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RESUMEN

Entre las lesiones intraepiteliales escamosas cervicales (LIE) es importante distinguir aquellas asociadas con mayor riesgo de cancer
de cuello uterino. El objetivo de este trabajo fue evaluar si los niveles de expresién de E2 del VPH16 en mujeres con LIE y con evidencia
de integracién viral se asocian con el grado de la lesién. Se analizaron 109 cepillados cervicales positivos para VPH 16 provenientes
de 19 mujeres sin LIE, 45 mujeres con LIE de bajo grado (LIEBG) y 45 mujeres con LIE de alto grado (LIEAG). Se cuantificé el nimero
de copias de ARNm de E2 y de los genes E2 y E6 mediante PCR en tiempo real para determinar la carga viral (E6) y la proporcién
E2/E6 para evaluar la integracién viral. Se encontraron frecuencias similares de expresién de E2 en LEIBG y LEIAG 15/45 (33 %), la
frecuencia en mujeres sin lesién fue menor 3/19 (15,8 %), todos los casos en los que se observé expresién del gen E2 tenian mezcla
de ADN viral episomal e integrado. La carga viral aumenté significativamente a mayor grado de la lesién (p=0,049), mientras que la
proporcién E2/E6 disminuyé (p=0,049). El andlisis ROC mostré una baja capacidad de los tres pardmetros virales para distinguir
entre lesiones de bajo y alto grado. En conclusién, aunque las lesiones con presencia de ADN viral mixto e integrado y expresién de
E2 podrian estar en menor riesgo de progresion, y la carga viral y la integracién se relacionaron con mayor gravedad de la lesion, su
valor clinico como biomarcadores de LEIAG es limitado.

Palabras clave: carga viral, integracién viral, lesién intraepitelial escamosa de alto grado, lesién intraepitelial escamosa de bajo
grado, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, virus del Papiloma Humano tipo 16.

ABSTRACT

It is important to distinguish among squamous intraepithelial lesions (SIL) those associated with increased risk cervical cancer. Our
aim was to evaluate if the expression level of gen E2 in women with SIL and evidence of viral integration is associated to the grade of
lesion. Cervical scrapes HPV16 positive from 19 women with normal histology, 45 women with low-grade SIL (LSIL) and 45 women
with high-grade SIL (HSIL) were analyzed. Real-time PCR was used to quantify the mRNA of E2 and E2 and E6 genes to calculate
viral load (E6) and the ratio E2/E6 to assess viral integration. Similar frequencies of E2 expression were found in LSIL and HSIL15/45
(33 %), the frequency in women without SIL was lower 3/19 (15.8 %), and all cases with E2 gene expression had mixed episomal and
integrated viral DNA. The viral load increased significantly with the grade of SIL (p= 0.049), while E2/E6 ratio decreased (p=0.049).
The ROC analysis showed low capacity of the three viral parameters analyzed to distinguish between low and high grade SIL. In
conclusion although SIL with mixed and integrated viral DNA with E2 expression could be at lower risk of progression, and viral load
and integration were associated with higher severity of the lesion, its clinical value as biomarkers of HSIL is limited.

Keywords: human Papillomavirus 16, HSIL, LSIL, real time polymerase chain reaction, virus integration, viral load.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) es el cuarto cadncer més
frecuente en mujeres en el mundo, con una incidencia de
528.000 casos nuevos en el 2012 y una mortalidad de
alrededor del 50 %, en especial en paises en desarrollo donde
ocurre aproximadamente el 85 % de las muertes (Forman et
al., 2012; Ferlay et al., 2015; Ginsburg et al., 2016).

Las lesiones premalignas en cuello
denominadas lesiones intraepiteliales escamosas de bajo
y alto grado (LIEBG y LIEAG) son frecuentes en mujeres
jovenes, con una mayor incidencia entre los 25 y 40 afios
(Castle et al., 2005; Franceschi et al., 2006; Kalof et al.,
2007). La tamizacién de lesiones precancerosas basada
en la citologia cervical ha permitido una reduccién en la
incidencia y mortalidad por céncer de cuello uterino en
paises desarrollados, sin embargo en paises en desarrollo
esta neoplasia permanece como causa importante de
mortalidad en las mujeres, debido a programas de
tamizacién inexistentes o poco eficientes (Parkin et al.,
2006; Choconta-Piraquive et al., 2010).

