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RESUMEN

El uso de herramientas de Biologia computacional y las secuencias ORF de L1, E6 y E7
reportadas en literatura especializada y en la base de datos de GenBank de los tipos de
VPH-AR y VPH-BR mas frecuentes en Latinoamérica, permitié analizar las relaciones
filogenéticas, variantes de tipos y su distribucion geografica. Se utilizaron rangos de
diferente tamafio de fragmento de L1 para construir las filogenias, mientras que el analisis
de variabilidad de E6 y E7 permiti6 identificar mutaciones puntuales para variantes
especificas de cada tipo, que posteriormente visualizamos para establecer su distribucion
en América latina. Se obtuvieron 770 secuencias procedentes de trece paises,
principalmente Costa Rica, México y Brasil para los tipos de VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35,
45, 52, 58 y 97. Se identificaron 24 nuevas mutaciones puntuales para todos los tipos
excepto VPH 6, 16, 31 y 35, asi como mutaciones que permitieron identificar grupos de
variantes de acuerdo a la variabilidad exhibida, los cuales se resumieron en mapas de
distribucion geografica segtiin el tipo viral. Esta investigacion permiti6 identificar
mutaciones puntuales presentes en los diferentes tipos de VPH, posiblemente relacionadas
con la persistencia viral. Los datos sobre patrones de distribucién geografica de tipos de
VPH, asi como de variabilidad intratipo encontrados en este estudio, son esenciales en
estudios epidemioldgicos tanto para el desarrollo como para la estimacion del impacto de
las vacunas contra el VPH en CCU y los programas de cribado del cancer cervical.

Palabras clave: Bioinformatica, Latinoamérica, mutacion puntual, ORF, VPH-BR, VPH-
AR.



ABSTRACT

The use of computational biology tools and the L1, E6 and E7 ORF sequences reported in
specialized literature and Gen Bank data base about the most frequent HR-HPV and LR-VPH types
for Latin America, allowed analyze their phylogenetic relationships, variants and geographic
distribution. Various L1 lengths were used in order to construct the phylogenies, and the E6 and E7
variability analysis allow the identification of punctual mutations for specific variants of both HR-
HPV and LR-VPH types which were used to establish their distribution in Latin America. It was
obtained 770 sequences from 13 countries, mainly Costa Rica, Mexico and Brazil for 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52, 58 and 97 VPH’s types. It were identified 24 new punctual mutations for all types
except 6, 16, 31, and 35 VPH's types, and it were found some mutations that allow identify variants
groups according to the variability exhibited. These variations were summarized in geographical
distribution maps according to the viral type. This research was carried out to identify which
mutations can define VPH variations and therefore can be a higher risk of cancer development.
This investigation identified point mutations present in different types of HPV, possibly related to
viral persistence. The distribution patterns data of viral types, and the intratype variability found
here, are essentials in epidemiological studies for both development and impact estimation of
vaccines against VPH in CCU and screening of cervical cancer.

Key words: Bioinformatics, Latin America, punctual mutation, ORF, HR-HPV, LR-VPH
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GLOSARIO

ALGORITMO: secuencia de pasos que conforman una tarea especifica, usualmente en el &mbito
computacional.

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS: Arreglo mutuo de dos o mas secuencias, que muestra
donde estas son similares y donde difieren. Un alineamiento 6ptimo es aquel que muestra la mayor
cantidad de correspondencias y la menor cantidad de diferencias.

AMINOACIDO: Compuestos cuya estructura incluye un grupo amino, un grupo carboxilo y una
cadena lateral de composicién variable. Veinte aminoacidos conocidos como "estandar" son los
principales monémeros de las cadenas polipeptidicas que forman las proteinas.

ASCUS: Células escamosas atipicas de significancia no determinada, se utiliza para designar
aquellas alteraciones citol6gicas y cambios atipicos que no pueden ser especificamente clasificadas
en la citologia como lesiones de alto o bajo riesgo.

BASE DE DATOS: Conjunto de datos consistente y usualmente persistente, organizado en un
modo especifico que permita acceder a la informacién de forma facil y rapida.

BIOINFORMATICA: De manera simplificada, la aplicacién de las tecnologias de la
computacion y la informacion al manejo y analisis de informacion de origen biolégico.

CANCER DE CUELLO UTERINO (CCU): Es una enfermedad por la que se forman células
malignas (cancerosas) en los tejidos del cuello uterino.

DOMINIO: Segmento de cadena polipeptidica que se pliega de forma independiente del resto de
la cadena y que usualmente tiene una funcién especifica. También usado para designar al segmento
de gen que codifica para éste.

FASTA: (i) Una herramienta desarrollada por Pearson y Lipman para el alineamiento de
secuencias de acidos nucleicos y proteinas. (ii) Uno de los formatos mas simples utilizados para
almacenar secuencias nucleotidicas o aminoacidicas.

FILOGENETICA: La rama de la biologia que se ocupa de descubrir las lineas de origen o
filogenias de los organismos, a fin de construir las relaciones antepasado-descendientes (relaciones
evolutivas) entre los grupos de organismos vivos y extinguidos.

GEN: Es una secuencia de DNA genémico o de RNA que es esencial para especificar uan
dterminada funcion, que no necesita ser traducido a proteina.

GENBANK: Es una base de datos de libre acceso, que contiene secuencias genéticas.
GRUPO EXTERNO (outgroup): Es cualquier grupo usado en el analisis que no es incluido en el

taxén bajo estudio. Se utiliza para fines comparativos y debe ser lo mas cercano posible al grupo
interno, preferentemente su grupo hermano.



INCIDENCIA: Numero de casos nuevos de una enfermedad que se presentan durante un periodo
determinado, en relacion con la poblacion donde ocurren. Generalmente se expresa en forma de
tasa.

MOTIVO: Conocidos como bloques, representan usualmente elementos importantes desde el
punto de vista estructural o funcional y pueden utilizarse como descriptores de la familia en
cuestion.

MUTACION: Proceso mediante el cual el material genético sufre un cambio detectable y
heredable, generalmente en la forma de una variacion en la secuencia del ADN. Estas variaciones
pueden ser puntuales (cambio de un nucleétido por otro) o deberse a la insercion (ganancia) o
delecion (pérdida) de un segmento de nucleotidos.

NEOPLASIA: Masa anormal de tejido provocada porque las células que lo constituyen se
multiplican a un ritmo superior al normal, estas pueden ser benignas o malignas.

NIC I: Es considerada una lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. Se caracteriza por estar
confinada a un tercio basal del epitelio cervical.

NIC II: Es considerada una lesion escamosa intraepitelial de alto grado. Confinada a los dos
tercios basales del epitelio cervical.

NIC III: En este tipo de lesion, considerada también de alto grado, la displasia es severa y cubre
mas de los dos tercios del epitelio cervical. En algunos casos incluyendo todo el grosor del
revestimiento cervical.

PREVALENCIA: Es la medida del nimero de casos existentes, llamados casos prevalentes, de
una enferemdad en un punto o periodo de tiempo y en una poblacién determinados, sin distinguir si
son 0 no casos nuevos. La prevalencia es un indicador de la magnitud de la presenica de una
enfermedad u otro evento de salud en la poblacién.

SECUENCIA: La disposicion ordinal de los monémeros que forman parte de las biomoléculas de
tipo “polimérico” como los acidos nucleicos y las proteinas.

VIRUS: Organismos dotados de extraordinaria simplicidad, pertenecen a un nivel de organizaciéon
subcelular, y marcan la barrera entre lo vivo y lo inerte. No se nutren, no se relacionan, carecen de
metabolismo propio y para reproducirse utilizan la maquinaria metabolica de la célula a la que
parasitan; su simplicidad estructural y funcional los convierte en parasitos intracelulares obligados,
tanto de bacterias (bacteriéfagos o fagos), como de las células animales y vegetales.
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INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es uno de los patégenos de transmision sexual mas
comunes en todo el mundo, se presume que el 80 % de la poblacién general se infectara en algtin
momento de su vida con algtn tipo de VPH (Mufioz et al., 2003; Cai et al., 2013). E1 VPH es el
principal precursor biol6gico de los cambios celulares asociados al cancer cervico-uterino (CCU),
pues ha sido identificado en el 99,7 % de las pacientes con cancer (Kurvinen et al., 2000; Cai et al.,
2013). De acuerdo con la Organizaciéon mundial de la salud (sigla WHO del inglés World Health
Organization), con aproximadamente 530.000 nuevos casos por afio y 300.000 muertes por afio
(WHO, 2014), este cancer constituye la segunda causa de muerte mas frecuente en mujeres en el
mundo (Burd 2003; WHO, 2014).

La Organizacion panamericana de la salud (sigla PAHO del inglés Panamerican Health
Organization, 2013) y la WHO, (2014), estiman que mas del 85 % de los casos de muerte por CCU
ocurren en paises en via de desarrollo, donde los programas de prevencion de cancer a menudo no
cuentan con adecuados programas de cribado (Cogliano et al., 2005). Segun la PAHO, (2013), en
Latinoamérica la tasa de incidencia promedio para esta enfermedad (29,2 / 100.000 mujeres) es
casi el doble del promedio mundial (16,2 / 100.000 mujeres). En Colombia este cancer tiene una
alta incidencia, con una tasa de mortalidad de 36,4 / 100.000 mujeres, lo cual lo ubica dentro de los
paises con el mayor nimero de muertes por esta causa (Murillo, 2006; Mufioz et al., 2013). Las
estadisticas muestran a departamentos como Narifio (26,4 / 100.000) y Amazonas (49,1 / 100.000)
con tasas de mortalidad que igualan e incluso superan el promedio nacional y mundial (Molano et
al., 2002; Murillo et al., 2008; Cerdn, 2013), un patrén que ha sido observado en la mayoria de
paises latinoamericanos.

Actualmente, se conocen otros canceres asociados al VPH como el carcinoma de células
escamosas de ano, del carcinoma de células escamosas de vulva, vagina, pene, boca y oro-faringe
(Squiquera, 2006; Mijares et al., 2007). Por esta razén, el estudio de la infeccion por este virus tiene
una gran importancia y preocupa a la comunidad cientifica desde el punto de vista sanitario, por sus
aspectos epidemioldgicos todavia no enteramente dilucidados asi como por el amplio espectro
clinico, el potencial oncogénico de algunos genotipos, la complejidad de su terapéutica y las
frecuentes recidivas que se producen en los pacientes afectados (Castellsagué, 2008; Venegas et
al., 2011).

Mas de 170 tipos de VPH han sido identificados y aproximadamente 40 de estos pueden
infectar el tracto anogenital humano (Brebi et al., 2009; Sabol et al., 2012; Cai et al., 2013). Al
menos 15 de estos tipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) son considerados
de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) por su rol en el desarrollo de neoplasia y cancer (Mufioz et
al., 2003; Sabol et al., 2012). Los VPH 6 y 11 son considerados de bajo riesgo (VPH-BR) y
causantes de verrugas genitales (condyloma acuminata) y una rara papilomatosis respiratoria (PR)
(Lacey et al., 2006). Desde el punto de vista evolutivo, los tipos cancerigenos estan relacionados
entre si, pero lejanamente relacionados con los virus causantes de verrugas comunes de la piel.

Los VPH-AR mas frecuentes y mayormente distribuidos en Latinoamérica y el mundo son los
VPH 16 y VPH 18 (Kurvinen et al., 2000; Sabol et al., 2012), los cuales se subdividen en variantes
virales (Sabol et al., 2012), producto de la seleccién y/o fijacién de mutaciones puntuales,
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inserciones, supresiones y reordenamientos genéticos en su genoma (Bernard et al., 2006; Burk et
al., 2013). Tales eventos evolutivos son los responsables (en gran parte) de la gran proporcién de
las variantes virales, caracterizadas por diferenciarse bioldgica y etiol6gicamente en el potencial
oncogénico (Sabol et al., 2012; Burk et al., 2013), la persistencia viral y el desarrollo de CCU (Xi
et al., 2007; Cornet et al., 2012).

La genotipificacion de VPHs se basa en el andlisis de secuencias del DNA total o parcial del
marco abierto de lectura (sigla ORF del inglés Open Reading Frame) del gen L1, su secuencia
altamente conservada ha permitido evidenciar relaciones filogenéticas de importancia a nivel
evolutivo (de Villers et al., 2004; de Villers, 2013). La deteccion de variantes de tipos se ha
fortalecido en los tltimos afios analizando las secuencias genémicas de las oncoproteinas E6 y E7,
por la capacidad de integracion al genoma hospedero y en consecuencia su alta variabilidad (Burk
etal., 2013).

Los estudios sobre la diversidad intratipo de VPH han revelado que las variantes moleculares
del virus pueden producir alteraciones que conducen a cambios en los residuos de los dominios
funcionales y/o antigénicos de aminoacidos (aa), algunos de estos cambios han indicado que
pueden influir en la persistencia de la infeccién, la morbilidad de la carcinogénesis y la progresion
de lesiones precursoras del cancer; por lo tanto, las variaciones en las secuencias de nucleétidos del
virus pueden ser utilizadas como una herramienta en los estudios epidemiol6gicos, constituyendo
biomarcadores para el seguimiento de la infeccion con relacién entre el genotipo y el fenotipo, es
decir, pueden ayudar a clarificar la virulencia, la expresion y transformacion de células las
hospedadoras, asi como también pueden ser utilizadas en estudios evolutivos y taxonémicos.

Existen varias técnicas moleculares para la deteccion de VPH, sin embargo, los eventos
evolutivos propios de su genoma suponen un emergente problema para realizar una adecuada y
temprana deteccion; sin embargo, la aparicién de nuevos genotipos a nivel mundial, motiva un
nuevo enfoque de las investigaciones que permitan detectar, recopilar y detallar el origen y la
distribucion de dichos genotipos como modelos para entender los mecanismos evolutivos de VPH
y la posible aparicién de nuevas infecciones asociadas.

La biologia computacional ha concedido alcanzar este objetivo gracias al uso de algoritmos y
modelos estadisticos que permiten detectar, inferir y predecir procesos biolégicos con gran
precision, hasta ahora, la deteccién de variantes moleculares de VPH se ha limitado a los genotipos
16 y 18 (Yamada et al., 1995; Yamada et al., 1997; Huertas-Salgado et al., 2013), dejando de lado
centenares de tipos con y sin potencial oncogénico de gran importancia por la frecuencia con que se
detectan y la emergente aparicién en determinadas poblaciones.

La presente investigacion fue realizada utilizando herramientas de bioinformatica tales como
bases de datos de secuencias, programas para andlisis y algoritmos online de libre acceso con el
objetivo de identificar relaciones filogenéticas, variantes de tipos y distribucién geografica de los
VPH-AR y VPH-BR mas frecuentes en Latinoamérica. Se utilizaron como blancos de analisis las
secuencias de DNA de los genes L1, E6 y E7 del virus que permitieron analizar variaciones en el
genotipado mediante la deteccion de mutaciones puntuales y su efecto sobre la epidemiologia y la
distribucion geogréfica de los VPH en las lesiones en CCU.
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1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo general
Realizar un andlisis bioinformatico de secuencias L.1, E6 y E7 disponibles en bases de datos e
identificar relaciones filogenéticas, variantes de tipos y distribucion geografica de los VPH-AR y
VPH-BR maés frecuentes en Latinoamérica.

1.2 Objetivos especificos

1.2.1 Establecer las posibles relaciones filogenéticas de los tipos de VPH de AR y BR mas
frecuentes en Latinoamérica.

1.2.2 Identificar las variantes de tipos de los VPH de AR (16, 18, 31, 33, 35, 45,52 y 58) y BR (6
y 11) analizados.

1.2.3 Determinar la distribucién geografica de las variantes de tipos de VPH analizados.
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2 MARCO TEORICO
2.1 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) son miembros de la familia Papillomaviridae,
asociados a la infeccién de transmision sexual (ITS) mas comtn, con una prevalencia de alrededor
de 500 millones de infecciones en todo el mundo (Villa, 2012). E1 VPH es considerado como el
principal agente causal de las lesiones intraepiteliales que conllevan al desarrollo de CCU,
identificado en el 99,7 % de las pacientes con cancer (WHO, 2014).

