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Resumen

Antecedentes. El grado de metilacion, tanto en el genoma del virus de papiloma humano de alto riesgo (VPHar) como
en el gen humano EPB41L3, ha sido asociado al desarrollo de neoplasia intraepitelial de alto grado o céncer cervical
(NIC2+).

Obijetivo: Evaluar el desempefio de la escala de metilacién S5, que combina los niveles de metilacion del genoma del
VPH16, 18, 31, 33 y el gen EPB41L3 como predictor de NIC2+.

Metodologia. Se llevd a cabo un estudio de casos y controles de mujeres entre 30 a 64 afios referidas a colposcopia en el
estudio FRIDA, conducido en Tlaxcala, México. El estudio incluy6 35 casos con confirmacién histologica de NIC2+ y
105 controles con <NIC1, todos positivos a infeccion por VPHar. Se hizo la deteccion de VPH16/18/31/33 y se
cuantifico la metilacién del genoma viral en sitios CpG especificos de las regiones L1y/o L2, asi como del gen humano
EPB41L3, por medio de pirosecuenciacion. Se evalud la utilidad diagndstica de la escala cuantitativa S5 por medio de la
curva caracteristica operativa del receptor (ROC) y se evalud la capacidad de ésta para predecir la presencia de NIC2+
en mujeres VPHar positivas.

Resultados. La escala de metilacion S5 discriminé a las mujeres con NIC2+ con una &rea bajo la curva de 0.75 (rango
0.53-0.82). Un punto de corte de 3.7 permite una sensibilidad de 65% (1C95% 47.8-80.9) y una especificidad de 81.9%
(1C95% 73.8-88.7), con un valor predictivo positivo de 54.8%

Conclusion. La escala de metilacion S5 puede ser una alternativa como prueba de triage en las mujeres VPHar positivas
para evaluar quien requiere referencia a colposcopia para confirmacién diagndstica.
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de alto grado.
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Introduccion

El cancer cervical (CC) representa la segunda causa de muerte en las mujeres de todo el mundo, siendo los paises en
desarrollo los que presentan la mayor carga por esta enfermedad. ° El reconocimiento de la infeccién persistente del
Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo (VPHar) como causa necesaria de cancer cervical,® ' ha favorecido el
desarrollo de nuevas tecnologias para deteccion de VPHar y la implementacion de éstas como prueba de tamizaje
primario en programas de deteccién oportuna de CC en distintos paises.” " Sin lugar a duda estos procedimientos
significan un gran avance en el tamizaje de CC.>®'®** No obstante, los programas de tamizaje basados en VPHar hacen
imperativo el uso de pruebas de triage que permitan distinguir entre la pequefia proporcion de mujeres VPHar positivas
que desarrollaran lesiones de alto grado y/o CC.> "2 Se han propuesto distintas alternativas de triage, sin embargo, a la
fecha ninguna permite una solucién completa del problema.**** Diversos estudios han demostrado que la metilacién en
el genoma de VPHar y de la célula huésped desarrolla un papel importante en el ciclo de vida viral y el desarrollo de
carcinogénesis,'®™ por lo que es un prometedor marcador molecular para la deteccién de CC.**

La metilacidn, resulta de la adicion de un grupo metilo al carbono en posicion 5 del anillo de citosina en el sitio
Citosina-fosfo-Guanina (CpG).' ?° Las regiones L1 y L2 del genoma viral contienen gran cantidad de sitios CpG, y
estos dinucledtidos metilados son asociados con cambios en las interacciones entre proteinas-DNA y la regulacién de la
expresion génica viral y del huésped.’® ** # En diversas investigaciones se ha evaluado principalmente la metilacién de
VPH16 en las regiones L1 y L2. Los hallazgos de estos estudios han revelado una fuerte asociacion entre la metilacion
de este genotipo y el desarrollo de N1C3.%¢%