Los virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR)
han sido identificados como agentes causales de cancer de
cuello uterino (Bosch et al., 1995; Walboomers et al., 1999;
Zur Hausen, 2002; Schiffman et al., 2016), la deteccién
de VPH-AR aunque es mds sensible que la citologia para
detectar lesiones pre malignas tiene un valor predictivo bajo
dado que la mayorfa de infecciones son transitorias y solo
una fraccién pequefia de las mujeres positivas para ADN de
virus oncogénicos desarrolla cancer de cuello uterino (Liaw
et al., 2001; Arbyn et al., 2006; Cuzick et al., 2006; Bansal
et al., 2008; Choi et al., 2016). Se requiere un test que
permita distinguir objetivamente las infecciones transitorias
que no van mads alld de causar una lesién de bajo grado de
las asociadas a transformacién oncogénica y mayor riesgo
de desarrollar lesiones de alto grado y céncer cervical. La
medicién carga viral de los VPH-AR ha sido propuesta como
un marcador de riesgo de LIEAG y de CCU (Swan etal., 1999;
Andersson et al., 2005; Moberg et al., 2005; Gravitt et al.,
2007). De otro lado, dado que la integracién del genoma
de los VPH de alto riesgo al genoma de la célula infectada
es un evento importante en la progresién neoplasica del
cérvix (Jeon y Lambert, 1995; Melsheimer et al., 2004; Yu
et al., 2005), la medicién de la integracién también se
ha propuesto como marcador de riesgo. El genoma viral
integrado, del cual son transcritos los genes tempranos E6
y E7, ha sido detectado en aproximadamente 90 % de los
canceres cervicales (Klaes et al., 1999). En varios estudios se
ha demostrado que mediante PCR en tiempo real dirigida
a los genes E2 y E6 es posible evaluar el estado fisico del
ADN de VPH 16 de manera confiable (Peitsaro et al., 2002;
Andersson et al., 2005; Fujii et al., 2005; Briolat et al., 2007;
Saunier et al., 2008). Estos estudios en general muestran
que a mayor grado de lesién hay una mayor proporcién de
lesiones con el genoma del VPH 16 integrado.

uterino

La integracién causa la pérdida o ruptura del gen E2
mientras se retiene un fragmento variable del genoma viral
que incluye los genes E6 y E7 y la regién corriente arriba,
esto conlleva a una mayor expresién de los oncogenes virales
E6 y E7 por lo que estas células adquieren una ventaja de
crecimiento sobre aquellas que sélo tienen ADN viral en
estado episomal, y tienen una mayor inestabilidad genémica
(Jeonetal., 1995a; Jeon et al., 1995b).

En lineas celulares de queratinocitos cervicales
establecidas a partir de lesiones precursoras de bajo grado
se ha observado que los genomas de VPH se mantienen
en aproximadamente 100 copias en la capa basal, en esas
células probablemente ocurre la integracién (Stanley et al.,
1989; Alazawi et al., 2002; Pett et al., 2007). En la linea
celular W12 derivada de una lesién de bajo grado que en
pases tempranos tiene 100 copias de episomas y que en
pases tardios presenta el genoma de VPH integrado, se
ha demostrado que bajos niveles de E2 expresados desde
el promotor homdlogo de los episomas de VPH16 pueden
inhibir parcialmente la expresién desde el ADN integrado, lo
que indica que la pérdida de episomas no sélo estd asociada
a la seleccién de células con ADN viral integrado sino que
es un evento pre requisito para que esta ocurra (Pett et
al., 2006). En este modelo también se ha demostrado que
pueden existir, por periodos prolongados, células con ADN
de VPH16 integrado seleccionables sin ejercer una ventaja
selectiva de crecimiento dentro de una poblacién policlonal
hasta que se inicia la pérdida episomal (Pett etal., 2007). Se
ha propuesto que la identificacién de formas integradas de
VPH podria ser un marcador util de enfermedad progresiva,
sin embargo si los genomas integrados son silenciosos a
nivel transcripcional su deteccién serfa poco util (Woodman
et al., 2007). La deteccién de transcritos derivados del
integrante puede proveer informacién de prondstico
relevante, puesto que se ha propuesto que los queratinocitos
que contienen formas integradas sélo emergerdn una vez se
reduzca el nimero de episomas que expresan E2 (Pett et al.,
2006; Saunier et al., 2008). En este contexto el propdsito de
este trabajo fue evaluar si los niveles de expresién de ARN
mensajero (ARNm) de E2 del VPH16 en mujeres con lesién
intraepitelial escamosa positiva para VPH16 y con evidencia
de integracion viral se asocian con el grado de la lesién. Se
evalué también la asociacién entre carga viral e integracion
con el grado de la lesién.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion

En total 547 mujeres, que asistieron a la Liga de Lucha
contra el cancer a practicarse una colposcopia luego de
un resultado anormal en la citologia, fueron enroladas de
manera consecutiva entre Octubre de 2010 y Diciembre de
2012. Todas las mujeres consintieron su participacién por
escrito, el protocolo de investigacién fue aprobado por el
comité de ética de la institucién donde se realizé el estudio.
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De estas 547 muestras se seleccionaron para el estudio
109 muestras positivas para VPH tipo 16, provenientes de
mujeres a las que se les tomé biopsia durante la colposcopia,
el diagnéstico histoldgico fue obtenido de la historia clinica.

Recoleccion de datos y de especimenes

A cada participante se le hizo una encuesta sobre factores
demogriéficos y epidemioldgicos. Antes de realizar la
colposcopia se colectaron dos cepillados cervicales para
el andlisis de ADN de VPH y ARNm usando un cepillo
endocervical, la muestra para ADN se preservé en 5 mL de
solucién amortiguada de fosfato salino (PBS) con 0,05 %
de timerosal y posteriormente se centrifugd a 3000 g por
10 min, el botén celular se homogenizé en 1 mL de tampdn
TRIS-HCI 10 mM, pH 7,4, y se almacené a -20 °C hasta
su uso. La muestra para los ensayos de ARN se preservé en
500 pL de solucién de lisis del estuche comercial SV-RNA
(Promega) y se almacené a -80 °C hasta su uso.

Extraccién de acidos nucleicos de las células cervicales
Para la extracciéon del ADN de los cepillados cervicales
se empled el estuche comercial genomic DNA pure-link
(Invitrogen), el ADN extraido se almacenéa-80 °C. EIARNm
total se extrajo con el estuche comercial SV-RNA (Promega),
y luego se realizé retrotranscripcién con el estuche comercial
Reverse Transcription System (Promega) para obtener el
ADN copia (ADNc) que se almacené a -20 °C.

Evaluacion del estado de integracion y de la carga viral
de VPH16

Se realizé PCR en tiempo real para cuantificar los genes E2 y
E6 de VPH16 segtin las condiciones publicadas previamente
(Peitsaro et al., 2002). Las sondas empleadas para E6 y E2
se marcaron en 3’ con FAM y MAX respectivamente, y en 5’
con BHQ. La PCR cuantitativa se realizé en un equipo Light
Cycler 480 de Roche. Con cada grupo de muestras analizadas
se construyeron curvas estandar para los genes E6 y E2 de
VPH16 mediante amplificacién del plasmido PBRHPV16, se
hicieron diluciones seriadas 1/10 en un rango entre 3,5 x 107
copiasy 35 copias/pL. Todas las curvas fueron generadas en
triplicado y se graficaron los Cp (Crossing Point) vs. el In del
nimero de copias para extrapolar el niimero de copias de los
genes de interés. Para determinar el estado fisico del ADN se
calculé la proporcién E2/E6. La carga viral se definié como
el nimero de copias del gen E6 en 50 ng de ADN genémico
de cepillados cervicales positivos para VPH16.