Morfolégicamente son virus sin envoltura, con DNA de doble cadena y, aunque el genoma
viral puede variar ligeramente entre los diferentes genotipos, en general poseen un genoma circular
de ~8.000 pares de bases (pb) con un contenido G-C del 41 %, unido a histonas celulares, que
codifica entre siete y nueve ORFs, los cuales son transcritos como RNAm policistronicos (Burd,
2003; Boulet et al., 2007). El VPH presenta una capside icosaédrica formada por dos proteinas L
(late) de las cuales la proteina L1 representa el 80 % de las proteinas del virus (proteina mayor de la
capside) y L2 (proteina menor de la capside) (Villa, 2012). Tiene una capside de ~55 nm de
diametro compuesta de 72 capsémeros pentaméricos de la proteina L.1 que estan arreglados en la
superficie en forma de un icosaedro (Burd, 2003).

2.2 Taxonomia y Sistemas de clasificacion de VPH

La taxonomia de papilomavirus (PV) estd basada en filogenias. Los VPH se clasifican en
géneros y especies de acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (sigla ICTV del
inglés International Committee on Taxonomy of Viruses) (de Villiers et al., 2004; de Villiers,
2013). La designacion de tipos, subtipos y variantes, comprenden los niveles inferiores en la
clasificacion (Prado et al., 2005; de Villiers, 2013).

Un “tipo” de VPH se establece cuando la secuencia de DNA del ORF de L1 difiere de cualquier
otro tipo que se caracteriza por al menos 10 %, los “subtipos” se caracterizan si las diferencias en
homologia varian entre un 2 % y 10 % y, si es menos del 2 % constituyen una “variante” (de
Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010). Hasta la fecha mas de 170 tipos de VPH que infectan el
epitelio cutaneo y las mucosas anogenitales han sido completamente descritos
(http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html) (de Villers, 2013).

De Villiers et al. (2004) describen la topologia de los arboles filogenéticos, a través de
umbrales cuantitativos bajo comparaciones de secuencias de nucledtidos del ORF L1 y
caracteristicas biol6gicamente distintivas como especie hospedera, tejidos diana, patogenicidad y
la organizacion del genoma, que determinan la clasificacion de PV a nivel de género. La
nomenclatura de género se basada en el alfabeto griego; donde, cinco géneros abarcan a los PV
humanos (Alpha, Beta, Gamma, My y Ny), mientras que los once géneros restantes agrupan uno o
varios PV aislados de diferentes mamiferos y aves (Bravo et al., 2010).


http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html
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De Villiers et al. (2004) establecieron los siguientes criterios de clasificacion:

(i) Los géneros deben compartir menos del 60% de identidad del gen L1, mientras que deben
tener mas del 23 % pero menos del 43 % de identidad en la secuencia nucleotidica del
genoma.

(ii)  Las especies deben compartir entre el 60 % - 70 % de identidad nucleotidica.

(iii)  Dentro de las especies los distintos tipos de papilomavirus deben compartir del 71-89 % de
identidad nucleotidica en el gen L1.

Los criterios anteriores permitieron la construccién del arbol filogenético de la Figura 1
donde se resume la actual clasificacion de los VPHs.

alpha-
papillomavirus

‘,
nu- — @P‘ k??f‘?

papillomavirus 7
—_— L)
mu- C”Pv;" 63

papillomavirus

beta-
papillomavirus

Figura 1. Arbol filogenético de VPHs basado en secuencias ORF L1 de 170 tipos, asi como los
virus del papiloma animales individuales, clasificados en géneros (alpha-, beta-, gamma-, nu- y
mu- papillomavirus), especies (a, 3, y seguido de niimero) y tipos (ramas internas de cada especie).
Fuente: De Villers, 2013.
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De acuerdo al tipo de tejido que infectan, los PV se han clasificado en cutdneos y mucosos.
Los VPH mucosos infectan el tracto anogenital y se clasifican en tipos de VPH-BR y AR, de
acuerdo a su potencial para inducir la transformacién maligna. Los VPH-BR (tipos 6, 11, 40, 42,
53, 54 y 57) pueden causar cambios leves en el cuello del dtero y provocar verrugas genitales, pero
no cancer. Los VPH-AR incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82,
y se relacionan mayormente con los casos de CCU, de los cuales VPH 16 y 18 son los mas
peligrosos y frecuentes, detectados en ~50 % y ~15 % del CCU en todo el mundo respectivamente
(Mufioz et al., 2003; Castellsagué, 2008; Li et al., 2010).

2.3 Estructura del genoma viral

El genoma del VPH, lo conforman los genes de etapas tempranas de la infeccién conocidos
como genes E (del inglés Early = temprano) y aquellos que se expresan durante las etapas tardias
del ciclo replicativo del mismo conocidos como genes L (del inglés Late = tardio) (Rivera et al.,
2006). Se conocen seis genes tempranos: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (aunque E4 en realidad es tardio)
y dos tardios: .1 y L2 (Paavonen, 2007; Tena & Ldépez, 2007). Los genes E codifican proteinas de
la replicacion, regulacién e integracion viral (ésta tltima define su capacidad carcinogénica) y los
genes L codifican proteinas estructurales de la capside (Burd, 2003) (Figura 2).

E2 E2 E2 E2 TATA PO7
#4 #3 E1 SPI #2 #1

Figura 2. Organizacion circular del genoma de VPH. Se indican los ORF de genes E (barras rojo y
verde) y los genes L (barras amarillo), corriente arriba en la region LCR se encuentra el sitio de
union de E1, los cuatro sitios de union de E2 (#1-4), el sitio de union SP1, la caja TATA y P97. P97
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y P670 constituyen los promotores del virus y PAE es el sitio de poliadenilacion temprana. Fuente:
Doorbar, 2006.

El pequefio genoma del virus también presenta una region regulatoria no codificante o de
control (LCR), la cual contiene sitios de union a factores proteicos y hormonales del hospedador,
necesarios para completar el ciclo de replicacién (Burd, 2003). La region LCR consta de tres
elementos: una secuencia rica en A y T que sirve como sitio inicial de separacion de la doble hélice,
una secuencia palindrémica de 18 pb que constituye el sitio de unién de E1 y una secuencia de 12
pb que corresponde al sitio de enlazamiento de E2 (Doorbar, 2006) (Figura 2). En la Tabla 1 se
resume la relacion de cada una de las regiones codificantes en el proceso de infeccién viral.

Tabla 1. Funciones de los genes del Papilomavirus Humano*
Genes Funciones

Reconoce y une al Ori como complejo hexamérico necesario para la
E1l replicaciéon del DNA viral. Tiene actividad de ATPasa (Trifosfatasa de
adenosina) y DNA helicasa.

Principal regulador de la transcripcion de genes virales; se une al
E2 promotor de la transcripcion viral como un dimero; implicado en la
replicacién del DNA viral.

Interacciona con la queratina del citoesqueleto y los filamentos
E4 intermedios; induce la detencién en G2; se cree que facilita el ensamblaje
del virus y su liberacién.

Induce la proliferacion celular no programada; puede activar los
receptores del factor de crecimiento y otras proteinas quinasas; inhibe la
apoptosis; inhibe el trafico de los principales complejos de
histocompatibilidad en la superficie celular.

E5

Induce la sintesis de DNA, induce la telomerasa; impide la diferenciacion
celular; interactia con cuatro clases de proteinas celulares: co-activadores
E6 transcripcionales, proteinas implicadas en la polaridad celular y la
motilidad, supresores tumorales e inductores de apoptosis,
principalmente p53, y la replicacion del DNA vy factores de reparacion.

Induce la proliferacion celular no programada; interacttia con la histona
E7 acetil transferasa; interactia con los reguladores negativos del ciclo
celular y supresores tumorales, principalmente p105Rb.

Mayor proteina estructural viral; regula el ensamble de capsémeros y la
L1 capside; interactia con L2, interactiia con los receptores de las células;
codifica epitopos neutralizantes.

Menor proteina estructural viral; interactia con el DNA; interactiia con
algunos dominios nucleares; se cree que facilita el ensamblaje del virion,
puede interactuar con receptores de células; codifica epitopos
neutralizantes del virus lineal.

L2
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*Algunas de estas funciones se han descrito en células cultivadas u otros sistemas experimentales.
Fuente: Fernandes et al., 2013.

2.4 Descripcion del ciclo infeccioso viral

El ciclo de replicacion del VPH se inicia con la entrada del virus al tejido de revestimiento,
facilitado por abrasion o microtrauma en el introito vaginal, donde la particula viral se une a
receptores de superficie especificos como integrinas; los diferentes tipos de VPH entran a la célula
por distintas vias, incluyendo la endocitosis y el caveolae (Squiquera, 2006; Letian & Tianyu,
2010). El virus se aloja en el nucleo de células del estrato germinativo, en el epitelio cervical
escamoso y/o metaplasico de la zona de transformacion, para aprovechar la maduraciéon y
diferenciacion epitelial en la produccién de proteinas para el ensamblaje de nuevos virus (Frattini
et al., 1996). En el estrato basal, el virus mantiene un bajo nimero de copias no integradas (Burd,
2003).

En una primera etapa del ciclo se expresan mayoritariamente las proteinas E6 y E7, implicadas
en la transformacion celular al interactuar con reguladores celulares antigénicos p53 y pRB
(Stubenrauch & Laimins, 1999) (Figura 3). Las células infectadas mantienen niveles bajos de p53
debido a la interaccion con E6. E7 interactda con varias proteinas reguladoras del ciclo celular,
como pRb, p107 y p130 (Howie et al., 2009) y facilita la liberacién del factor de transcripcién
E2F, que activa constitutivamente la sintesis del DNA y la proliferacion celular (Doorbar, 2005).
También se conoce que las proteinas tempranas E1, E2, E4 y E5 se expresan antes de la

amplificacion del genoma con el fin de mantener el episoma viral (Thomison III et al., 2008).
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Figura 3. Mecanismo molecular de la infecciéon por VPH, papel de las oncoproteinas E6/E7.
Fuente: Tena & Lopez, 2007.

En una segunda etapa se sintetizan las proteinas E1 y E2, se reprime la
expresion de E6 y E7 y se inicia la replicacion del PV; la proteina E1 es la unica
proteina con actividad ATPasa y helicasa ATP dependiente, siendo un factor
esencial para la replicacion del genoma viral, la proteina E2 ademas de facilitar la
sintesis del DNA viral, es la unica proteina responsable de regular la expresion de
genes virales (particularmente la represion de E6 y E7), por lo que la disrupcion de
E2 de VPH-AR o la pérdida de su expresion, deviene en células que son mas
propensas a proliferar y, como consecuencia, mas propensas a la generacion de
lesiones tumorales (Doorbar, 2005; Parish et al.,, 2006; Thomison III et al., 2008). E1
ciclo infeccioso finaliza con el ensamblado del virion y la sintesis de las proteinas
que lo componen, L1 y L2 encierran al DNA nuevo, conformando una particula de
PV capaz de infectar nuevos hospederos (Burd, 2003; Doorbar, 2006).

2.4.1 Oncoproteinas E6y E7 y su relacion con el cancer

El ORF EB6 codifica una proteina pequefia de ~150 aminoacidos con un peso molecular de
18 kDa, presenta cuatro motivos conservados Cys-XX-Cys que se unen a zinc a través de la
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coordinacion con los residuos de cisteina (Figura 4A), importante para la activacion
transcripcional, transformacion, inmortalizacion y asociacion con proteinas celulares como p53
(Cole & Danos, 1987; Thomas et al., 1999; Howie et al., 2009). Estos motivos se conservan en toda
la familia del VPH (excepto BPV tipo 3, 4, 6 y VPH tipo 101 y 103 donde no hay gen E6) y la
ablacion de cualquiera de ellos afecta su actividad (Boulet et al., 2007). En los VPH-AR la regién
COOH-terminal posee un domino PDZ involucrado en la interaccién con varias proteinas
responsables de la regulacién de la proliferacion celular, las cuales también presentan dominios
PDZ (Boulet et al., 2007; Vande Pol & Klingelhutz, 2013).

La proteina E6 tiene actividades enzimaticas y pleiotropismo notable por proteinas de la
célula hospedadora, una vez el agente infeccioso entra a la célula hospedera, E6 de VPH-AR se
distribuye en el nicleo y citoplasma, donde interactua con hasta doce proteinas diferentes entre las
que se destacan p53, E6AP, p300/CBP, p73 y el factor de regulacion IRF-3; sin embargo, la
relevancia fisiologica de la interaccién con estas proteinas no esta claramente identificada (Cai et
al., 2013). La funcién mas importante de E6 es vincularse al supresor tumoral p53, un factor de
transcripcion sitio especifico del DNA hospedador y principal coordinador de la sefializacién
celular expresado en respuesta a dafio del DNA, dando como resultado la detencion del ciclo
celular o la apoptosis; el VPH depende de la maquinaria de sintesis del DNA celular y debe
estimular la progresion de la fase S para la replicacién de su genoma, por lo que la sobreexpresion
de p53 inhibe la replicacion viral (Boulet et al., 2007; Vande Pol & Klingelhutz, 2013).

E6 se une a p53 a través de una ligasa de ubiquitina celular (E6AP), ubiquitinando lisinas en
p53 e iniciando su proteolisis (Van, 2014). La degradacion de p53 no pasa por las sefiales normales
de control de la detencion del crecimiento en las fases G1/S y G2/M, causando inestabilidad
cromosOmica y una mejor integracion del DNA exogeno (Cai et al., 2013). Diferentes ensayos in
vitro sefialan que E6 también se estabiliza por la asociacién con proteinas de dominio PDZ que no
estan implicados en la union y degradacion de p53; sin embargo, contribuyen a la actividad
transformante de E6, (Van, 2014). Este dominio estd representado por la secuencia de
X(S/T/Y)X(V/ L/M) en los VPH-AR (Vande Pol & Klingelhutz, 2013).

(A) Transformation
Immortalization Transformation

PDZ protein

X3  CXxC X CXXC ' pinding motif

(B) Transformation Protein dimerization
pRb-binding & degradation Transformation

A—
LxCxE  CKIl CxxC Xa9.30 CxxC
——

I ~Zinc hinger don

Transformation Phosphorylatio
pRb-degradation site



27

Figura 4. Representacion esquematica de oncoproteinas E6 y E7. (A) E6 de ~150 aa, (azul) cuatro
motivos CxxC para activacion transcripcional, transformacion, inmortalizacion y asociacion con
proteinas celulares, extremo COOH (verde) dominio PDZ de interaccion. (B) E7 con tres regiones
conservadas: (i) dominio N-terminal (gris) para transformacién celular y degradacion de pRb, (ii)
dominio de enlazamiento y degradacion de pRb (LxCxE - sitio de fosforilacion de Kinasa II)
(fucsia) y (iii) dominio C-terminal (con dos copias CxxC) de asociacion con pRb y unién a zinc
(azul). Fuente: Boulet et al., 2007.

El gen E7 codifica una proteina de ~100 aminoacidos, con tres regiones conservadas (CR)
(Figura 4B), el dominio CR1 necesario para la transformacién y degradacién de pRb, CR2 contiene
una secuencia conservada LxCxE de uni6n a pRb y un sitio de fosforilacion de caseina quinasa II
(CKII) y COOH-terminal de CR3 posee dos copias del motivo Cys-XX-Cys relacionados con la
union a zinc (Boulet et al., 2007).

La unién de E7 a pRb causa la liberacién del factor de transcripcion E2F, en las células
normales pRb es hipofosforilizada a principios de G1, obligando a E2F a formar complejos que
funcionan como represores transcripcionales, tras la fosforilacion, los complejos se disocian
permitiendo a E2F actuar como activador transcripcional; al asociarse la pRb hipofosforilizada, E7
previene su uniéon con E2F promoviendo la progresion del ciclo celular (Boulet et al., 2007; Jiang
& Yue, 2014). Por otra parte, pRb es ubiquitinada por E7, esencial para superar eficazmente la
detencion del ciclo celular; ademas, E7 interactda con otros dos miembros de la familia pRb- p107
y p130, que también regulan negativamente la transcripcion E2F; sin embargo, se ha determinado
que de la estabilidad del motivo LxCxE en el dominio CR2 depende la asociacién E7-pRb
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009; Jiang & Yue, 2014).