Por otra parte, el gen humano EPB41L 3 es un supresor de tumores y esta relacionado con la movilidad celular, invasion
y progresion.?* 2 Durante los Gltimos afios, se demostrd que la metilacién de sitios CpG especificos dentro del gen
EPB41L3, esté relacionada con el desarrollo de diversos carcinomas, particularmente de préstata y de cérvix.?* %

Recientemente se han propuesto distintas escalas cuantitativas de metilacion,’® la mas reciente de éstas, llamada S4,
sugiere que la metilacién conjunta de VVPH16, 18, 31 aunada al gen EPB41L3, ofrece una buena sensibilidad. %
Considerando que cerca del 80% del cancer cervical invasor es causado por la infeccion de los genotipos especificos de
HPV 16, 18, 31, 33, 2’ y que existe una fuerte asociacion de la metilacion del gen EPB41L3 en el desarrollo de
Neoplasia Intraepitelial Cervical de alto grado (N1C2+);*" % se ha propuesto una nueva escala de clasificacion basada en
la metilacién cuantitativa de los anteriores genes. El objetivo de nuestro estudio es evaluar el desempefio de esta nueva
escala de metilacion (S5), formada por el promedio ponderado de la combinacién de los niveles de metilacion del
genoma de VPH16, 18, 31,33 y el gen EPB41L3 como predictor de NIC2+.

Métodos
Poblacién de estudio

Se llevo a cabo un estudio de casos y controles anidado en la poblacion de mujeres, entre 30 y 64 afios de edad,
participantes del estudio FRIDA. La descripcion de los métodos de este estudio se encuentra en redaccion (Torres L, et
al). Brevemente, se trata de un estudio con base poblacional, en la totalidad de mujeres de la Jurisdiccion Sanitaria No.
1 de los Servicios de Salud del estado de Tlaxcala, México (SST). El objetivo del estudio FRIDA es evaluar diferentes
alternativas de triage en mujeres VPHar positivas. El estudio FRIDA se registrd ante el Instituto Nacional de Salud
Puablica (1094), ante la Comision de Investigacion de la SST (SS.DECI-OI-13/12), ante la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS (R-2013-785-070) y ante COFEPRIS (CAS/OR/01/CAS /123300410C0044-
3578/2012).

Seleccién de casos y controles

Para el presente andlisis se incluyeron 35 casos y 105 controles de mujeres VVPHar positivas, atendidas en la clinica de
colposcopia por un resultado positivo a VPH-16/18 y/o citologia anormal (criterio para considerarse triage positivo en el



estudio). Los casos fueron seleccionados con base en el diagnéstico histopatologico de NIC2+ (13 NIC2, 20 NIC3 y 2
CA). Se seleccionaron 3 controles por caso, los cuales fueron pareados por edad (70 NEG y 35 NIC1). Dentro de la
poblacion atendida en el periodo entre abril de 2013 a mayo de 2014.

Medicion de la exposicion
Caracteristicas de las muestras

En ambos grupos se colectaron muestras cervicales usando un cepillo Rovers Cervex brush y se almacenaron en
Preservcyt como parte de las actividades de reclutamiento del estudio FRIDA. Las alicuotas se conservaron en
congelacion a -70°C hasta su envio y procesamiento en el Molecular Epidemiology Laboratory del Wolfson Institute of
Preventive Medicine QMUL, donde se llevaron a cabo los procedimientos de analisis de ADN y metilacion.

Anélisis de ADN y ensayo de metilacién

El ADN se extrajo de las muestras cervicales utilizando un mini kit QlAamp (Quiagen, Hilden, Germany) y siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se cuantifico el ADN mediante absorcion UV (NanoDrop). Se
obtuvieron en promedio 30 ng/uL de ADN de cada muestra, 500 ng de ADN fueron usados en la reaccion de
conversion-bisulfito. En esta reaccidn, las citosinas sin metilar son convertidas a uracilo usando el kit de metilacion EZ
DNA (Zymo research, Irvine, CA). Este kit estd disefiado para reducir la degradacion y minimizar la pérdida de ADN
durante el proceso. EI ADN convertido fue eluido en 20 uL de Elution Buffer.