Cuantificacion de ARNm de E2

Se empled la metodologia descrita por Pett (Pett et al.,
2006) con modificaciones. Se empled una cantidad similar
de ADNc de cada una de las muestras (20ng) de manera que
se pudiera hacer una comparacién adecuada de la cantidad
del ARNm de E2 de VPH 16 independiente da la cantidad
de muestra recolectada. Se realizé una PCR cuantitativa
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absoluta usando el colorante intercalante fluorescente SYBR
Green. Para hacer la cuantificacién absoluta se construyd
una curva estandar con diluciones seriadas 1/10 del
plasmido PBR-HPV16 en un rango entre 10 y 107 copias /
pL. Cada estandar se analizé en triplicado y las muestras se
analizaron en duplicado.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el programa Stata 12®.
Se emplearon pruebas no paramétricas (Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis) para comparar las medidas de tendencia
central de la carga viral, la proporcién E2/E6 y los niveles
de ARNm de E2 entre grupos. Para efectuar comparaciones
multiples entre parejas de medianas en los casos en los que
se rechazaron hipétesis nulas de pruebas de Kruskal-Wallis,
se utilizé la prueba de Dunn (Dunn, 1964). Se hicieron
transformaciones logaritmicas para presentar graficamente
las distribuciones. Esta transformacién muestra las
distribuciones de manera mds simétrica sin afectar los
resultados de las pruebas no paramétricas. Un valor de p
menor a 0,05 se consideré estadisticamente significativo.
Se evalué la capacidad de la carga viral, la proporcién
E2/E6 y los niveles de ARNm de E2 para discriminar entre
diferentes tipos de lesién cervical, utilizando modelos ROC
estimados mediante métodos de maxima verosimilitud
(Pepe et al., 2009). Adicionalmente se compararon curvas
ROC calculando intervalos de confianza y valores p para la
diferencia entre indices de resumen ROC mediante métodos
de bootstraping (Pepe et al., 2005).

RESULTADOS

En este estudio se analizaron 109 mujeres positivas para
VPH16: 19 mujeres sin lesiones intraepiteliales cervicales, 45
mujerescon LIEBGy45 mujerescon LIEAG. Las caracteristicas
demograficas de los sujetos de estudio se presentan en la
tabla 1. Las mujeres sin lesién eran mayores (edad promedio
41 afios), y de nivel socioeconémico bajo en comparacién
con los grupos de LIEBG y LIEAG. Las mujeres con LIEAG y
LIEBG tuvieron promedios de edad similares, 34 y 37 afios
respectivamente. Las diferencias en escolaridad y estrato
socioeconémico no fueron estadisticamente significativas.

Distribucion de la carga viral segin el grado de la lesion
El ndmero de copias de genoma viral de VPH 16 (carga
viral) por 50 ng de ADN gendémico de cepillados cervicales
positivos para VPH16 se evalué en las 109 mujeres. La carga
viral se calculé a partir de una curva estdndar construida
con diferentes concentraciones del pldsmido pBRHPV16
luego de amplificacién de una regién de E6 mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. En la figura 1A se presenta
la distribucién de la carga viral de VPH 16 en las 109
muestras analizadas agrupadas de acuerdo al diagnéstico
histopatolégico. Se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas de los tres grupos (8,78 Ln
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copias E6/50 ng ADN en mujeres con lesiones de alto grado,
5,47 Ln copias E6/50 ng ADN en mujeres con lesiones de
bajo gado y 2,75 Ln copias E6/50 ng ADN en mujeres sin
lesién) (prueba de Kruskall-Wallis, p=0,049); el rechazo de la
hipétesis nula se dio a expensas del grupo LIEAG que resulté
diferente de las otras categorias (test de Dunn, LIEAG vs. no
lesion: p=0,0004; LIEAG vs. LIEBG: p=0,0072).

Proporcion E2/E6

El estado fisico del ADN se calculé como la proporcién
entre el nimero de copias del gen E2 y el nlimero de copias
del gen E6. En la figura 1B se presenta la distribucién de la
proporcién E2/E6 en las 109 muestras analizadas agrupadas
de acuerdo al diagndstico histopatolégico. Se encontré
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas
de los tres grupos (0,11 en mujeres con lesiones de alto
grado, 0,16 en mujeres con lesiones de bajo gado y 0,68 en
mujeres sin lesién) (prueba de Kruskall-Wallis, p=0,049); el
rechazo de la hipétesis nula se dio a expensas de la pareja
HSIL vs No lesién (test de Dunn, p=0,02). La mediana en

lesiones de bajo grado también fue mds baja que en mujeres
sin lesién, sin embargo la diferencia no fue estadisticamente
significativa.