E7 puede inhibir la apoptosis y muerte celular estimulando la expresion de las ciclinas A 'y
E, que abrogan las actividades inhibidoras de crecimiento de la quinasa dependientes de ciclinas
(CKIs) para antagonizar la activacion de p53 (Cai et al., 2013; Jiang & Yue, 2014). La expresion de
E7 también induce la aneuploidia (alteraciones cromosémicas numéricas) de la célula hospedera,
lo que contribuye a la tumorogénesis (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009). E6 y E7 son
independientemente capaces de inmortalizar células humanas, pero su expresion combinada
conduce a un efecto complementario y sinérgico, que a la vez es responsable de la mayor eficiencia
de la transformacion (Boulet et al., 2007).

2.5 Distribucion de variantes de VPH

Los trabajos en variabilidad genética iniciaron con el VPH-AR 16 dada la prevalencia en CCU
a nivel mundial, comparando las secuencias nucleotidicas de distintos aislamientos con el virus
clon referencial o prototipo- el primer VPH 16 descrito (Picconi et al., 2000). Ho et al. (1993)
construyeron la primera filogenia basada en fragmentos LCR, de aislamientos procedentes de
diferentes continentes. El arbol revel6 cinco grupos filogenéticos o ramas, distribuidas de manera
diferente dentro de los cinco continentes: la rama Asiatica-Americana (AA) con variantes
presentes en Latinoamérica y Espafia, dos grupos principalmente africanos (Af-1y Af-2), la rama
de sudeste asiatico (As) y la Europea (E) en todas las regiones distintas de Africa, quedando el clon
referencial dentro de la rama E (Tornesello et al., 2004). Posteriormente estudios similares fueron
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realizados para VPH 18, encontrando tres ramas: la europea (E), la africana (Af) y la Asiatica (As),
la cual incluia al clon de referencia (Picconi et al., 2000).

La deteccién de variantes presenta gran importancia epidemiologica debido a que algunos
datos sugieren que mujeres infectadas con ciertas variantes tienen mayor probabilidad de
persistencia viral y desarrollar una lesion cervical de alto grado (Tornesello et al., 2011).

2.6 Bioinformadtica: estructura de datos y algoritmos

La bioinformatica es el andlisis computarizado de los datos bioldgicos, en el que la biologia, la
ciencia computacional y la tecnologia de la computacién se funden en una sola (Valencia, 2002).
Consta de dos objetivos y subcampos complementarios: desarrollar herramientas computacionales
y bases de datos y, generar nuevo conocimiento biologico que ayude a entender mejor los sistemas
vivos (prediccion de genes, estructuras proteicas y expresion génica, modelos evolutivos y analisis
de genémica funcional) (Kanehisa & Bork, 2003).

Una secuencia de DNA es una secuencia escrita en cadena sobre el conjunto S de 4
simbolos de nucleétidos: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T): S = {A, C, G, T},
escrito como s = ATTTCTGTAA (Thu-Hang, 2008).

Una secuencia de proteina s' es una cadena sobre el conjunto de 20 simbolos de
aminoacidos S={A,C,D,E,F,G,H, K,L, M, N,P,Q, R, S, T, V, W, Y}, por ejemplo, s' pueden
ser: s '= GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTSREEHKKKHPDASVNF (Thu-Hang, 2008); los
aminodacidos que corresponden a estas letras se muestran en el Anexo A.

Por otra parte, las bases de datos (BD) biol6gicas contienen todo tipo de informacion
relacionada con las biomacromoléculas (secuencias, estructura, clasificacién, localizacion,
secuencias de motivos, patrones de expresion) (Xiong, 2006). De acuerdo a su contenido, las BD
pueden ser catalogadas en BD primarias, BD secundarias y BD especializadas; alguno de las
diferentes BD de acuerdo a su contenido se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Bases de datos de diferentes categorias.

Categoria  Base de dato Descripcion Referencia
DNA GenBank Secuencias de nucleétidos Benson et al., 2000
EMBL Secuencias de nucleé6tidos Stoesser et al., 2002
Proteinas SWISSROT Secuencias de aminoacidos Bairoch & Apweiler, 2002
Genoma Wormpep Genoma de C. elegans, Wilson, 1999,
A. thaliana, Huala et al., 2001,
E. coli Blattner et al., 1997
Estructuras PDB Estructuras Westbrook et al., 2002
SCOP Clasificacion de estructuras Murzin et al., 1995
Motivos Pfam Alineamientos de dominios Bateman et al., 2002

2.6.1 Alineamiento de secuencias

La comparacién de secuencias constituyen la base del andlisis bioinformatico, en donde,
diferentes secuencias son confrontadas buscando patrones comunes Yy estableciendo
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correspondencias residuo a residuo (Barton & Sternberg, 1987). Se dice que dos secuencias son
homologas, si ambas descienden de un ancestro comun; mide el porcentaje de residuos que son
similares en cuanto a propiedades fisicoquimicas; por otro lado, la similaridad es el resultado
directo de la observacién de un alineamiento de secuencias cuantificado mediante porcentajes
(Brown, 2002; Xiong, 2006). Existen dos tipos de alineamientos, el alineamiento de pares de
secuencias y el alineamiento multiple de secuencias.

2.6.1.1 Alineamiento de pares de secuencias y algoritmos

El objetivo consiste en encontrar el mejor emparejamiento de dos secuencias, de tal forma
que se obtenga una maxima correspondencia entre los residuos (Waterhouse et al., 2009). Para un
alineamiento pareado existen dos estrategias: alineamiento local y el alineamiento global. El
Algoritmo Needleman-Wunsch, utilizado para alinear secuencias de nucledtidos o proteinas a
través del alineamiento global, es mas 1til cuando las secuencias son similares y de mas o menos la
misma longitud (Needleman &Wunsch, 1970). Para encontrar el 6ptimo alineamiento global entre
dos secuencias x’, y”:

Se construye una matriz D, de tamafio (m+1)x(n+1), donde m y n son las longitudes de las
secuencias x’ y y~ respectivamente, a partir del score de similaridad:

El algoritmo comienza inicializando DO, (0,0), la primera fila y la columna se llenan de
acuerdo con el esquema de puntuacién seleccionado que representa las penalizaciones por gap en el
inicio de cualquier secuencia, el mejor score entre las secuencias x" y y” va a ser el valor de D(m,n)
el ultimo valor de la tabla, cada valor D(i,j) va a ser la puntuacién maxima entre cada residuo x"(1...
i) y el residuo y'(1... j); es decir, en cada posicion de la matriz D, vamos a tener el maximo score de
los posibles alineamientos locales hasta las posiciones i,j. Si se tiene un alineamiento 6ptimo hasta
D(i-1,j-1), solo hay tres opciones para lo que va a pasar en la siguiente posicion: (i) los residuos
para x'(i) y y'(j) coinciden (lo que no significa que sean iguales), (ii) se introduce un gap en x” o
(iii) se introduce un gap eny’.

Una vez obtenida la matriz, s6lo queda reconstruir el camino desde la posicion D(m,n)
hasta la D(0,0). La entrada D(m,n) da la puntuacién de alineamiento global. Para ello, habra que
recalcular los valores de D(i-1,j-1), D(i-1,j) y D(i,j-1), para rastrear de qué casilla venia el maximo
correspondiente a D(i,j).

El algoritmo Smith-Waterman, se utiliza con el objetivo de encontrar el score local mas alto
entre dos secuencias, las subsecuencias pueden ser parte o la totalidad de dos secuencias; por tanto,
la alineacion local también es global (Smith & Waterman, 1981). Dadas dos secuencias x’, y, para
hallar segmentos de secuencia muy similares, el primer paso consiste en construir la matriz D:
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El algoritmo se inicializa en la primera fila y columna con cero en lugar de penalizaciones
por gap, el cero es la condicién que se incluye seguidamente para evitar obtener valores de
similaridad negativos y la razon es para iniciar una nueva alineacion local en lugar de extenderla, el
Di, j valor depende de Di-1, J-1 (match o mismatch), Di, j-1 (insercion), o Di-1, j (supresion); el
optimo alineamiento local puede estar en cualquier lugar en la matriz en lugar de D(m,n), si se
quisiera encontrar el par de residuos con la siguiente mejor similitud, el inico requisito necesario
seria comenzar el proceso desde el siguiente valor maximo de D, no asociado con la anterior traza.

La principal diferencia entre el algoritmo de Needleman-Wunsch y Smith-Waterman es que
a los valores negativos en la matriz de puntuacién de similitud se ponen a cero. Otra caracteristica
es que con Smith-Waterman el score se incrementa en una region de alta similaridad y disminuye
fuera de tales regiones.

2.6.1.2 Alineamiento miiltiple de secuencias y algoritmos

Consiste en alinear multiples secuencias de tal forma que el maximo nimero de residuos de
cada secuencia coincida con una funcién de puntuacion; dentro de las aplicaciones encontramos, la
deteccion de regiones o posiciones conservadas, la construccion de arboles filogenéticos y la
prediccion de estructura secundaria y terciaria de proteinas (Cline, 2000). Para realizar
alineamientos multiples existen tres clases de algoritmos que se pueden clasificar en alineamiento
progresivo, alineamiento iterativo y alineamiento basado en bloques (Duc, 2012). La herramienta
mas utilizada es ClustalW, basada en el método progresivo, donde se parte de una serie de
alineamientos por pares, para alinear grupos cada vez mayores (ensamblaje progresivo) siguiendo
el orden de ramificacion de un arbol guia (Thomson et al., 1994).

El algoritmo ClustalW, consiste en tres etapas principales, la primera etapa calcula las distancias
entre cada par de secuencias por alineacion de secuencias pareadas, debido a la simetria, sélo se
requiere la parte superior o inferior de la matriz triangular de distancia; la alineacion de secuencias
utilizando este algoritmo, es calculada por un método de programacion dinamica mas lento (con
relacion a otras herramientas) pero preciso con base en un método heuristico, este método calcula
una puntuacién utilizando fragmentos que coinciden exactamente (k-tuplas), por la mejor
alineacién entre dos secuencias, menor es la penalidad fija por gap. Estas puntuaciones se calculan
como el numero de identidades en el mejor alineamiento dividido por el nimero de residuos
comparados (excluyendo las posiciones de gap) (Thomson et al., 1994).

La segunda etapa utiliza la matriz de distancia calculada en la primera etapa para construir
un arbol de guia, que se utiliza para guiar el proceso final del alineamiento multiple, este arbol
puede ser construido por dos métodos: Neighbour-Joining (INJ), que produce arboles sin raices con
rama longitudes proporcionales a la divergencia estimada o UPGMA (Un-weighted Pair Group
Method with Arithmetic mean), que genera arboles ultramétricos, dado que se basa en la
identificacion de las parejas de secuencias mas similares y en el calculo de la media de las
distancias entre ellas y el resto de las secuencias (Thomson et al., 1994; Xiong, 2006). En la tercera
etapa se utiliza el arbol de guia para alinear progresivamente las secuencias. El término
“progresivo” se usa porque ClustalW primero determina las secuencias mas relacionadas y luego
aflade progresivamente las secuencias o grupos de secuencias menos afines, el resultado de la
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alineacion progresiva, constituye la secuencia final de alineamiento multiple (Thomson et al.,
1994).

2.6.2 Andlisis filogenético y evolucion de VPH

Una filogenia es la descripcion de las relaciones entre las especies, poblaciones, individuos
0 genes que tienen relacion ancestro-descendiente (historia evolutiva), La mayoria de las técnicas
producen arboles filogenéticos (una estructura matematica utilizada para modelar la historia de la
evolucion real de las especies o de sus partes) (Delsuc et al., 2005; Choi & Gomez, 2009). La
reconstruccion de la relacién filogenética utilizando secuencias de DNA, RNA o de aminoacidos
es un proceso jerarquico que consta de cuatro pasos: (i) la alineacion de secuencias, (ii) la seleccién
del modelo apropiado, (iii) el método de construccién del arbol y (iv) la evaluacién de la filogenia
resultante (Xiong, 2006; Talianova, 2007).

La evolucion de los PV ha sido objeto de intensivos debates (de Villiers et al., 2004; de
Villiers, 2013) debido a que los papilomavirdlogos al principio no concertaban en que gen y
nimero de genes debian utilizar o si la asignacién de nuevos tipos podia ser realizada con
amplificados parciales generados por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (sigla PCR del inglés
Polymerase Chain Reaction) o con el genoma completo, por lo que estudios comparativos que
utilizaron ORF de E6, L1 o combinados (van Ranst et al., 1992; Chan et al., 1995), generaron
arboles filogenéticos con relaciones similares o incluso idénticas; sin embargo, un amplicén
altamente conservado de 291 pb demostré que un pequefio segmento del ORF del gen L1 es
suficiente para generar comparaciones filogenéticas altamente informativas (de Villiers, 2013).

Por otra parte, entablar conclusiones sobre la evolucion de PV puede ser en gran parte
especulativo teniendo en cuenta que el conocimiento sobre la diversidad de PV en hospedadores no
humanos es desequilibrada y limitada (Gottschling et al., 2011), por lo que han aumentado los
esfuerzos en la toma de muestras de PV (en su mayoria no humano) para comprender sus
mecanismos evolutivos, que en la actualidad no solo involucran eventos de diversificaciéon por
coespeciacion (hipétesis rechazada por incongruencias topolégicas), sino que también incluye
cambios debido a la recombinaciéon en el huéspedero y eventos de duplicacion en el mismo, durante
la realizacién de nuevos nichos ecol6gicos por la radiacién adaptativa (Batista et al., 2011).

2.6.2.1 Métodos para la construccion de drboles filogenéticos

La construccién de arboles filogenéticos se basa en la cladistica (la clasificacion sisteméatica
de los organismos sobre la base de caracteristicas comunes que se derivan de un ancestro comun) y
generalmente los métodos de construccién pueden ser de tres tipos: (i) basados en distancia, (ii)
basados en caracteres y (iii) probabilisticos o de inferencia bayesiana (Grievink, 2009; Potiny,
2010). Para los analisis filogenéticos de esta investigacion, se implementé el método basado en
caracteres de Maxima verosimilitud (ML), que de forma general considera las diferencias entre las
secuencias de entrada como caracteres discretos y por cada caracter considera que esta en un estado
en particular (por ejemplo, presente vs. ausente) (Rizzo & Rouchka, 2007).

En el algortimo ML, la verosimilitud se la considera como la probabilidad de observar los
datos alineados X dado un modelo 8, P(X|8), donde los parametros de 6 incluyen un éarbol,
longitudes de ramas y un modelo de evolucidn, el principio de la verosimilitud busca parametros
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que maximicen la probabilidad P (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). La funcion de verosimilitud
se define como:

La maxima verosimilitud es el valor de 8 que maximiza L(0), el procedimiento basico es
calcular la probabilidad de cada columna del alineamiento, por tanto la probabilidad del
alineamiento entero es simplemente el producto de las probabilidades de cada columna, la
verosimilitud del alineamiento esta dada por:

A nivel filogenético, el método de ML, intenta estimar la cantidad de cambio real de
acuerdo con un modelo establecido, este método evaltia la hipotesis (el arbol) mediante una
funcién (verosimilitud o similitud), que maximiza la probabilidad de obtener datos (matriz de
secuencias de DNA) dado un modelo evolutivo, de esta forma, conforme al criterio de ML, el
mejor arbol de cuatro secuencias conectadas dos a dos es aquel que presenta el mayor valor de
verosimilitud, independiente del niimero de transformaciones de estado caracter que necesite; una
de las grandes ventajas de ML es la capacidad de hacer comparaciones estadisticas entre las
topologias y el conjunto de datos, por ejemplo, se puede decir que un arbol es exactamente un por
ciento mas probable que otro, la principal fortaleza del método ML es que es posible formular
hipétesis sobre las relaciones evolutivas (Rizzo & Rouchka, 2007).
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3 ANTECEDENTES
Los inicios de la tipificacion viral

Danos et al. (1982) identificaron por primera vez la secuencia completa de nucleétidos de
un papilomavirus humano, el cual fue designado como tipo 1a (7811 pb), concluyendo que la
organizaciéon general del genoma viral era diferente de otros papovavirus en su momento
relacionados (SV40, BKV, polioma). Schwarz y colaboradores (1983) establecieron la secuencia
de nucleotidos del VPH 6b (7902 pb) que se compar6 con las secuencias de DNA del VPH 1ay el
virus del papiloma bovino tipo 1 (VPB 1), concluyendo que las secuencias de aminoacidos de L.1
son altamente conservadas.