Después de la conversion completa, el ADN fue amplificado mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
usando PyroMark PCR Kit (Quiagen) para seleccionar las regiones especificas: EPB41L3 (95°C por 15'/ 94°C por 30"/
54°C por 30"/ 720C por 30"/720C x 5', 45 ciclos), HPV16 L1.3 (95°C por 15'/ 94°C por 30"/ 54°C por 30"/ 720C por
30"/720C x 10', 45 ciclos), VPH16 L2 (95°C por 15'/ 94°C por 30"/ 54°C por 30"/ 720C por 30"/720C x 10', 45 ciclos),
VPH18 L2 (95°C por 15' 94°C por 30"/ 54°C por 30"/ 720C por 30"/720C x 10', 50 ciclos), VPH31L1 (95°C por 15/
94°C por 30"/ 49°C por 30"/ 720C por 30"/720C x 10", 45 ciclos), VPH33L2 (95°C por 15'/ 94°C por 30"/ 53°C por 30"/
720C por 30"/720C x 10', 45 ciclos).

Para el ensayo de metilacion, los productos de PCR fueron pirosecuenciados usando PyroMarkQ96 ID (Quiagen), y se
cuantificaron las proporciones de citosina y timina para cada uno de los sitios CpG del genoma de VPH16 L1.3
(CpG6389 y CpG6367), VPH16 L2.5 (CpG4275, CpG4268, CpG4259, CpG4247, CpG4238), VPH18L2 (CpG4256,
CpG4261, CpG4265, CpG4269, CpG4275, CpG4282), VPH31 L (CpG6352), HPV33 (CpG5557, CpG5560, CpG5566,
CpG5572), y del gen humano EPB41L3 (CpG438, CpG427 y CpG425). Estos procedimientos se desarrollaron durante
el periodo julio-noviembre de 2014 por personal calificado para estos fines. Los procedimientos y control de calidad de
los mismos, han sido reportados previamente.?® 2

Andlisis de datos

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas sociodemograficas y la prevalencia de los distintos tipos
especificos de VPH (16, 18, 31 y 33), en la poblacién de estudio. Se utiliz6 la escala de metilacion S5 creada por el
grupo de investigacion del Molecular Epidemiology Laboratory del Wolfson Institute of Preventive Medicine QMUL. A
saber, en esta escala el valor de metilacion de cada uno de los genotipos de VPH (16/18/31/33) y el gen EPB41L3 se
determiné de acuerdo al promedio de metilacion de sus sitios CpG especificos en cada region. El valor final de S5 esta
determinado por la siguiente ecuacion:

S5= EPB41L3(25.7)+ VPH16L1.3 (12.6)+ VPH16L2(4)+ VPH18L2(7.9)+ VPH31L1(20.6)+ VPH33L2(29.1)

Se utiliz6 esta ecuacion para obtener un valor de S5 para cada uno de los 35 casos (13 NIC2, 20 NIC3y 2 CA) y los 112
controles (39 NIC1 y 73 NEG). Se realizé un grafico box plot para estimar la distribucion de la escala de metilacion S5



de acuerdo al diagnostico histopatologico por grado de lesion (NEG, NIC1, NIC2, NIC3 y CA).

Se realiz6 una curva caracteristica operativa del receptor (ROC) para obtener el punto de corte que mejor permitiera la
discriminacidn entre casos y controles. Con base en este punto de corte se establecieron 2 categorias de la escala de
metilacion S5 (S5 bajo y S5 alto), con el fin de estimar sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), y
valor predictivo negativo (VPN), todos los valores se estimaron con un intervalo de confianza del 95%. Este analisis
estadistico se llevo a cabo con el software STATA version 12.0.