Estado fisico del ADN de VPH 16 segun el grado de la
lesion

Con base en la proporcién E2/E6 se consideré como estado
episomal puro valores mayores a 0,8, como formas mixtas
episomales e integradas un valor mayor a 0 y menor a 0,8 y
como ADNviral integrado unvalorde 0 (Saunieretal., 2008).
En la tabla 2 se presenta la distribucién del estado fisico
del ADN de VPH 16 en los diferentes grupos histolégicos. Si
bien las formas episomales puras se observaron con mayor
frecuencia en mujeres con lesién y disminuyeron a medida
que avanzaba la lesién, en los tres grupos analizados
predominé una mezcla de ADN viral integrado y episomal,
la frecuencia de formas mixtas fue mayor en lesiones de alto
grado. Los integrantes puros fueron poco frecuentes y sélo
se observaron en mujeres con LEIBG y LEIAG (11,1y 2,2 %
respectivamente).

Tabla 1. Caracteristicas demogrificas de la poblacién de estudio segtin grado de la lesién.

Total No lesién LSIL HSIL
Caracteristica P
n=109 n=19 n=45 n=45
Edad [promedio (DS)] 36(10,8) 41(12,0) 34(10,6) 37(9,7) 0,025
Escolaridad NS
Primaria 17 (15,6%) 2 (19,5%) 4 (8,9%) 11 (24,4%)
Secundaria 36 (33%) 8 (42,1%) 17 (37,8%) 11 (24,4%)
Superior 56 (51,4%) 9 (47,4%) 24 (53,3%) 23 (51,1%)
Nivel Socioeconémico NS
Bajo 49 (45,0%) 11 (57,9) 17 (37,8%) 21 (46,7%)
Medio 60 (55,0%) 8 (42,1) 28 (62,2%) 24 (53,3%)
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Figura 1. Distribucién de la carga viral de VPH 16 (A), la proporcién E2/E6 (B) y la expresién de ARN mensajero de E2 de VPH 16 (C)
en las 109 muestras analizadas agrupadas de acuerdo al diagndstico histopatolégico. La linea vertical en cada grupo representa el rango
inter cuartil, la linea horizontal superior representa el percentil 75, la linea horizontal inferior el percentil 25y la linea horizontal intermedia

el valor de la mediana.
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Tabla 2. Estado fisico del ADN de VPH16 segun el diagnéstico
histoldgico.

Episomal Mixto Integrado
n (%) n (%) n (%)
No lesién 7 (36,8) 12 (63,2) 0
LIEBG 10 (22,2) 30 (66,7) 5(11,1)
LIEAG 7(15,6) 37 (82,2) 1(2,2)
Total 24 (22,0) 79 (72,5) 6(5,5)

Niveles de expresion de ARN mensajero de E6 de VPH 16
Los resultados de este andlisis se presentan en la figura 1C.
De 109 pacientes en los que se cuantificé el ARNm de E2 se
obtuvo un resultado positivo en 33 (30 %). En las pacientes
sin lesién se encontré la menor prevalencia de expresién de
E23/19 (15,8 %), en LIEBG y LIEAG las prevalencias fueron
similares, 15/45 (33,3 %). Los niveles promedio de ARN
mensajero de E2 fueron menores en las mujeres sin lesién y
similares en LIEBG y LIEAG.

En la mayorfa de casos en los que el ADN viral estaba
en estado integrado puro no se detecté ARNm de E2, sélo
un caso fue positivo. La media de expresién de ARNm de
E2 en los casos en los que ADN viral estaba en estado
episomal puro fue mayor que la observada en los casos
mixtos (episomal e integrado) (11,04 y 8,4 respectivamente)
sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. En relacién con la carga viral, en los casos en
los que los niveles de ARNm de E2 fueron detectables se
observé una media mds alta del In del ndmero de copias
copias de ADN de E6 (carga viral) en comparacién con
la observada en los casos negativos (8,6 vs. 6,82), esta
diferencia no fue estadisticamente significativa.