Seedorf et al. (1985) determinaron la secuencia de nucleétidos del VPH 16 (7904 pb); la
comparacion de homologia entre los PVs previamente secuenciados (VPB 1, VPH 1a, VPH 6b),
revel6 una interrupcién en el marco de lectura que codificaba para la proteina E1.

Dartmann et al. (1986) a partir del DNA de papilomas laringeos y de verrugas genitales
identificaron la secuencia de nucle6tidos de VPH 11 (7931 pb), la cual mostré un alto grado de
homologia con HPV 6b (82 %). Para el mismo afio, Cole y Streeck determinaron la secuencia de
nucleé6tidos de VPH 33 (7909 pb) asociado previamente a CC, estableciendo posteriormente una
alta correspondencia entre los ORFs y otras caracteristicas oncogénicas de VPH 16.

Cole & Danos (1987) determinaron la secuencia de nucleétidos de VPH 18 asociado con el
CC, identificando una serie de caracteristicas especificas para el PV genital y construyeron un
arbol filogenético, donde diferenciaron PV humanos de otros PV animales, debido que E1 tiene un
ORF mucho mas largo y una region LCR caracteristica; a nivel filogenético observaron que VPH
18 esta situado entre los virus benignos genitales VPH 6 y VPH 11, y los aislamientos malignos
VPH 16 y VPH 33, concluyendo que podria representar una evolucién intermedia entre PV
oncogénicos. Por su parte, Naghashfar y colaboradores (1987) a partir de una lesién cervical
recurrente que se creia relacionada con VPH 18, clonaron a VPH 45, cuya principal distincion
consistio en los patrones de digestion generados con enzimas de restriccion.

Goldsborough et al. (1989) identificaron la secuencia de nucleé6tidos de VPH 31 (7912 pb),
que posteriormente utilizaron para deducir su organizacién genémica y su relacién con el CC; a
partir de los ORF de E6 y E7, identificaron los motivos Cys-X-X-Cys, conservados en todos los
VPH vy distinguibles entre los tipos 16, 18, 31 y 33 asociados a CC. Por su parte, Takami et al.
(1991) clonaron y caracterizaron a VPH 52, el analisis de secuencias revel6 que los ORF E6-E7
contenian varios motivos de uniéon al DNA (Cys-X-X-Cys), tal como los VPH previamente
secuenciados, identificaron que el ORF de E6 contiene un empalme de donantes y aceptores de
sefiales, lo que puede permitir la expresién de la proteina E6; por su parte, el ORF de E7 codifica
una secuencia de aminoacidos que se conserva en algunos virus tumorales de DNA y esta
implicado en la union de la proteina pRb y en la transformacién celular.

Kirii et al. (1991) tras realizar la secuenciacion VPH 58 (7824 pb), determinaron que a nivel
de la secuencia de nucle6tidos exhibia una extensa homologia con VPH 33 (77 %). De acuerdo a
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las secuencias de aminoacidos concluyeron que VPH 58 se encontraba mas estrechamente
relacionado con los tipo 16, 31 y 33, y relativamente mas alejado de VPH 6, 11, 18 y 45.

Marich et al. (1992) posterior a realizar la secuenciacion de VPH 35 (7851 pb), analizaron
la regién LCR, revelando un elemento de 20 pb adicionales presentes en todos los tipos de VPH
asociados con la proliferacion maligna; el andlisis filogenético con E6 y E7 de los tipos
anogenitales conocidos hasta el momento: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 43, 44, 45, y 51, indico tres
subgrupos distintos de VPH; los asociados con lesiones benignas y dos ramas de los tipos de VPH
asociados mas frecuentemente con la proliferacién maligna.

Durante la siguiente década, los VPH aumentaron exponencialmente la atencién de la
comunidad de papilomavirdlogos, debido a que cuantitativamente constituyeron el grupo mas
importante de los virus asociados con neoplasias benignas y malignas en humanos; sin embargo,
con el tiempo otros tipos de PV también fueron identificados en mamiferos, aves y reptiles.
Muiltiples estudios han determinado que los PV han evolucionado durante millones de afios a partir
de ancestros comunes dentro de ecosistemas de hospederos especificos, por lo que especialmente
para este grupo, la variabilidad en ciertas regiones del genoma, ha jugado un papel fundamental a la
hora de describir la nomenclatura y la biologia evolutiva de VPH, tal como se entiende a través de
analisis de arboles filogenéticos.

Hacia un sistema de clasificacién basado en filogenias, variantes y distribucion de tipos.

Chan et al. (1992) secuenciaron segmentos genomicos de 118 VPH 16, procedentes de
Singapur, Brasil, Tanzania y Alemania; la region LCR revel6 38 variantes, la mayoria difirieron
por una o varias mutaciones puntuales, los arboles filogenéticos apoyado con el ORF de E5 indic6
dos ramas principales: variantes de Singapur pertenecientes a una rama denominada Eurasia;
Alemania y Tanzania a una rama de Africa, mientras que las variantes brasilefias estaban
claramente divididas entre las dos ramas, los datos sugirieron dos hipdtesis: i) que el VPH 16 se
desarroll6 por separado durante un largo periodo en Africa y Eurasia y ii) los representantes de
ambas ramas pudieron haber sido trasladados a Brasil a través de la pasada inmigracion colonial.

Van Ranst et al. (1992) proporcionaron una clasificacién de los VPH relacionados con el
tropismo del tejido infectado y el potencial oncogénico de cada tipo de VPH, el andlisis fue basado
en el alineamiento de los ORFs de E1, E2, E6, L1 L2 y la construccién de los arboles filogenéticos
para 18 VPH fueron validados, y constituyeron la base de la taxonomia del virus.

De Villiers et al. (2004) describieron la taxonomia de 118 PV de orden superior siguiendo
los criterios generales establecidos por la ICTV, los PV genitales humanos fueron considerados
como un género el cual denominaron “Alfa”; determinaron que los ensamblajes de orden inferior
dentro de cada género deben ser tratados como especies porque estan estrechamente relacionados
filogenéticamente.

Arias-Pulido et al. (2005) teniendo en cuenta el limitado conocimiento de las variantes del
VPH 18, seleccionaron muestras al azar de EE.UU y analizaron las variaciones de nucleotidos en
las regiones E2, E6, L1 y LCR, el estudio agrupé los genes analizados en tres ramas principales: la
Asiatica-americana (AA), la europea (E) y la africana (Af), donde la rama Af mostré la mayor
variabilidad de nucleé6tidos en comparacién con la secuencia de referencia del VPH 18.
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Huertas-Salgado et al. (2011) propusieron un nuevo criterio para el agrupamiento y la
nomenclatura de variantes moleculares de E6 del VPH 16 basados en analisis descriptivos y
comparativos de secuencias de nucledtidos.

De Villers (2013) realiz6 una actualizacién de la clasificacién de los 170 tipos de VPH
conocidos en la actualidad haciendo uso de la region conservada en el ORF del gen L1; a su vez,
presentaron argumentos para la aplicacion de metagenomica, para ahondar en el conocimiento de
la familia Papillomaviridae y aportar en la identificaciéon nuevos tipos virales.

Con relacion al departamento de Narifio, se destacan dos trabajos meramente descriptivos
en salud ptiblica, donde poco se hace relacién con el cribado a nivel molecular; sin embargo, dichas
investigaciones han llevado al departamento a incursionar en la identificacién de los tipos virales
circundantes de la zona, informacién de la cual no se disponia hasta hace tres afios.

Sanchez et al. (2012) realizaron la deteccién y tipificacién de VPH mediante la técnica
Reverse line blot- GP5+/GP6+ en 160 mujeres procedentes del municipio de Pasto, los genotipos
encontrados fueron VPH 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 y 84, a la vez que no se encontro relacion entre
los genotipos detectados y factores como la edad, el nimero de compafieros sexuales, el uso de
anticonceptivos, la coinfeccién con otros microorganismos.

Nicola (2014) realizo la tipificacion del VPH a partir de lisado celular sin extraccion previa de
DNA, através de PCR-L1 + secuenciacién y analiz6 su relacion con caracteristicas poblacionales y
lesiones en CCU en una poblacién de mujeres del municipio de Pasto, se logaron detectar los
genotipos de VPH 6, 16, 33, 45, 58, 73, 97 y uno no determinado, a la vez no se encontro relacion
entre los genotipos detectados y la edad, el nimero de compafieros sexuales, el uso de
anticonceptivos o la coinfeccién con otros microorganismos.
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La seleccién de los tipos de VPH para el andlisis bioinformatico, se realiz6 teniendo en
cuenta la literatura cientifica y su frecuencia en los reportes a nivel mundial (Clifford et al., 2005;
Villa, 2012); ademas, se tuvo en cuenta el estudio de tipificacién molecular de VPH realizado por
Nicola (2014) para incluir en el andlisis filogenético, debido a que constituyen las primeras
secuencias de VPH obtenidas en el Departamento de Narifio y dan una idea sobre los genotipos
circundantes de la zona. Las secuencias de referencia (control para el analisis de agrupamiento y la
identificacion de variantes) de los ORF L1, E6 y E7 fueron obtenidas del GenBank (Benson et al.,
2014) y se confirmaron mediante screening sobre genomas completos consignados en la base de
datos PAVE (http://pave.niaid.nih.gov), especializada en Papilomavirus, los nimeros de acceso, la

longitud, el tipo de VPH y la fuente de publicacion se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Genomas y genes de referencia utilizados para el analisis bioinformatico.

—- I‘;l:l%itn:lad L1 E6 E7 Cadigo de acceso Referencias
(bb) (pb) (pb) (pb) GenBank

6A 7902 150 452 296 X00203 Schwarz et al., 1983
6B1 8012 130 452 296 AF092932 Kovelman et al., 1999
6B3 8010 150 452 296 L41216 Hofmann et al., 1995
11 7931 120 452 296 M14119 Dartmann et al., 1986
16 7904 129 476 296 K02718 Seedorf et al., 1985
18 7857 1(730 476 317 X05015 Cole & Danos, 1987
31 7912 121 449 296 J04353 Goldsborough et al., 989
33 7909 139 449 293 Mi12732 Cole & Streeck, 1986
35 7879 120 449 299 X74477 Marich et al., 1992
45 7858 lgl 476 320 X74879 Naghashfar et al., 1987
52 7942 138 446 299 X74481 Takami et al., 1991
58 7854 127 449 296 D30400 Kirii et al., 1991
73 7700 1?1 446 293 X94165 Volter et al., 1996
97 7843 160 446 320 EF202168 Chen et al., 2007
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1

BPV 1* 7945 1‘718 413 383 X02346 Chen et al., 1982

* Secuencia utilizada como outgroup en los andlisis filogenéticos.

Las secuencias obtenidas del estudio de Nicola (2014) se analizaron a partir de los
cromatogramas y archivos .txt, las secuencias en formato FASTA se procesaron para confirmacion
bioinformaética del tipo de VPH, para lo cual se realizé un alineamiento de primers GP5-GP6
(Sanchez et al., 2013) sobre cada secuencia utilizando el algoritmo BLASTn (Johnson et al., 2008)
disponible en NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); para depurar y editar estas
secuencias se utilizé el programa BioEdit V. 7.2.5 (Hall, 2011). Para la confirmacion del tipo viral,
con cada secuencia se realizo un alineamiento multiple (comparacion de secuencia “query” con las
disponibles en GenBank) mediante la herramienta Blastn/NCBI y se analizd el e-value
(probabilidad de coincidencia debido al azar), el score del alineamiento, el porcentaje de
similaridad entre pares de secuencias, el porcentaje de identidad (superior al 95 %) y la anotacion.

Para seleccionar y obtener las secuencias de los genes L.1, E6 y E7 de los diferentes genotipos
de VPH-AR y BR mas frecuentes en Latinoamérica, se realizé una busqueda exhaustiva a partir de
literatura cientifica y bases de datos biolégicas, empleando los términos de btisqueda o palabras
clave: “Human Papillomavirus type”, “Human Papillomavirus gene L1, E6 o E7”.

Se revisaron articulos cientificos de las bases de datos bibliograficos: ScienceDirect
(http://www.sciencedirect.com/), Springer (http://www.springer.com/?SGWID=10-102-0-0-0) y
Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed); para complementar la biisqueda, se revisaron
publicaciones cientificas en la editorial ELSEVIER (http://www.elsevier.com/journals/title/a),
SCielo (http://www.scielo.org/php/index.php?lang=es) y Redalyc
(http://www.redalyc.org/homeBasic.0a), de los articulos seleccionados, se realizaron busquedas
manuales de los estudios relacionados para Latinoamérica y, para los datos que fueron publicados
mas de una vez o de una combinacién de datos antiguos y recientes, la referencia se registré con
respecto a la fuente primaria. Una vez obtenida la literatura cientifica, se seleccionaron y
clasificaron los articulos mas relevantes en el tema con base en: Tipo de publicacién, poblaciéon de
estudio, tipo de estudio (Tabla 4).

Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion bibliografica.
Parametro Inclusion Exclusion

Revistas y notas cientificas, Revisiones narrativas, cartas

revisiones sistematicas, al director, editoriales,
Segtn el tipo de publicacion ensayos clinicos, estudios de comentarios, y
casos y controles, estudios comunicaciones 0
transversales y series de casos. publicaciones de congresos.
Hombres y mujeres
diagnosticados con VPH-AR
y -BR, en poblaciones de
paises latinoamericanos, con
resultados de citologia normal
o con alguna anormalidad
citolégica e infecciébn por

Segun la poblacion de
estudio

Resultados de paises
diferentes a Latinoamérica.
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VPH.

Estudios de deteccion o

tipificaciébn molecular de VPH Estudios
donde se hayan reportado descriptivos.
secuencias del virus.

Segiin el tipo de estudio citolégicos y

Los articulos seleccionados fueron codificados y almacenados en una carpeta denominada
“VPH Latinoamérica”, con el fin de organizar los resultados y acceder a informacién en andlisis
posteriores. La codificacion partio del nimero uno (Ej. 1, 2, 3... 24), seguido de la fuente de
publicacion (Autor, afio). Se construy6 una base de datos con el programa Microsoft Office Excel
2013®, donde se registraron los articulos de acuerdo con: el codigo asignado en este estudio, la
base de datos de donde se obtuvo, la revista donde se publicd, la fuente de publicacién, pais de
publicacion, titulo del articulo, genes y tipos analizados y el DOI (Digital Object Identifier) (Anexo
B).

Se realiz6 la busqueda de secuencias genomicas de VPH en la base de datos de secuencias de
nucleotidos “Nucleotide” del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), de donde se obtuvo
ademads parte de su anotacion. Todas las secuencias se descargaron del GenBank en formato
FASTA, se almacenaron en bloc de notas (.txt) y en archivos independientes; se construy6 una base
de datos con el programa Microsoft Office Excel 2013®, donde se consign6 la informacion
correspondiente a: codigo de acceso a GenBank, pais, estado u/o departamento de origen, tipo
viral, nombre del gen, tamafio del ORF de la secuencia y la fuente de publicacién. Como se
describe en la Tabla 5 las secuencias de VPH fueron seleccionadas con base en: el tipo de
secuencia, la calidad de la secuencia y su anotacion.

Tabla 5. Criterios de inclusion y exclusiéon de secuencias.