Resultados

La poblacién de casos y controles empleada en este andlisis corresponde principalmente a mujeres entre 30 y 39 afios,
con una media de edad de 37 afios. EI 23 % de los casos y el 34% de los controles iniciaron vida sexual antes de los 16
afios. La proporcién de mujeres que nunca han usado anticonceptivos fue similar en ambos grupos (80%) y el ~75% de
ellas refieren nunca haber usado conddn durante los Gltimos 12 meses. En general, la poblacion de estudio registré no
haber fumado en un 90%, los casos reportaron dos veces mas consumo de tabaco que los controles (5% vs 10%)
(Tablal).

El 60 % de casos y controles fueron VPH16 positivas. El 3% de los casos y el 20% de los controles fueron positivos a
VPH18. La prevalencia de la infeccion por VPH31/33 fue de 22% en los casos y 18% en los controles. EI 55% de ambos
grupos fueron positivos a otro tipo de VPHar. El 60% de los casos y el 40% de los controles presentaron anormalidades
en la citologia liquida (ASCUS+). (Tabla2)

El valor de la escala de metilacién S5 se incrementa en forma importante conforme avanza la severidad de la lesion,
desde un valor de 0.5 en pacientes NEG, o de VALOR en mujeres con CIN1, hasta un valor de 15.4 en pacientes con
CC. Estos valores se muestran graficamente al comparar los diagramas de caja para las distintas lesiones histoldgicas.
(Tabla3)

El andlisis ROC de la escala de metilacion S5 para la deteccion de NIC2+ muestra un area bajo la curva de 0.75 (rango
0.53-0.82). El mejor punto para discriminar las lesiones de alto grado corresponde a un valor de 3.7 en la escala de
metilacién S5. Con base en este valor se logré clasificar a las mujeres en dos categorias: S5bajo y Sb5alto, que al
contraste con el resultado histopatolégico, se obtuvo una sensibilidad de 65% (IC95% 47.8-80.9) y 80.0% de
especificidad (1C95% 71.8-87.3) para diagnosticar NIC2+ (Tabla 4). La escala de metilacion S5 podria discriminar a las
mujeres que no presentan una lesién de alto grado NIC2+ con un VPN de 88% (1C95% 80.4 -93.8).

Discusion

Nuestros datos proporcionan evidencia de que los niveles de metilacion del genoma del VPH16, 18, 31, 33 y el gen
EPB41L3 usando la escala S5 tienen una sensibilidad del 65% y del 80% para detectar lesiones NIC2+. Estos resultados
soportan la propuesta de crear escalas conjuntas que incorporen la metilacion de genes virales y humanos, para contar
con pruebas de triage que permitan discriminar entre mujeres VVPHar positivas que verdaderamente requieren continuar
con un proceso de confirmacion diagnostica.

La mayoria de las lesiones derivadas de la infeccién por VPHar, eventualmente son reversibles, ’ por lo que la
identificacion de aquellas mujeres con marcadores que indican progresion neoplasica permite maximizar la oportunidad
de confirmacién diagnostica y manejo entre aquellas que realmente lo requieren. Estudios previos han propuesto
distintas escalas, basadas en la metilacion de distintos tipos virales del VPH y genes humanos (S1, S2, ° S4'* ). Para la
evaluacion del potencial uso diagnostico de estas escalas, en cada estudio, se ha seleccionado distintos puntos de corte,
dado que la poblacion estudiada ha provenido de diferentes estrategias de tamizaje. Por poner un ejemplo, la escala S4
se utilizé en mujeres referidas a colposcopia por una citologia anormal y que cumplian con el criterio de ser VPHar
positivas,'® bajo este contexto, este tipo de escalas ofrecen una mayor sensibilidad (>85%), restringiendo la especificidad



