notablemente en muestras de CaCU respecto a las
muestras sin LEI o LEIBG, existiendo una
relacion estadistica entre la metilacion de los
sitios 5617y 5709de la region 5°.
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Y 6366 de la region media del gen L1 del
VPH16, los cuales podrian tener potencial para
diferenciar muestras sin LEI o LEIBG de aquellas
muestras con CaCU. Por otra parte, la metilacion
de los sitios CpGde la region media del gen L1
(sitios 6366, 6388, 6456 y 6580), se relaciona al
estado fisico viral. Por lo anterior, la metilacion
del gen L1 podria ser util como biomarcador
pronostico de lesiones premalignas y del estado
fisico viral del VPH 16, sin embargo se requiere
de mas estudios que evaluen este evento en la
carcinogénesis cervical inducida por VPH 16.
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