Parametro Inclusion Exclusion
Secuencias de DNA del ORF Secuencias proteicas,
L1 de VPH (de Villiers, 2013) secuencias promotoras Yy

Segtn el tipo de secuencia

Segun la calidad de la
secuencia

Segiin la anotacion de la
secuencia

y ORFs E6 y E7 (Garcia-
Vallvé et al., 2005).

ORFs completos (aprox. 1525
nt) o parciales (fragmentos de
120-808 nt) de las secuencias
de genes virales L1, E6 y E7.
Informacién sobre:
procedencia, afio, método
molecular con el cual se
obtuvieron los ORFs de
secuencias de DNA de los
genes virales L1, E6 y E7

regiones no codificantes del
genoma de VPH.

ORFs de los genes E1, E2, E4,
L2 y region LCR.

Secuencias sin informacion
relevante, cuyo analisis genere
informacién dudosa.

4.2 Anadlisis de comparacion de secuencias mediante alineamientos

Alineamientos de secuencias del gen L1. Las secuencias L1 obtenidas del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) se analizaron en dos grupos teniendo en cuenta los
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diferentes tamafios de fragmento (i) para secuencias de longitud promedio aproximada de 808 a
1575 nt, (ii) para las secuencias de longitud promedio 269 a 667 nt, de aqui se organizaron y
consignaron en un archivo todos los tipos de VPH y se procedio a realizar alineamientos multiples
con la herramienta ClustalW2 (Thompson et al., 1994) disponible en EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Alineamientos de secuencias E6 y E7. Por cada gen de un tipo viral, se realizaron
alineamientos multiples mediante la herramienta ClustalW2 (Thompson et al., 1994), incluyendo
las correspondientes secuencias de referencia reportadas para los tipos de VPH descritos en la
Tabla 3. Con los resultados de los alineamientos multiples obtenidos mediante ClustalW2 se
construyeron arboles guia con el algoritmo Neighbour Joining disponible en EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/webservices/services/msa/clustalw? _soap), estos arboles se tuvieron
en cuenta para orientar el posterior analisis de agrupamiento.

4.3 Andlisis filogenético

Construccion y analisis de filogenias con L1. Se construyeron arboles filogenéticos partiendo
de los alineamientos multiples descritos anteriormente, el analisis se realizdé con base en la
diferencia del tamafio de fragmento y para los agrupamientos se tuvieron en cuenta los criterios
reportados por De Villiers et al. (2004), para los analisis taxondmicos, epidemiolégicos y
filogenéticos, segtin lo cual, para la asignacién de un “tipo viral” de VPH la secuencia de DNA del
OREF del gen L1 difiere de cualquier otro tipo en al menos un 10 %.

Las aproximaciones filogenéticas fueron realizadas bajo el criterio de maxima verosimilitud
(ML), con el programa MEGA v. 6.0.5 (Tamura et al., 2013), haciendo uso del modelo de
sustitucion nucleotidica Kimura 2-p (Chan et al., 2011), para el cual se implemento el algoritmo
bootstrap, que permitio ejecutar buisquedas de arboles 6ptimos y la obtencién de soportes de ramas
en un unico analisis (Felsenstein, 1985), en las ramas del arbol se representaron los valores de
bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (por encima de 50 %). Como grupo externo
(outgroup) se empleo la secuencia de referencia de Virus Papiloma Bovino tipo 1 (BPV 1), dada la
relacion filogenética cercana con el Virus Papiloma Humano (Ong et al., 1993).

Arboles filogenéticos con E6 y E7. Se construyeron arboles filogenéticos por cada tipo y para
cada gen, con el fin de analizar las agrupaciones de variantes y establecer un patrén de acuerdo a la
frecuencia de mutaciones especificas de cada gen en el agrupamiento. Para verificar las relaciones
intratipo de los arboles E6 y E7 tinicamente se emplearon las secuencias de referencia de cada tipo
(Tabla 3) (Chen et al., 2009; Chen et al., 2011).

4.4 Identificacion de variantes de tipos virales

A partir de los alineamientos de E6 y E7, la prediccién de variantes para cada gen fue realizada
haciendo una comparacion residuo a residuo, entre cada secuencia de nucleétidos del alineamiento
y la secuencia de referencia del tipo analizado, para identificar las variantes se construyeron tablas
que resumieron las posiciones donde se presentaron mutaciones puntuales, la asignacion de los
nimeros de posicion para cada nucleétido se realiz6 a partir de la longitud total del genoma de
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referencia de cada tipo. Con el fin de establecer las mutaciones no sinénimas, el cambios de
aminodcidos en cada variante se realiz6 con la traduccioén in silico de los codones, haciendo uso de
la herramienta Translate or Reverse-Translate del programa BioEdit V. 7.2.5, la asignacion de los
nimeros de posicién para cada aminoacido se realizé a partir de la longitud del gen de referencia de
cada tipo (Huertas-Salgado et al., 2011). De acuerdo al criterio establecido por De Villiers et al.
(2004), se consideré una variante si dicha variacién entre una secuencia y la secuencia de
referencia era menor al 2 %.

4.5 Anadlisis de la distribucion geogrdfica de variantes

Con el fin de visualizar la distribucién geogréfica respecto a la frecuencia de las variantes de E6
y E7 de cada tipo viral en Latinoamérica, se construyeron mapas con el sistema de proyeccién
cartografica Gauss Datum Magna Sirgas mediante el programa ArcGis 10.2.2
(http://www.esri.com/software/arcgis/arcgis-for-desktop/free-trial), la proyecciéon de puntos se
realiz6 a partir de la coordenada plana de cada pais en el globo terraqueo.



http://www.esri.com/software/arcgis/arcgis-for-desktop/free-trial

41

5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Revision de literatura especializada y bases de datos de secuencias

Durante la bisqueda de articulos se identificaron un total de 2408 resultados, de los cuales el 52,2
% de los articulos estuvo representado por la BD Springer, seguido de PubMed (25,9 %),
ScienceDirect (21,6 %) y SCielo (0,3 %), los resultados de busqueda obtenidos para Redalyc
fueron excluidos debido al aporte poco significativo al problema de interés. Las secuencias de
nucleétidos incluidas en la revision, se obtuvieron a partir de 24 articulos publicados entre 1996 y
2014, identificados durante una btisqueda sistematica de literatura en el periodo comprendido entre
abril - junio de 2014, el proceso de seleccion de articulos se resume en la Figura 5.

Base de datos bibliografica

(n=4)
PubMed ScienceDirect Springer Scielo
(n=623) (n =520) (n = 1258) n=7)
Procedente de la
lista de referencia
(n=3) ~ (" 22 articulos excluidos a razon de ser: )
I ( Articulos potencialmente Estudios tnicamente descriptivos.
identificados para Latinoamérica Estudios de incidencia y prevalencia.
L (n=52) y Analisis de tipos y genes no incluidos en
\_la revision. Y,
Articul lieron los 4 6 articulos excluidos debido a: N
: 111(‘.u (_),S ql(lle mlunpbl_?gnd 08 Codigos de acceso  previamente
criterios e_egeézl ilida identificados.
\_ (n = 30) ) No se logro identificar el lugar de
\ _procedencia de la secuencia. J
Articulos incluidos en el analisis
sistematico
n=24
(N ( ) J

Figura 5. Diagrama de flujo para el proceso de seleccion de articulos. Fuente: Esta investigacion.

Se identificaron 52 estudios que cumplieron los criterios de elegibilidad para ser incluidos
en la revision; sin embargo, el analisis a texto completo permitié seleccionar tnicamente 30
documentos que cumplian con todos los criterios de inclusién previamente establecidos, de estos
fueron excluidos tres trabajos, puesto que las secuencias alli analizadas originalmente pertenecian
a trabajos reportados previamente (Li et al., 2009; Ntova et al., 2012; Burk et al., 2013) y tres mas,
debido a que no fue posible discriminar el pais latinoamericano de origen de la secuencia (Ong et
al., 1993; Lizano et al., 2006; Jelen et al., 2014) (Figura 5), una breve descripcién de los estudios
incluidos en la revision se presentan en la Tabla 6.
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La exclusién de las 22 publicaciones restantes se debié a diferentes razones: diez articulos
relacionados inicamente con la descripcion de variantes (Yamada et al., 1997; Heinzel et al., 1995;
Berumen et al., 2001; Cruz et al., 2004; Gonzalez-Losa et al., 2004; Veras et al., 2005; Tonon et
al., 2007; Junes-Gill et al., 2008; Huertas-Salgado et al., 2011; Buitrago et al., 2012;), cinco
articulos relacionados con la incidencia y prevalencia de los tipos virales (Camara et al., 2003;
Oliveira et al., 2006; Baldez da Silva et al., 2009; Canul et al., 2010; Tamegao-Lopes et al., 2014),
tres articulos mayormente descriptivo a nivel metodolégico (Moreno-Acosta et al., 2008;
Schiffman et al., 2010; Cruz et al., 2013), dos articulos relacionaban genes diferentes a los de
interés (Calleja-Macias et al., 2004; Raiol et al., 2007) y dos ultimos que involucraban tipos virales
no relacionados al estudio (Gottschling et al., 2007; Almeida et al., 2013) (Figura 5).

Tabla 6. Descripcion de las caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica.

., Tipo . ..
, Gen Método de P Tipo de lesion
# Autor Pais* ©) deteccién viral
(s) N** ASCUS NIC CC
18, 33,
1 Stewart et al., 1996 E.U L1 MY09/11 35, 45, v
52, 58
PCR anidada,
2 DeFilippis et al., 2002 EU E6,E7 LCRS/E7AS, 16
pUIM/pU2R
3 Cerqueira et al., 2003 Brasil L1 MYO09/11 58 v
Calleja-Macias et al., 31, 35,
4 2005 EU  E6 L1 MY09/11 2
. E6, E7,
5 Chen et al., 2005 EU 11 MYO09/11, DB 16 Y 4 v v <
6 Cerqueiraetal,2007  Brasii L1 Mﬁf&l T18,33 o <
7  Cerqueiraetal,2008  Brasii  E6 Mzgf&l " 18 v <
8 Chen et al., 2009 E.U Eﬁifz MY09/11, DB 18é;‘ > < <
3 . PCR anidada,
9 LOPeZ'%%‘gga etal,  \iéxico  E6 LCRS/E7AS, 16 v v
PulM/Pu2R
. . MY09/11 + 31, 33,
10 Raiol et al., 2009 Brasii E6,L1 RELP £ v v 4
. PCR 16, 33,
11 Castro et al., 2011 Brasil L1 MY09/11 eq V4 v 4
12 Chagasetal,2011  Brasl E6,E7  Lnmersts 31 v v
E6/E7
13 Chan et al., 2011 Egﬁg L1 PCR anidada 58 v v < v
- 16, 31,
14 Chen et al., 2011 E.U =% MY09/11, DB 33, 35, < v
L1
52, 58
E6. E7 PCR anidada
15 Smith et al., 2011 EU ]:1 ’ MYO09/11, 16 « «
GP5+/GP6+
16  Cometetal, 2012  Francia  E6 GP5+/GP6+ 16 < v v ¢

EISA
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Tipo . ..
, Gen Método de P Tipo de lesion
# Autor Pais* (s) deteccion viral
(s) N** ASCUS NIC CC
MYO09/11,
17 Chagas et al., 2013 Brasii E6,E7 primers t-s 31 v 4
E6/E7
. E6, E7,
18 Chen et al., 2013 E.U i MYO09/11, DB 18,45 < <
19 Chan et al., 2013 Eggg E6,E7  PCR anidada 58 v v v v
. MYO09/11 + .
20 de Matos et al., 2013 Brasil L1 RELP 6,11
, N PCR anidada, 33, 45,
21 Godinez et al., 2013 Espaifia E6, E7 GPS+/GP6+ cg <
22 Chen et al., 2014 Francia E6,E7 PCR anidada 33 v v v v
23 Chen et al., 2014b Francia E6,E7 PCR anidada 45 v v v v
24  Zhangetal., 2014 Eggg E6 L1  PCR anidada 52 v v v

*Pais donde se analizaron originalmente las secuencias. ** N= sin lesion.

# (1... 23) los numeros de la columna indican el cédigo del estudio incluido en esta investigacion.
La técnica MY09/11 utiliza cebadores generales para L1 + PCR; Primers t-s: cebadores tipo
especifico, DB: Dot Blot. H: muestras procedentes de pacientes hombres. Fuente: esta
investigacion.

De los 24 trabajos referenciados (Tabla 6), el 37,5 % fueron realizados en América latina (México
y Brasil) , principalmente Brasil, de donde se lograron extraer datos de ocho estudios, el 33,3 %
fueron desarrollados en Norteamérica (E.U.), mientras que el continente europeo y asiatico con
cuatro y tres trabajos respectivamente, sumaron el 29,2 % restante. Para Latinoamérica existe una
basta informacion sobre tipificacion viral, que constituye un aporte importante en la epidemiologia
de VPH; sin embargo, las cifras de publicaciones actuales realizadas en Latinoamérica para
secuencias de DNA del VPH no son significativamente comparables con el nimero de estudios
realizados en otras regiones geograficas del planeta donde profundizan sobre patrones de
especiacion (Chan et al., 1992), coevolucion (Ong et al., 1993) o el desarrollo de vacunas
terapéuticas (Ahmed et al., 2013).

La técnica de deteccion del DNA viral ampliamente utilizada en las 24 investigaciones fue
laPCR (MY09/MY11 y GP5+/GP6+) y cuatro de ellas previo a la secuenciacion (16,7 %), hicieron
uso del sistema Dot Blot (DB) (Tabla 6), un sistema de hibridacién que consiste en una membrana
de nitrocelulosa con sondas especificas para VPH-AR y BR (Melo et al., 2003). La seleccion del
método de deteccién del VPH suscita el problema con la variacion en las tasas de deteccién de
genotipos, diferentes entre un método y otro, ya sea por factores como (i) la procedencia y estado
de la muestra (congelada, fijada con parafina o raspados), (ii) la sensibilidad del método de prueba
y (iii) la cobertura de genotipos de VPH en el panel de ensayo.

En la actualidad, no hay consenso sobre el método mas adecuado para detectar el VPH; sin
embargo, los métodos basados en la PCR (34,8 %) reportan una mayor prevalencia que los
métodos de hibridacion (32,9 %), a la vez que la PCR anidada (MY09/MY11 y GP5+/GP6+)
aumenta la sensibilidad en comparaciéon que una PCR simple, porque el conjunto de cebadores
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detectan una amplia gama de tipos, asi como los VPH con un bajo numero de copias y realizan una
mejor caracterizacion de la muestra infectadas con multiples cepas de VPH (Syrjédnen, 2010).

Tan solo para esta revision sistematica, el 45,8 % de los estudios report6 la deteccion de
algun tipo de VPH procedente de citologia normal (Tabla 6); un porcentajes similar (48,5 %) fue
calculado por Quintero-Vega et al., cuando compararon casos catalogados con citologia normal
después de realizar la tipificacion del virus por PCR, dicha falencia en el ensayo clinico tradicional
puede traducirse en un problema de salud ptiblica generalizado, sobre todo en las zonas de paises
en desarrollo, donde se presenta mayor prevalencia del virus y no cuentan con adecuados
programas de cribado (Quintero-Vega et al., 2008). Variaciones en la frecuencia y la prevalencia
del virus pueden ser atribuibles a las diferencias en los métodos de deteccién, la sensibilidad y tipos
de muestra analizadas (Castellsagué, 2008; Syrjanen, 2010).

A partir de la revisién sistematica de literatura se lograron obtener un total de 655 codigos
de acceso de secuencias a los diferentes tipos de VPH y la biisqueda en NCBI permiti6 identificar
doce nuevos autores con trabajos en categoria “in press” (sin publicar), que oscilaban entre los afios
2001 a 2014, los cuales aportaron 115 diferentes codigos de acceso, el resumen de la tabla 7
relaciona el niimero total de las secuencias y procedencia de la misma.

Tabla 7. Numero total de secuencias recuperadas segtin su procedencia.