(<40%). Ahora bien, pudiera ser que si el propésito es evaluar la utilidad de este tipo de escala como prueba de triage en
mujeres VPHar positivas, seria mas conveniente mejorar el balance hacia una mayor especificidad. Adn mas, si
deseamos evaluar su desempefio en un escenario como el de este analisis, en el que las mujeres que son evaluadas con
esta escala son un grupo preseleccionado con VPHar, con tipo especifico 16/18 y/o citologia anormal, resulta
conveniente utilizar puntos de corte con un balance 6ptimo entre sensibilidad y especificidad. Finalmente consideramos
que resulta indispensable tomar en cuenta el tipo de poblacion o el nivel de tamizaje en el que se encuentra. Por ejemplo,
en un escenario como el empleado en el estudio de la escala S4, se podrian evitar cerca del 30% de colposcopias
innecesarias. En contraste, en nuestro estudio, la aplicacion de la escala S5 como prueba de triage pudiera ofrecer una
reduccion del 70% de las colposcopias.

De acuerdo a nuestros resultados la escala S5 detectd niveles altos de metilacion en 12% de los controles. Publicaciones
anteriores™ 1% 3% 2! "han observado que la asociacion del valor de metilacién predice la persistencia de la infeccién de los
tipos virales estudiados en la cada escala.?* Por lo que, se podria sugerir que las mujeres en las cuales no ha sido posible
detectar lesiones relevantes en su primera evaluacién colposcopica deberan ser cuidadosamente evaluadas en visitas de
seguimiento que permita documentar la aclaracion o progresion de la infeccion.

Dentro de las limitantes de este estudio es importante tomar en cuenta que la poblacion de casos y controles del presente
estudio provienen de mujeres atendidas en la clinica de colposcopia, por ser triage positivo VPH16/18 y/o ASCUS+. La
presencia de VPH31 y 33 no fue considerada como criterio de envio a colposcopia y la genotipificacion de estos tipos de
VPH se llevé a cabo posterior al conocimiento del diagndéstico histopatolégico. Hay que considerar que los potenciales
casos atribuibles al VPH-31 y 33 en este estudio se encuentran posiblemente subestimados. Los casos por estos dos tipos
virales son aquellos que fueron enviados a colposcopia por tener una citologia anormal. Por otra parte, este estudio no
incluye la evaluacion de la adicion del tipo de VPH-33 al panel de metilacién, sin embargo resulta de interés llevar a
cabo una comparacion del beneficio de incluir este tipo viral.

En resumen, la escala de clasificacién S5 ofrece una sensibilidad aceptable como prueba de triage en nuestra poblacion.
Consideramos que un biomarcador que pueda ser utilizado como una prueba de triage en mujeres positivas a VPHar
podria ser de gran utilidad para ser mas eficiente los programas de prevencion del cancer cervical, reduciendo asi visitas
en colposcopia innecesarias y costos de procedimientos innecesarios.



Tablas y figuras

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas, salud sexual, reproductiva y estilo de vida de la poblacion de estudio (n=140)

Casos (n=35) Controles (n=105)
Grupos de edad Media (DS) 37.0 (7.8) n % n %
30a39 26 74.2 80 76.2
40a49 7 20.0 17 16.2
50 a59 1 2.9 4 3.8
60 a 64 1 2.9 4 3.8
Estado civil
Casada/Union Libre 30 85.7 93 88.6
Divorciada/ Separada/ Viuda 1 2.9 3 2.8
Soltera 4 11.4 9 8.6
Edad de inicio de vida sexual Media (DS) 18.3 (3.8)
Antes de los 16 afios 8 22.9 35 334
Después de los 16 afios 27 77.1 70 66.6
Ndmero de parejas sexuales Media (DS)1.4 (0.5)
1 21 60.0 63 60.0
2 0 més 14 40.0 43 40.0
Anticonceptivos hormonales Duracion
Si Menos de 12 meses 5 14.3 11 10.5
Mas de 12 meses 2 5.7 12 11.4
Nunca 28 80.0 82 78.1
Uso de dispositivo intrauterino ~ Duracion
si Menos de 12 meses 2 5.7 13 12.5
Mas de 12 meses 13 37.1 32 30.4
Nunca 20 57.2 60 57.1
Uso de conddn en los Gltimos 12 meses
Nunca 27 77.2 77 73.4
Casi siempre 4 114 14 133
Siempre 4 114 14 133
Ndmero de embarazos Media (DS) 3.5 (2.1)
0 1 2.8 3 2.8
la3 19 54.3 50 47.6
4 0 mas 15 42.9 52 49.5
Habito tabaquico
Nunca 31 88.6 99 94.3
Fumador actual 1 2.9 6 4.7
Exfumador 3 8.6 0 0.0