Caracteristicas operativas de los parametros virales
evaluados

Se evalué la utilidad de la carga viral, la proporcién E2/E6
y los niveles de RNAm de E2 para discriminar entre LIEAG y
LIEBG o ausencia de lesién. Para la carga viral el punto de
corte 6ptimo fue 7,11 Ln copias E6/50 ng ADN, este umbral
de carga viral permitié identificar a las mujeres con LIEAG
con una sensibilidad de 78 %, especificidad de 63 %, valor
predictivo positivo de 59,3 % y valor predictivo negativo de
80 %. Para la proporcién E2/E6 el punto de corte 6ptimo fue
0,175, con sensibilidad de 0 %, especificidad de 44 %, valor
predictivo positivo de 33,3 %y valor predictivo negativo de 51
%. Para el nimero de copias de ARN de E2 el punto de corte
fue de -1,955 con una sensibilidad de 42 %, especificidad de
65 %, valor predictivo positivo de 51,4 % y valor predictivo
negativo de 50 %. Este andlisis mostré una baja precisién
diagndstica para los tres pardmetros virales evaluados. Ni
la carga viral, ni la proporcién E2/E6 o los niveles de ARNm
de E2 permitieron discriminar adecuadamente entre LIEAG
y LIEBG o ausencia de lesién.
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DISCUSION

El estado fisico del ADN y la carga viral son considerados
importantes  determinantes de la  transformacién
oncogénica del epitelio cervical infectado, sin embargo
la gran variabilidad en resultados de estos pardmetros ha
dificultado su uso clinico para detectar aquellas lesiones
cervicales con mayor riesgo de progresar hacia cancer
cervical (Shukla et al., 2014). El propésito de este trabajo
fue evaluar los niveles de expresién del gen E2 en células
cervicales exfoliadas provenientes de lesiones intraepiteliales
escamocelulares, entendiendo su ausencia o diminucién
como un posible biomarcador de progresién de la
enfermedad en mujeres con lesiones positivas para VPH16.
Se evalué en 109 muestras cervicales el estado fisico del
ADN viral, la carga viral y los niveles de expresién de ARN
mensajero del gen E2 de VPH16.

El andlisis de la carga viral se realiz6é mediante PCR
cuantitativa, se observé un amplio rango de valores en
LIEBG y LIEAG, inclusive en el grupo sin lesién se observaron
valores altos en ocho casos, estos valores altos en mujeres
sin lesién son probablemente el reflejo de una infeccién
productiva con mayor riesgo de progresar a LEIBG, dada la
asociacién observada en este y otros estudios (Carcopino
et al., 2006; Flores et al., 2006; Cricca et al., 2007; Saunier
et al., 2008; Shukla et al., 2014) entre mayor valor de carga
viral y progresién de la enfermedad. Al comparar las medias
de carga viral en cada grupo histolégico se observé una
diferencia estadisticamente significativa, con un incremento a
mayor severidad de la enfermedad. Los estudios en los que se
ha empleado la PCR cuantitativa para evaluar la carga viral
han mostrado de manera consistente que a mayor grado de
la lesién es significativamente mayor la carga viral (Carcopino
et al., 2006; Flores et al., 2006; Cricca et al., 2007; Saunier et
al., 2008; Shukla et al., 2014), aunque en algunos estudios
no se ha encontrado esta diferencia (Andersson et al., 2005;
Briolat et al., 2007; Boulet et al., 2009). Cabe sefialar que una
comparacién directa entre nuestros resultados y los obtenidos
previamente por otros grupos es dificil dadas las diferencias en
las técnicas de tiempo real empleadas (Tagman, SYBR Green), y
las multiples formas de presentacién de los resultados (copias/
célula, copias/ng de ADN, copias/muestra).

El extremo 3 terminal de E2, que comprende la regién
de la bisagra y el dominio de unién al ADN, es la zona que
mds frecuentemente se pierde o se interrumpe luego de la
integracién del genoma de VPH 16 en el genoma de la célula
infectada (Kalantarietal., 2001; Pett etal., 2007). Se empleé
PCR en tiempo real para establecer el nimero absoluto
de copias de E2 y de E6, calcular la proporcién E2/E6 y
determinar el estado fisico del ADN viral. Los iniciadores y
la sonda empleados para cuantificar E2 se ubicaron en la
zona de la bisagra (Peitsaro et al., 2002). Observamos que
la mediana de E2/E6 disminuyé a medida que aumenté el
grado dela lesién. Esto indica que la proporcién de episomas
disminuye a medida que aumenta el ndmero de formas
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integradas en las lesiones de alto grado, aunque dada la
metodologia empleada no es posible saber si coexisten en
una misma célula formas episomales e integradas o si estas
estdn en células independientes.