Nuimero
Pais Tipo viral (s) Gen (s) de
secuencias
Costa Rica 16, 18, 31, 33, E6, E7, L1 405
35, 45, 52, 58, 97
Brasil 6,11, 13, 16, 18, E6, E7, L1 150
31, 33, 35, 45,
52, 58

México 16, 52, 58 E6, E7, L1 85
Argentina 16, 18, 45,52,58 E6,E7, L1 48
Paraguay 16, 33, 45, 58 E6, E7, L1 25
Cuba 16 E6, L1 19
Peru 16, 33, 45 E6, E7 13
Chile 16, 18, 33, 45 E6, E7, L1 6
Honduras 58 E6, L1 6
Panama 45, 52 E6, E7, L1 5
Colombia 16, 45, 58 E6,E7, L1 4
Bolivia 52 L1 2
Guatemala 58 E7 2

Fuente: esta investigacion.

De los 22 paises que conforman la region de América Latina, El Salvador, Nicaragua, Haiti,
Reptiblica Dominicana, Puerto Rico, Venezuela, Ecuador, Uruguay y la Guyana francesa no
aportaron secuencias a la revision. Ademas, como se puede apreciar en la Tabla 7, la mayor parte
de las secuencias incluidas en esta revision provinieron de sélo tres paises (Costa Rica, Brasil y
México) que en conjunto sumaron el 85 % del total (640 secuencias); por su parte, Chile,
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Honduras, Panama, Colombia, Bolivia y Guatemala con menos de diez secuencias en el registro,
aportaron menos del 4 % de secuencias (Tabla 7). Si bien existe evidencia sobre una considerable
heterogeneidad de estudios que involucran la tipificacion del virus para casi todos los paises de la
zona, la falta de representatividad de secuencias provenientes de algunas naciones de la region
constituye una limitante para el conocimiento de la variabilidad genética exhibida por aislamientos
de un mismo tipo en diferentes paises.

La infeccion por VPH es considerada la enfermedad de transmision sexual mas frecuente en
todo el mundo (Volkow et al., 2001; Rivera et al., 2006); sin embargo, segun un analisis sobre
distintos estudios cientificos acerca de la frecuencia de la infeccion y las enfermedades causadas
por VPH en Latinoamérica, realizado por la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO,
2014), se ha estimado que la tasa de incidencia promedio de CCU de la regién (29,2 / 100.000
mujeres) es casi el doble del promedio mundial (16,2) (Luciani & Andrus, 2008; PAHO, 2014), las
tasas de incidencia estimadas mas altas (ASR / 100.000 mujeres) se observan en Haiti (87,3),
Bolivia (55,0), Paraguay (53,2) y Peru (48,2) y la mas baja en Puerto Rico (8,8), Uruguay (18,8)
Cuba (20,2) y Costa Rica (21,5); por su parte, Brasil aporta el mayor niimero de casos (27,3 % del
total regional), seguido de México (17,4 %) y Colombia (9,5 %) (Luciani & Andrus, 2008; Parkin
et al., 2008; PAHO, 2014) (Figura 6).

Sin embargo, estos resultados podrian estar acompafiados del subregistro y falta de estudios
moleculares que confirmen el tipo viral, tal como lo demuestra el insuficiente o ausente nimero de
publicaciones en muchos paises de la region Centro América y el Caribe.

Figura 6. Tasas de incidencia de CCU en el mundo estandarizadas por edad (15-44 afios). Tasas de
100.000 mujeres por afio. ASR, sigla del inglés, Age-standardized incidence rates. Fuente: HPV
information centre, 2014 (http://www.hpvcentre.net/link_media/asr_cervical_cancer_world.pdf).

Aun asi, la fuerte asociacién que se ha establecido entre las infecciones persistentes por
ciertos tipos virales y el desarrollo de las lesiones intraepiteliales escamosas (LIE) y canceres
anogenitales (Clifford et al., 2003, ACS, 2014; Sehnal et al., 2014), la infeccién por VPH
constituye un problema mundial en salud ptblica, en donde, el cost6 mas alto y significativo
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(riesgo de morir) lo pagan las regiones de menor desarrollo social y econémico. En Latinoamérica
se ha observado un aumento de las tasas de incidencia y mortalidad por CCU en los ultimos 30
afios; sin embargo, la excepcion se presenta en aquellos paises que han logrado una transicion
demografica con el aumento en la riqueza a raiz de la industrializacion, donde los factores
demogréficos, sociales, econémicos y ambientales, asi como cambios en el estilo de vida - como
los patrones reproductivos —contribuyen en gran medida a este cambio en el comportamiento
epidemioldgico (Luciani et al., 2013, WHO, 2014).

Algunos ejemplos donde se ha visto disminucion de la incidencia por CCU, son algunas
ciudades de Colombia (Cali, Manizales y Bucaramanga), Cuba, Puerto Rico y Uruguay (Parkin et
al., 2008; Luciani et al., 2013), cuya transicion demografica ha percibido un efecto contrario con
relacion al aumento de la incidencia del cancer de mama, similar a los cambios que se produjeron
en América del Norte y Europa Occidental en la primera parte del siglo pasado (Luciani et al.,
2013). En Colombia lo anterior se corrobora con las estadisticas del registro poblacional de cancer
(RCP) y las tasas de incidencia promedio ajustadas por edad de CCU Vs. cancer de mama, por cada
100.000 mujeres, para las ciudades de Pasto (27,4 Vs. 26,8), Cali (20,5 Vs. 49,2), Manizales (19,5
Vs. 32,2), y Bucaramanga (17,3 Vs. 41,9) (CI5plus, 2014; IACR, 2014).

5.2 Tipos de VPH seleccionados para el estudio

La seleccion de los diez tipos de VPH involucrados en la revision, fue concebida con base a
la frecuencia en Latinoameérica y la clasificacion epidemiol6gica en cuanto al riesgo de inducir
CCU (Figura 7); los genotipos AR (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58) se encuentran asociados al
desarrollo de cancer y los de BR (6 y 11) estan asociados con pequefios cambios celulares del
epitelio genital, pero no comunmente a cancer (Sehnal et al., 2014). VPH 16 y 18 se han reportado
con factor de alto riesgo a CCU en todas las regiones del mundo (2000; de Sanjosé et al., 2007),
asociados con aproximadamente el 70 % de todos los casos (Mazarico & Gonzalez-Bosquet,
2012); sin embargo, asociaciones de esta clase para tipos de VPH de menor frecuencia
generalmente son limitadas dada la investigacién insuficiente en la prevalencia, se necesita
conocimiento sobre la incidencia de los diferentes genotipos de VPH para un enfoque adecuado en
las medidas preventivas, diagndsticas y terapéuticas.

Como se muestra en la Figura 8, el VPH-AR que aporto el mayor nimero de secuencias a la
revision fue el genotipo 16 (39,2 %), mientras que los tipos restantes de este grupo en particular no
superaron el 12 %; por su parte, VPH 6 y 11 aportaron con el 2,6 y 1,2 % de secuencias para el
analisis, respectivamente (Figura 8). A partir del niimero de secuencias de VPH reportadas para
Latinoamérica en esta revisién (Figura 8), se pudo establecer una relacién entre la frecuencia de un
tipo de VPH con la prevalencia de la infecciéon por un genotipo en particular, de acuerdo con
Clifford et al., VPH 16 se encuentra dos veces mas frecuente que cualquier otro tipo de AR en todas
las regiones del mundo, excepto en Africa subsahariana, donde VPH 35 es igualmente comiin
(Clifford et al., 2005).
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Figura 7. Frecuencia (%) de tipos de VPH en Latinoamérica.
Fuente: Editado de Clifford et al., 2005

En las diferentes regiones del mundo, después de VPH 16 y VPH 18, los tipos de AR mas
frecuentes son: VPH 33 y VPH 56 en Asia, VPH 58, VPH 45 y VPH 31 en América latina, siendo
VPH 31 el segundo maés frecuente en Europa y Africa (Figura 7 solo para Latinoamérica) (Clifford
et al., 2005). Como se observa en la Figura 8, VPH 45 esta teniendo un rol epidemiol6gico
importante en la region, lo que lo esta haciendo objeto de estudio debido a su origen filogenético en
VPH 18 (M. Guerrero, com. pers.). Tiews et al., realizaron una correlacion entre diferentes VPH-
AR junto con diferentes fenotipos de NIC, concluyendo que VPH 45, 18 y 16 pueden constituir un
biomarcador que sea titil en la identificacién de mujeres con una lesion cervical subyacente con un
riesgo elevado de desarrollar lesiones cervicales severas (Tiews et al., 2009).
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Figura 8. Numero de secuencias de genes L1, E6 y E7 por cada genotipo de AR y BR
analizados, presentes en la base de datos del GenBank. Fuente: esta investigacion. Fuente: esta
investigacion.
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Segun los resultados de este estudio VPH 97 tuvo poca representatividad dentro del grupo
(Figura 8), posiblemente debido a su reciente diversificacion, lo que lo convierte en un genotipo
relativamente nuevo, patogénicamente desconocido, pero que podria estar emergiendo debido a su
origen filogenético y la alta distribucion y frecuencia mostrada por su antecesor mas cercano, el
VPH 18 (de Villers, 2013). Este genotipo se caracterizé hasta el 2009 y a la fecha tan solo se
conocen tres genomas completos (Chen et al., 2009; Landry et al., 2012), en 2014, Nicola report6
la presencia de VPH 97 en Colombia, para el departamento de Narifio a partir de la secuenciacion
de un fragmento de 120 nt, del gen L.1 (Nicola, 2014).

Se contabilizaron 770 secuencias ORFs para los genes L1, E6 y E7 procedentes de
Latinoamérica, la longitud de los ORFs vario dependiendo del estudio, asi por ejemplo, el gen L1
aport6 155 (55,1 %) secuencias completas y 126 (44,9 %) secuencias parciales cuyos fragmentos
variaron en una longitud de entre 321 nt a 1596 nt; segun lo descrito por De Villers et al. (2004) y
De Villers, el andlisis a partir de pequefios segmentos altamente informativos del gen L.1 (291 nt)
permite establecer relaciones filogenéticas comparables a las obtenidas mediante analisis de
secuencias completas del gen e incluso al andlisis de genomas completos (De Villes, 2013).
Respecto a los oncogenes virales, el nimero de secuencias parciales fue menor, en E6 las
secuencias parciales representaron el 4,9 % (15) y para E7 el 1,7 % (3), el nimero total de
secuencias obtenidas del GenBank para cada gen se representa en la Figura 9.
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Figura 9. Numero total de secuencias para cada gen (L1, E6 y E7) analizado, recuperadas de la
base de datos del GenBank. Fuente: esta investigacion. Fuente: esta investigacion.

5.3 Relaciones filogenéticas de los VPH-AR y BR mas frecuentes en Latinoamérica, mediante
analisis de secuencias del gen L1

Se obtuvieron secuencias del gen L1 con longitudes variables dependiendo del tipo, entre
321 nt y 1596 nt; para la construccion de los arboles filogenéticos las secuencias se analizaron en
dos grupos: (i) Secuencias de ~1596 - 808 nt, y (ii) secuencias de 667 - 321 nt, los arboles
filogenéticos se construyeron utilizando el programa MEGA v. 6.0.5, con el algoritmo ML vy el
modelo de sustitucion nucleotidica de Kimura 2-p, que tiene por objetivo encontrar la estimacion
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mas probable (ML) del nimero real de eventos mutacionales dado el numero de transiciones y
transversiones entre cada par de secuencias (Xiong, 2006).

El arbol filogenético construido con las secuencias del grupo (i) se presenta en la Figura 10,
construido mediante el alineamiento de 206 ORFs del gen L1 de nueve genotipos distintos de VPH;
el alineamiento mostr6 1077 sitios variables y 865 sitios potencialmente informativos de
parsimonia (sitios conservados que permiten hacer inferencia de las relaciones evolutivas dado el
algoritmo), a partir de la topologia del arbol se lograron diferenciar dos grandes grupos de especies
de PV: Alfa-papilomavirus 7 (Alfa-7) y Alfa-papilomavirus 9 (Alfa-9) con un 59 % de similaridad
entre ellos.

El 18,5 % (38/206) de las secuencias pertenecieron a la especie Alfa- 7, de la cual se
desprendieron tres ramas, cada uno representando un tipo de VPH diferente: 18, 45 y 97, similar a
lo propuesto por De Villers, (2013), donde filogenéticamente VPH 45 y VPH 97 son los tipos
virales mas estrechamente relacionados con VPH 18 y en conjunto forman un cluster, por lo que se
cree que comparten un ancestro comun mas reciente dentro de la especie Alfa-7 (Chen et al., 2009).

Dentro de la especie Alfa-7, el genotipo 18 represent6 la mayor proporcién, con un 55,3 %
(21/38), secuencias que fueron 13,5 % distantes entre si, para VPH 45 con el 42,1 % (16/38) de las
secuencias, la distancia entre las mismas fue del 10,6 %; de VPH 97 se report6 una tinica secuencia
para Latinoamérica (2,6 %), dada su caracterizacion reciente, por la cual solo se conecen tres
genomas completos procedentes de Costa Rica y Canada, incluyendo el genotipo de referencia
(Chen et al., 2009; Landry et al., 2012).

La distancia entre los tipos VPH 18 y VPH 45 fue de aproximadamente 19,8 %, la distancia
entre el genotipo 97 y los tipos 18 y 45 fue de aproximadamente 18,3 %, dichos porcentajes entre
los tipos de la especie Alfa-7, concuerdan con los criterios de clasificacién taxon6mica propuestos
por De Villers et al. (2004), en el que un tipo de VPH se diferencia de cualquier otro solo si la
variacion en el ORF de L1 es mayor al 10 %.

Los genotipos 16, 31, 33, 35, 52 y 58 conformaron el cluster de la especie Alfa-9,
agrupando el 81,5 % (168/206) de las secuencias analizadas, dentro de Alfa-9 se observo la
separacién de dos grupos, el primero conformado por los VPH 16, 31 y 35 y el segundo los VPH
52, 33 y 58; el 37,8 % de las secuencias fueron agrupadas dentro del genotipo 16 y mostraron un
90,1 % de similaridad entre si, el 9,7 % de secuencias correspondientes al VPH 31, fueron 89,8 %
similares entre si, mientras que el 3,9 % de secuencias agrupadas en VPH 35, fueron 95,9 %
similares, menos heterogéneas con respecto a las secuencias del resto de tipos.

E19,3 % de las secuencias agrupadas por VPH 52, fueron 83,6 % similares entre si, VPH 58
agrup6 un total de 35 secuencias (88,5 % similares entre si), correspondiente al 27 % del
agrupamiento, mientras que las secuencias de VPH 33 fueron 89,3 % similares entre ellas. Al
analizar el agrupamiento junto con la matriz pareada de similitud (Tabla 8), se pudo establecer una
relacion mas estrecha entre los VPH 58 y VPH 33, dado que la distancia entre estos dos genotipos
fue del 15,7 %, en la Tabla 8 se puede observar la distancia pareada entre tipos de VPH de la
especie Alfa-9.
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Figura 10. Arbol filogenético construido para nueve tipos de VPH usando el rango de secuencias
parciales ~1596 - 808 nt de la region L1 de virus (ORFs) aislados en Latinoamérica, el arbol fue
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el algoritmo de Maxima Verosimilitud-ML
utilizando el modelo de sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas son representados los
valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (por encima de 50 %), la barra de
escala indica sustituciones de nucleétidos por sitio y los codigos de las secuencias estan indicados a
la derecha de los arboles, el simbolo ¢ representa la posicion del outgroup. Fuente: esta
investigacion.
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Tabla 8. Matriz de distancia pareada entre genotipos de la especie Alfa-9 de secuencias parciales
(~1596 - 808 nt), obtenida con la herramienta Compute Between Group Mean Distance utilizando
el algoritmo Kimura 2-p del programa MEGA v. 6.0.5.

VPH 58 VPH 16 VPH 31 VPH 33 VPH 35 VPH 52

VPH 58 0

VPH 16 0,279 0

VPH 31 0,309 0,248 0

VPH 33 0,157 0,276 0,291 0

VPH 35 0,306 0,251 0,255 0,299 0

VPH 52 0,239 0,304 0,330 0,253 0,288 0

Fuente: esta investigacion.