Distribucion de las caracteristicas de sociodemograficas y de estilo de vida de la poblacién (grupos de edad, estado civil, edad de inicio de vida sexual,
nimero de parejas sexuales, anticonceptivos hormonales, uso de dispositivo intrauterino, uso de cond6n en los Gltimos 12 meses, nimero de
embarazos y habito tabaquico)



Tabla 2. Prevalencia de la infeccion por VPHar y evaluacion citologica

Infeccion por VPHar
VPH16+
VPH18+
VPH31+
VPH33+
VPHOtro+
Evaluacion citoldgica
Normal
Anormal (ASCUS+)
Missing

Casos (n=35) Controles (n=105)

n % n %
21 60.0 59 52.7
1 2.9 21 20.5
3 8.6 12 10.7
5 14.3 9 8.0
20 57.2 61 54.5
16 45.7 65 61.9
19 54.3 38 36.2
0 0 2 1.9

Prevalencia de la infeccion por VPH16, 18, 31,33 el 54% del total de la poblacion fue positiva a VPH16, el 16% tiene infeccion por VPH18, el 10%
de las mujeres fueron positivas a VPH31 y 33 respectivamente, adicionalmente el otros genotipos de VPH se presentaron en méas del 50% de la
poblacién de casos y controles. Toda la poblacién analizada fue positiva a una prueba de VVPHar.

Tabla 3. Escala de metilacion del ADN y resultado de patologia.

Distribucion de la escala de metilacion S5
Casos y Controles

.8

25

—

15
I

10

.

[]

o
NEG NIC1 NIC2

NIC3 cc

Confirmacion

Casos (n=35) Controles (=105)

histoldégica

Escala de NIC2 NIC3 CA NIC1 NEG

metilacion S5 n=13 n=20 n=2 n=35 n=70

Media (DS):  3.9(36) 8.2(6.7) 155@4) 293.2) 2.1(25)
p25 0.4 2.2 13.7 0.6 0.4
p50 4.8 6.6 15.5 1.8 1.2
p75 7.6 13.4 17.2 35 2.3

Comparacion de la escala de metilacion S5 en contraste con el grado de lesion determinado por el diagnostico histopatolégico. Se muestran los valores
de la media y mediana por grado de lesion en los casos y controles. p25: percentil25, p50: percentil 50y p75: percentil 75

Tabla 4. Analisis ROC

g Condicion
Es_cal{_:llde Casos Controles  Total
- metilacionS5
s S5 bajo 12 86 98
S5 alto 23 19 42
g Total 35 105 140
Sensibilidad y especificidad
s % 95% IC
o Sensibilidad 65.7 47.8 80.9
S o . 1 SO_‘Sqf ) o o  Especificidad 81.9 73.2 88.7
= eclIficl
Area under ROC curve = 0.7546 ° Y VPP 54- 8 38- 7 70.2
VPN 87.7 79.5 93.5

Sensibilidad y especificidad de la escala de metilacion S5, Se muestra un area bajo la curva de 0.75. Se consider6é un punto de corte de 3.7 para
clasificar S5 en dos categorias (S5alto y S5bajo) con 65% de sensibilidad y 81%de especificidad..



Diagrama del estudio

Target Population:
Women from 30 to 64 years of age from sanitary jurisdiction No. 1 of Tlaxcala State
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