En este estudio observamos que, independiente de la
lesién, la mayoria de muestras presentd un cociente E2/
E6 mayor a 0 y menor a 0,8, es decir que la mayoria de
las muestras portaba una mezcla de episomas y formas
integradas de genomas de VPH 16. Al igual que otros
investigadores (Kulmala et al., 2006; Saunier et al., 2008;
Boulet et al., 2009;) encontramos que la integracién es
un evento que aparece tempranamente pues un ndmero
significativo de muestras provenientes de mujeres sin lesién
presenté integracién, aunque siempre en presencia de
episomas. En algunos estudios, por lo general realizados
con otras metodologias no se han encontrado altos niveles
de integracién en citologia normal o en lesiones de bajo
grado (Tonon et al., 2001; Hudelist et al., 2004), esto en
parte se explica por las diferencias técnicas empleadas
para detectar VPH integrado. En general las metodologias
disefiadas para detectar transcritos de la fusién virus-
hospedero sélo identifican integrantes transcripcionalmente
activos, mientras que los métodos que detectan ADN, como
la PCR en tiempo real empleada en este estudio, detectan
todos los genomas virales integrados independientemente
de su actividad transcripcional (Groves et al., 2015).

La ruptura del gen E2, como consecuencia de la
integracion viral en el genoma de la célula hospedera, es
considerada como un evento clave en la transformacién
maligna del epitelio cervical puesto que interrumpe la
regulacién negativa sobre la expresién de los oncogenes
virales E6 y E7 (Schwarz et al., 1985; Jeon et al., 1995a). En
varios estudios incluyendo el presente se reporta la presencia
del gen E2 intacto en un alto porcentaje de lesiones de
alto grado y cdncer (Andersson et al., 2005; Saunier et al.,
2008; Vinokurova et al., 2008; Gray et al., 2010), aunque en
su mayoria en presencia de formas integradas. En nuestro
estudio, en lesiones de alto grado observamos un 15 % de
formas episomales puras y un 82 % de formas mixtas, en
estudios con el modelo celular W12 se ha descrito que la
integracién generalmente se acompafia de una proporcién
residual de episomas que deben ser eliminados para remover
E2 que reprime la transcripcién de los oncogenes E6 y E7
desde los integrantes (Pett etal., 2007). La presencia del gen
E2 en la mayoria de lesiones de alto grado sugiere que deben
existir mecanismos adicionales de pérdida de la represién
mediada por E2 que permitan la expresién sostenida de
E6 y E7 aun cuando el gen E2 esté intacto. En este estudio
medimos los niveles de ARNm de E2 con el fin de evaluar
si la ausencia de expresién de E2, se asocia con mayor
riesgo de progresién, sélo detectamos niveles de ARNm
de E2 en un 33,3 % de los casos analizados. En ausencia
de lesién sélo se detecté ARNm de E2 en tres casos, esta
baja deteccién de transcritos de E2 en mujeres infectadas

pero sin lesién histolégica pudo deberse a una baja carga
viral. En todos los casos de LEIBG y LEIAG en los que se
detecté expresiéon de ARNm de E2 el estado fisico del ADN
viral fue mezcla de integrado y episomal, dada la expresién
detectable de ARNm de E2 desde los episomas, en estos
casos atin no habria ocurrido la seleccién de los integrantes
y estas lesiones estarian en menor riesgo de progresion.
El andlisis ROC mostré una baja capacidad de los tres
pardmetros virales analizados para distinguir entre HSIL y
LSIL o ausencia de lesién esto debido en gran medida a las
superposicién de los datos observada en lesiones de bajo y
alto grado que impide definir puntos de corte adecuados
para predecir el riesgo y limita su utilidad clinica.

CONCLUSIONES

Si bien las lesiones con presencia de ADN viral mixto e
integrado y expresién de E2 podrian estar en menor riesgo
de progresién, y la carga viral y la integracién se relacionaron
con mayor severidad de la lesién, su valor clinico como
biomarcadores de lesiones cervicales de alto grado es
limitado dadas sus caracteristicas operativas.
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