Con el segundo grupo (ii) de secuencias parciales se construyo el arbol filogenético de la
Figura 11, para lo cual previamente se realiz6 un alineamiento multiple con 75 ORFs del gen L1 de
diez genotipos distintos de VPH, la secuencia de BPV 1 constituyo el grupo externo, el
alineamiento mostr6 294 sitios variables y 226 sitios potencialmente informativos de parsimonia; a
partir de la topologia del arbol, se identificaron tres grandes clusters: Alfa-papilomavirus 6
(Alfa-6), Alfa-papilomavirus 7 (Alfa-7) y Alfa-papilomavirus 9 (Alfa-9), la matriz de distancia
pareada indicé que el menor porcentaje de similaridad se presentd entre las especies Alfa-6 y 7
(54,5 %).

La especie Alfa-6 representada por los tipos 6 y 11, aport6 el 5,3 % (4/75) de las secuencias
al alineamiento, dentro de VPH 6, las secuencias mostraron un porcentaje de similaridad del 86,3
%, mientras que para las VPH 11 fue del 88,4 %. E1 9,3 % (7/75) de las secuencias pertenecieron a
la especie Alfa- 7, que agruparon a VPH 18 y 45, tal como lo reportado por De Villers (2013), el
calculo de la matriz de distancia pareada arrojé un 81,7 % de similaridad entre estos dos genotipos,
similar al porcentaje encontrado para el analisis de las secuencias del grupo (i) (rango 808 -1596
nt).

Los genotipos 16, 31, 33, 35, 52 y 58 conformaron el clado de la especie Alfa-9 con el 85,3
% (64/75) del total de las secuencias alineadas; el 56 % (42/75) de las secuencias se agruparon
dentro del genotipo 16, cuyas secuencias fueron 99,1 % similares entre si, el 13,3 % (10/75) de las
secuencias se agruparon en VPH 33, similares entre si un 98,9 %. El tnico grupo de secuencias
cuyo porcentaje de similaridad fue del 100 %, fue VPH 31, en la tabla 9 se puede visualizar la
distancia pareada entre tipos de VPH de la especie Alfa-9, donde se observa que los tipos mas
relacionados fueron los VPH 52 y 58.
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Figura 11. Arbol filogenético construido para diez tipos de VPH usando el rango de secuencias
parciales 667 - 321 nt de la regién L1 de virus (ORFs) aislados en Latinoamérica, el arbol fue
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el algoritmo de Maxima Verosimilitud-ML
utilizando el modelo de sustitucion de nucleétidos Kimura 2-p, en las ramas son representados los
valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (por encima de 50 %), la barra de
escala indica sustituciones de nucleétidos por sitio y los codigos de las secuencias estan indicados a
la derecha de los arboles, el simbolo ¢ representa la posicion del outgroup. Fuente: esta
investigacion.
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Tabla 9. Matriz de distancia pareada entre genotipos de la especie Alfa-9 de secuencias parciales
(667 nt -321 nt.), obtenida con la herramienta Compute Between Group Mean Distance utilizando
el algoritmo Kimura 2-p del programa MEGA v. 6.0.5

VPH 52 VPH 16 VPH 33 VPH 58 VPH 35 VPH 31

VPH 52 0

VPH 16 0,329 0

VPH 33 0,296 0,291 0

VPH 58 0,242 0,268 0,166 0

VPH 35 0,266 0,286 0,266 0,253 0

VPH 31 0,344 0,308 0,275 0,302 0,265 0

Fuente: esta investigacion.

Al comparar las tablas de matrices de distancia pareada (Tabla 8 y 9), no se encontraron
diferencias respecto a los resultados de agrupamiento, esto concuerda con el planteamiento de De
Villers, (2013) en el sentido de que el analisis filogenético con secuencias de L.1 de VPH,
fragmentos o completas, no difiere significativamente y por lo tanto, en el analisis filogenético se
pueden utilizar secuencias de longitudes de hasta menos del 20 % del gen L1, estos resultados son
comparables a los obtenidos por Nicola (2014), donde se analizaron fragmentos de 120-130 nt del
gen L1 y se obtuvieron conclusiones similares.

Una caracteristica notable del genoma de PV, radica en la estabilidad global de los ORFs
debido a la alta fidelidad en la replicacion del genoma viral por la usurpacion de las polimerasas
anfitrionas de correccién celular, aunado a la evolucién clonal a través de las mutaciones, la
seleccion o deriva génica (Narechania et al., 2005) dicha estabilidad, ha sugerido un modelo de
evolucion monofilético que ha mantenido rasgos como la oncogenicidad y el tropismo celular (Van
Ranst et al., 1992; Narechania et al., 2005) y puede ser observada en las figuras 10 y 11, donde los
arboles filogenéticos resultantes clasificaron con precision los diferentes tipos de VPH de acuerdo
con el potencial oncogénico (AR y BR).

Sin embargo, se ha demostrado que dicha monofilia se rompe cuando las filogenias de
genes tempranos (L1, L2) y tardios (E5, E6, E7) son comparadas cualitativamente (Bravo &
Alonso, 2004; de Villers et al., 2004); lo cual se debe a que la tasa de divergencia de proteinas es
mas elevada en las proteinas tempranas que en las proteinas tardias, y aumenta en el orden de: L.1
<L2 <E6 E7 ~ <E5 (Bravo & Alonso, 2004), por ende, la razon por la cual el enfoque de la mayoria
de los estudios de clasificacién de PV, ha hecho uso tinicamente del gen L1 como el estandar para
el analisis de evolucion de: géneros, especies, tipos y subtipos, se debe a que constituye una region
altamente conservada en estructura y funcién (Narechania et al., 2005).

Sobre la base de similitud filogenética, los Alfa-virus se pueden clasificar en 15 especies o
clados (de Villers et al., 2004), los filogramas construidos anteriormente a partir de los tipos de AR
(16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 58) y BR (6 y11) mas frecuentes en Latinoamérica, delimitaron
Unicamente tres de estas especies (Alfa-6, Alfa-7 y Alfa-9), el grado en que estas agrupacién
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filogenéticas (especies) comparten una funcion biol6gica, no esta del todo claro, por ejemplo, la
forma en que las especies difieren por el tropismo de un tejido especifico, como Alfa-6 que puede
encontraste con mayor frecuencia en el tejido del tracto genital, pero también en el de las vias
respiratorias o Alfa-7 y 9 por su afinidad con el epitelio del cuello uterino (Clifford & Franceschi,
2008).

De acuerdo a los manifiestos epidemioldgicos, la prevalencia de los tipos individuales en la
poblacion se correlaciona con la persistencia viral, a su vez, la persistencia y la progresion a cancer
estan altamente asociados; los tipos de VPH mas cancerigenos se encuentran concentrados en las
especies Alfa-9 y Alfa-7, y se distinguen de otras especies, por el riesgo elevado de progresion a
cancer debido a la persistencia (Schiffman et al., 2005; Clifford & Franceschi, 2008).

Respecto a los agrupamientos anteriores, con las secuencias previamente reportadas por
Nicola (2014), provenientes de mujeres con lesiones en CCU y ASCUS, se construy6 un arbol
filogenético (Figura 12) utilizando secuencias de DNA de aproximadamente 120 nt del gen L1 de
VPH, los resultados de este analisis mostraron mayor frecuencia del genotipo viral 16 (5/13),
seguido de VPH 6 y 58, los genotipos restantes correspondieron a VPH 33, 73, 97 y 45 para un total
de siete genotipos diferenciados.

La frecuencia de distribucién de tipos reportada por Nicola (2014), se relaciona con los
informes publicados para la poblacién general de Colombia, donde la distribuciéon de tipos
especificos sefiala que VPH 16 es el genotipo mas frecuente, siendo esto similar a los datos
reportados en todo el mundo, a VPH 16 se le suman los genotipos 31, 58, 18, 45 y 33 de acuerdo a
la frecuencia exhibida; sin embargo, esta frecuencia puede cambiar dependido de la region, el tipo
de estudios y el método de deteccion (Castellsagué et al., 1997; Muiioz et al., 2004; Muiioz et al.,
2013).

La frecuencia de los tipos VPH 73 y 97 no habia sido reportada antes para Colombia. Dada
la procedencia de los aislamientos asociados positivamente con el cancer (NIC) a nivel mundial
han sido clasificados dentro de los tipos de AR; sin embargo, como los datos proceden de un
pequefio nimero de casos, carecen de evidencia concluyente, por ende, ponen de antemano la
necesidad de aumentar las investigaciones y establecer sistemas de vigilancia que permitan
conocer la prevalencia de estas infecciones emergentes a lo largo del tiempo en una poblacion.

La identificacién de nuevos genotipos (genotipos emergentes) y el remplazamiento de los
tipos oncogénicos mas frecuentes (VPH 16, VPH 18) por genotipos de menor frecuencia (VPH 45,
VPH 58, VPH 73, VPH 97) es un evento bastante comuin en muchas partes del mundo, que podria
estar relacionado con los esquemas de vacunacién actuales, por ejemplo, en Latinoamérica las
vacunas estan disefiadas para prevenir los dos tipos oncogénicos mas frecuentes, VPH 16 y VPH 18
(Murillo et al., 2008), estas vacunas podrian modular positivamente la prevalencia de infecciones
de diferentes genotipos a través de la sustitucién del genotipo viral vacunal, lo que podria conducir
a un aumento en la prevalencia de VPH-AR no vacunales, dado que los VPH son virus de DNA
altamente estables, las presiones selectivas de la vacunacion pueden desocupar nichos ecoldgicos
ocupados actualmente por los VPH 16 y 18, este fenomeno es conocido como el reemplazamiento
cepa patégena inducida por vacuna y fue descrita previamente en un programa de vacunacion
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contra Streptococcus pneumoniae, dirigido contra siete serotipos, que resulté en el aumento de
otros serotipos (Peralta et al., 2014).

HPV16UDN339F
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Figura 12. Arbol filogenético construido para siete tipos de VPH usando un fragmento de 120 nt
del gen L1 (ORFs), el arbol fue construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el algoritmo de
ML utilizando el modelo de sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas son representados
los valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (por encima de 50 %), la barra de
escala indica sustituciones de nucleotidos por sitio, y los codigos de las secuencias estan indicados
a la derecha de los arboles, el simbolo ¢ representa la posicion del outgroup. Fuente: esta
investigacion.

En conclusion, dado que el gen L1 de los VPH analizados se encuentra altamente
conservado, el analisis de grupos de secuencias de diferente tamafio de fragmento para este gen no
mostr6 diferencias significativas para definir los genotipos virales y establecer criterios
taxonomicos confiables, sin embargo, para precisar en las relaciones histérico-evolutivas y para
construir filogenias mucho mas informativas, se deben utilizar fragmentos con el mayor niimero de
sitios conservados o de una longitud similar, debido a que el andlisis de agrupamiento generado
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para todo los tamafios de fragmento combinados, generé clados no resueltos para los fragmento
inferiores a 808 nt (datos no mostrados).
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5.4 Analisis de variantes de tipos virales haciendo uso de los oncogenes E6 y E7

El analisis de la variabilidad genética ha demostrado ser esencial para una mejor comprension de la
historia natural y la evolucion del VPH (Castellsagué, 2008); las variantes moleculares de VPH-
AR y BR han sido estudiadas de amplia forma en Asia y Europa, pero muy poco en Latinoamérica,
por lo que la revision que se presenta a continuacion involucra el andlisis de variantes moleculares
para los genotipos de AR y BR mas frecuentes en esta region, con el fin de proporcionar
informacion acerca del significado bioldgico de la variabilidad intratipo de los genes E6 y E7, que
en ultima instancia podria ser utilizada en futuros estudios para el desarrollo de ensayos
epidemioldgicos de vacunacion, funcionales y moleculares en el manejo y control de estas
infecciones.

Teniendo en cuenta la extensa informacién relacionada por cada tipo y sus variantes moleculares, a
continuacion se resumen las principales mutaciones puntuales identificadas para los genes E6 y E7
y su relevancia para este estudio (Tabla 10), dado que constituyen los principales resultados de esta
investigacion, de gran interés para definir las alteraciones que pueden interferir con las propiedades
funcionales o antigénicas en estas oncoproteinas, cualquier cambio a nivel de secuencia de
nucle6tidos en estas proteinas puede alterar su expresién y potencial oncogénico de VPH,
aumentando la probabilidad de aparicion, desarrollo y mantenimiento de malignidad en las células
epiteliales del cuello uterino (Liu et al., 2006; Liu & Baleja, 2008).

De forma general para ambos genes, se identificaron 25 nuevas mutaciones puntuales a lo largo de
region latinoamericana (Tabla 10), el 56 % de las mutaciones puntuales (14/25) constituyeron
sustituciones aminoacidicas sobre la cadena polipeptidica, mientras que el 44 % (11/25) restante
conservl el aminoacido original. Si bien el nimero de nuevas mutaciones puntuales, en su
mayoria, ocurren no mas de una, son de gran interés para definir las alteraciones que pueden
interferir con las propiedades funcionales o antigénicas especificas de las proteinas, que con el
tiempo, pueden establecerse en una poblacion si hay algin mecanismo que selecciona
positivamente para la variacion o, si son funcionalmente neutrales, por la expansién selectiva de la
poblacion hospedera infectada con la variante que presenta dicha mutacién (deriva genética) (Villa
et al., 2000; Bernard et al., 2006).

Las mutaciones puntuales de la Tabla 10, descritas previamente por autores, fueron seleccionadas
para el resumen debido a la funcion ejercida sobre el episoma viral; las mutaciones en E6 de AR
sobre los codones que configuran los polipéptidos CXXC, son importantes porque de su
estabilidad depende la modulacion (positiva o negativa) de la activacién transcripcional, la
transformacion, la inmortalizacién y la asociacion con las proteinas celulares hospedadoras (p53,
p73); las mutaciones sobre el dominio PDZ (~ aa 149-152) pueden favorecer la activacion de la
telomerasa y la sintesis desmedida de secuencias repetidas de telomeros, actividad caracteristica de
la mayoria de las lineas celulares y tumores, debido a la degradacion de las proteinas de
sefializacion celular y supresoras tumorales: hDIgl, hDlg4, hScrib, MUPP1, PTPN3, SAP97,
MAGI 1, 2y 3, (Boulet et al., 2007; Vande Pol & Klingelhutz, 2013).



Tabla 10. Mutaciones mas importantes identificadas para las variantes de VPH analizados.
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Tipo

VPH Gen Mutacion Importancia Referencias
Descrita por primera vez para Latinoameérica. . ..
VPH 6 E6 A397G Mutacién no sinénima (D99G). Esta investigacion.
Descrita por primera vez para Latinoameérica. . .
VPH 11 | E6 A538G Mutacién no sinénima (E146G). Esta investigacion.
Descrita por primera vez para Brasil. Esta investigacion.
E6 C287G
Biomarcador de transmision viral. Chang et al., 2005
VPH 18 — s
Mutacion no sinonima (N92/S/K).
E7 A864G Puede modular positivamente la interaccion con proteinas Todorovic et al., 2012
supresoras de tumores.
A124C, 259T/A, A284C, Descritas por primera vez para Brasil Esta investigacion.
T482C, G487A y A497G porp p '
A124C Mutacion no sinénima (K8T). Esta investigacion.
56 G259T/A Mutacion no sinénima (C53F/Y). Esta investigacion.
G487A Mutacion no sinénima (S129N). Esta investigacion.
Mutacién no sinénima (L106R) sobre el tercer motivo Crook et al., 1991;
VPH 45 T418G conservado CXXC, puede implicar perdida de la Foster et al., 1994,
integridad y no degradacion de p53. Howie et al., 2009
G600A, A603C, A718C, Descritas bor primera vez para Brasil Esta investigacion.
G808T y G822T porp P '
GE00A Mutac1.0n no sinénima (RSQ/K) sobre la region RC1, Brokaw et al., 1994
E7 implicada en la estabilidad del dominio.
AG03C Mutacion no sinénima (EE‘TA). §obre laregion RC1, que Brokaw et al., 1994
puede inhibir la asociacidn estable con pRb.
G808T Mutacién no sinénima (E74D).
G822T Mutacion no sinoénima (S791).
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Tipo
VPH

Gen

Mutacion

Importancia

Referencias

VPH 16

E6

T350G

Mutacién no sinénima (L83V) observada en todo el
mundo, asociada a la persistencia del virus y mayor
riesgo de neoplasia cervical.

Villa et al., 2000

G176A, T310G, C335T

Mutaciones no sindnimas (D25E, F69L, y H78Y
respectivamente) que modulan el potencial oncogénico
transformador de VPH en lesiones escamosas
glandulares.

Villa et al., 2000

T290A

Mutacién no sinénima (C63S), modifica el segundo
motivo conservado CXXC manteniendo el potencial
interactivo con p53.

Park & Androphy, 2002

E7

A645G, A647C/G

Mutaciones no sin6nimas (L28S, N29P/S
respectivamente), mantienen asociacion estable con pRb,
sin embargo, limitan su posterior degradacion.

Giarre et al., 2001

G649T

Mutacion no sinénima (D30F), sobre el dominio CR2
dentro del sitio de fosforilacién de pRb.

VPH 31

E6

C285T, A475G

Mutaciones no sinénimas (H60Y, K123R
respectivamente) relacionadas con variaciones en sitios
de unién o degradacion de p53, afecta directamente la
persistencia de la enfermedad.

Foster et al., 1994

C520T, G523A

Mutaciones no sinénimas (A138V, C139Y
respectivamente), modifican el cuarto motivo conservado
CXXC, expresion de E6 defectuosas para la union y
degradacion de p53.

Foster et al., 1994

C537G

Mutacién no sinénima (R144g), puede abolir la
degradacion de MAGI 1 y SAP97 (proteinas supresoras
tumorales).

Zhang et al., 2007

E7

C626T, G695A

Mutaciones no sinénimas (H23Y, E46K respectivamente)
modifican el sitio de union de pRb al dominio CR2,
afectando la funcién inmortalizadora de E7.

Barbosa et al., 1990

A743G

Mutacion no sinénima (K62E/N) que altera la
adaptabilidad y la patogenicidad del genotipo.

Liuetal., 2014
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Tipo . . .
VPH Gen Mutacion Importancia Referencias
Descritas por primera vez para Latinoamérica. Esta investigacion.
A449T = -
Mutacion no sinénima (E114V).
VPH33 | E6 — - e
Mutacion no sinénima (A138V), modifica el cuarto
C521T . Foster et al., 1994
motivo conservado CXXC.
Mutacién no sinénima (R1451), puede abolir la
E6 Go43T degradacion de MAGI 1 y SAP97. Zhang et al., 2007
VPH 35 — - e -
E7 T628C Mutacién no sinénima (Y23H), modifica el motivo Liu et al.. 2006
funcional LXCXE, sitio de alta afinidad a pRb. "
Mutaciones no sinénimas (E14D, L.83V respectivamente) .
E6 A143C, C348G correlacionada estadisticamente con la persistencia de Aho et al., 2003; Liu et
al., 2014
NIC IT y III.
A681G Descrita por primera vez para Latinoameérica. Esta investigacion.
VPH 52 — - e "
C672T Mutacién no sinénima (T371) que modifica el sitio de
E7 fosforilacién de pRb.
Mutacién no sinénima (H61Y) que modifica el segundo
C733T motivo conservado CXXC. Park & Androphy, 2002
E6 A136G, TAlg g((): (’:G193A y Descritas por primera vez para Latinoamérica. Esta investigacion.
Mutaciones no sinénimas (T201, G63H/D/S
C632T, G760C/A respectivamente), correlacionada estadisticamente con la Chan et al., 2002
persistencia de NIC II y III.
VPH 58 A587G, A603T A614G y . . . L Esta investigacion.
Descritas por primera vez para Latinoamérica.
E7 T778C
Mutaciones no sinonimas (N5S, D15G respectivamente),
ASB7G, AG14G modifican el dominio CR1 en el sitio de union de pRB.
GE94A Mutacioén no sinonima (941R) dentro del sitio de
fosforilacién de pRb.

Fuente: esta investigacion.
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Mutaciones en E7 de AR sobre los dominios homologos: CR1, CR2 y CR3, pueden modular
(positiva o negativamente) la interaccion con una amplia gama de proteinas celulares hospedadoras
relacionadas con el crecimiento y la transformacioén celular (pRb, p107 y p130), la apoptosis, la
transcripcion de genes y la sintesis del DNA viral, en especial mutaciones en CR2 que alojan una
region (LXCXE) requerida para asociacion con el supresor tumoral pRb (Boulet et al., 2007;
Todorovic et al., 2012). En contraste, las funciones fisioldgicas de las proteinas E6 y E7 de BR
siguen sin estar claros, debido a los escasos estudios relacionados (Liu & Baleja, 2008).

En el contexto completo del ciclo infeccioso viral, la funcién de la mayoria de las mutaciones en los
oncogenes E6 y E7 sigue siendo desconocida, debido a que muchas de las mutaciones que se
indujeron para asignar funciones en estos genes, lo mas probables es que interrumpieran la
estructura general de las oncoproteinas, mas que los sitios de interacciones especificos proteina-
proteina, lo que facilmente pudiera modificar sus efectos sobre la transformacién e inmortalizacién
celular; sin embargo, éstos resultados evidencian la dinamica evolutiva del VPH y sugieren un
estudio mas intenso para identificar los procesos moleculares que involucran al hospedador, con el
fin de entender la oncogénesis inducida por los VPH, lo que podria proporcionar una base para el
desarrollo de novedosos compuestos antivirales y anticancerosos para los tipos presentes en
Latinoamérica.

El resumen de la variabilidad genética exhibida por los genes E6 y E7 de cada tipo de VPH
de AR y BR mads frecuentes en Latinoamérica se presentan en la Tabla 11.

5.4.1 Variantes moleculares de tipos virales de bajo riesgo

Todas las secuencias de VPH 6 y VPH 11, provinieron de Brasil; las variantes detectadas de
VPH 6, se agruparon en tres sublinajes de acuerdo al subtipo de mayor similaridad: A, B1 y B3
(Figura 13), cuyo patrén de agrupamiento y frecuencia de variantes por linaje, ha sido reportado de
forma similar por Kocjan et al. (2009) y Kocjan et al. (2011). La distancia entre grupos de linajes
fue de aproximadamente 0,87 %; a su vez, la variante del grupo A comparti6 con la secuencia de
referencia de VPH 6A (No. Acceso X00203) 98 % de similaridad, las variantes de B3 fueron 99,6
% similares y las variantes de B1 fueron 99,7 % similares entre si. Las mutaciones puntuales
A221T y G473A permitieron diferenciar la variante del grupo A, la mutaciéon C479T tnicamente
se present6 en B3 y las sustituciones que permitieron la agrupacion de variantes en B1 fueron
C251G, A365T, C392C y la mutacién multiple A323C/T (Anexo C), reportada previamente en
Africa y Europa por Kocjan et al. (2009) y Kocjan et al. (2011).



Tabla 11. Variabilidad

enética de los genes E6 y E7 de los VPH-AR y BR analizados.
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Niimero de Ntmero de Niimero de mutaciones Nuimero de Grupos
. . . puntuales™ mutaciones . po
Tipo VPH Gen secuencias variantes NO filogenéticos
analizadas(ORFs)' identificadas" Trn* Trv** . . .. | establecidos’
sinénimas
A (1/18)
18/18 4/9 5/9 2/9 g
VPH 6 E6? 18 o o o o B1 (12/18),
(100%) (44,4%) (55,6%) (22,2%) B3 (5/18)"
4/7 3/3 1/3 Al (4/7)
b _ )
VPH 11 E6 7 (57,1%) (100%) (33,3%) A2 (3/7)
E6¢ 75 25/25 12/15 3/15 4/15 ,?21 ((152//2255)5
(100%) (80%) (20%) (26,7%) e
VPH 18 B (8/25)
E7d 71 14/21 10/11 1/11 4/11 ﬁé Egg%
[0) 0, 0, 0, )
(66,7%) (90,9%) (9,1%) (36,4%) B (7/21y
34/36 7/16 9/16 8/16
E6* 36 o o o o A1 (2/36),
(94,4%) (43,75%) (56,25%) (50%) A2 (2/36),
VPH 45 A3 (5/36),
g7t 36 34/36 2/9 7/9 6/9 pgl ((11 ;/s g))’
(94,4%) (22,2%) (77,8%) (66,7%)
E (44/140),
120/140 24/44 20/44 28/44 AA (32/140)
8 b
VPH 16 E6 140 (85,7%) (54,5%) (45,5%) (63,6%) NA1 (10/140),
Af-2 (6/140),
As (1/140),
Tipo VPH Gen Numero de Numero de Numero de mutaciones Numero de Grupos
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. . puntuales™ mutaciones . .
secuencias variantes NO filogenéticos
analizadas(ORFs)' identificadas" Trn* Trv** . . .. | establecidos’
sinénimas
A (21/43),
24/43 8/13 5/13 3/13
VPH16 | E7* 43 - > > > B (21/43),
(55,9%) (61,5%) (38,5%) (23,1%) G (Ua3y
B 2 17/22 15/20 5/20 10/20 g ggg’
(77,3%) (75%) (25%) (50%) ’
VPH 31 C (8/22)1
E7i 19 19/19 15/16 1/16 9/16 g gﬁg%’
[0) 0, 0, 0, b4
(100%) (93,75%) (6,25%) (56,25%) C (o197
E6X 20 10/20 4/12 8/12 9/12
(0) (0) (o) o,
(50%) (33,3%) (66,7%) (75%) A (12120),
VPH 33 Bk 20 13/20 3/6 3/6 3/6 ]é Eggggg
65%) 50%) (50% (50%
(
1 8/8 7/10 3/10 4/10
E6 8 (100%) (70%) (30%) (40%) A (458),
VPH 35 B (2/8),
oo o 2/8 22 ] 12 C (28)
(25%) (100%) (50%)
A1 (6/18),
EG™ 18 14/18 9/17 8/17 5/17 1?32((22//118%)’
(0) (0) o, (o) >
(77,8%) (53%) (47%) (27,8%) C (5718,
VPH 52 D (3/18)"
A (7/17),
g7 17 10/17 9/13 4/13 7/13 B (2/17),
(58,8%) (69,2%) (30,8%) (53,8%) C (5/17),
D (3/17)*
Tioo VPH | Gen Numero de Numero de Numero de mutaciones Nuimero de Grupos
P secuencias variantes puntuales™ mutaciones | filogenéticos
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analizadas(ORFs)' identificadas" Trn* Trv** . ,N.O v | establecidos”
sinonimas

Al (5/14),
i 14/14 o 2/10 3/10 A2 (2/14),
E6 14 (100%) 8/10 (80%) (20%) (20%) A3 (3/14),
B (4/14)*
VPH 58 Al (2/16),
E7 16 16/16 12/16 4/16 10/16 2; Eiﬁg;’
o) 0, 0, 0, b4
(100%) (75%) (25%) (62,5%) BL(3/16)
B2 (4/16)

Los superindices a (Anexo C), b (Anexo D), c (Anexo E), d (Anexo F), e (Anexo G), f (Anexo H), g (Anexo I), h (Anexo J), i (Anexo K),
j (Anexo L), k (Anexo M), 1 (Anexo N), m (Anexo N), n (Anexo O), fi (Anexo P) y o (Anexo Q), simbolizan la variabilidad genética
identificada para cada uno de los genes y tipo de VPH analizados, la cual se encuentra representada en cada uno de los anexos sefialados.
I Numero de secuencias descargadas del GenBank.

II Las variantes fueron identificadas al comparar residuo a residuo, cada una de las secuencias del gen E6 o E7, con la secuencia E6 o
E7 del genoma de referencia de cada VPH analizado.

I1II Las mutaciones puntuales fueron identificadas a partir del alineamiento multiple de secuencias. *Trn: mutacién puntual de tipo
transicion, **Trv: mutacion puntual de tipo transversion.

IV Las mutaciones No sinénimas se identificaron a partir de la traduccion in silico de los alineamientos multiples.

V Los grupos filogenéticos fueron establecidos a partir de la variabilidad nucleotidica exhibida por cada grupo y la topologia de los
arboles filogenéticos representados en las figuras que indican los superindices: p (Anexo R), q (Anexo S), r (Anexo T), s (Anexo V), t
(Anexo W), v (Anexo X), w (Anexo Y), x (Anexo Z), y (Anexo AA).

Fuente: esta investigacion.



65

HPVEBRA_E6_C15

HPV6BRA_E6_C16
HPV6BRA_E6_C14
HPVGBRA_E6_C13
HPV6BRA_E6_C12
HPV6_E6_B1Ref @
HPV6BRA_E6_C9 B1
451 HPVGBRA_E6_C11
HPV6BRA_E6_C6
HPV6BRA_E6_CS
HPV6BRA_E6_C4
HPV6BRA_E6_C3
HPV6BRA_E6_C2 - -
HPVBBRA_E6_C1
HPV6_E6_B3Ref | 4P
HPVBBRA_E6_C3 B3
52| HPV6BRA_E6_C10
HPVBBRA_E6_C17
HPVBBRA_E6_C18 =
I HPVG_E6_ARef .\[ A

33 |HPVBBRA_E6_CT7

e
0.00

Figura 13. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 6,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de Maxima Verosimilitud-ML,
utilizando el modelo de sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p; en las ramas se representan los
valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (> 50 %). El simbolo ¢ designa la
secuencia del VPH 6A (No. Acceso X00203). El simbolo e indica secuencias de los sublinajes
procedentes de lesiones malignas: VPH 6B1 (No. Acceso AF092932) y VPH 6B3 (No. Acceso
L.41216), utilizados en el agrupamiento debido a que exhiben la variabilidad genética necesaria
para establecer la clasificacion de variantes genomicas del VPH 6. Fuente: esta investigacion.

A partir de las variaciones en las secuencias de VPH 11 (Anexo D), el analisis de
agrupamiento indic6 dos grupos filogenéticos designados como A1y A2 (Figura 14), similar a la
nomenclatura propuesta por Danielewski et al. (2011) y Burk et al. (2011) comparando genomas
completos del genotipo 11 procedentes de diferentes partes del mundo. La distancia genética entre
grupos fue de aproximadamente 0,5 %; las variantes del grupo Al compartieron 99,9 % de
similaridad, las variantes del grupo A2 fueron 100 % similares; partiendo del analisis de
similaridad, asi como del limitado nimero de posiciones nucleotidicas que mutaron a lo largo de
las secuencias E6, concluimos que para este genotipo dichas secuencias se encuentran altamente
conservadas, similar a lo establecido por Burk et al., para genomas completos descritos hasta 2011.
El 25 % de las secuencias agrupadas en Al constituyeron una variante, diferenciadas por la
mutacion puntual A538G, mientras que las sustituciones nucleotidicas T137C y C380T
permitieron la agrupacion de variantes en A2 (Anexo D).
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Figura 14. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 11,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p; en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A1y A2 sefialan los grupos de variantes identificadas.
El simbolo ¢ designa la secuencia de referencia del VPH 11 (No. Acceso M14119.1). Fuente: esta
investigacion.

5.4.2 Variantes moleculares de tipos virales de alto riesgo

VPH 18 y VPH 45 comparten la misma rama filogenética en el arbol de PVs, conformando
el segundo grupo de tipos mas importantes en cuanto a carcinogenicidad (de Villers et al., 2013).
Las secuencias E6 de VPH 18 provinieron de Brasil (4) y Costa Rica (21), las secuencias de E7
unicamente de Costa Rica (21); a partir del anlisis de agrupamiento realizado para las variantes de
cada gen, se establecieron tres grupos filogenéticos: A1, A2 y B (Figura 15y 16), distantes entre si
1,5y 1,15 % respectivamente, similar al agrupamiento obtenido por Chan et al. (2009) y Chan et al.
(2013); las variantes agrupadas en Al compartieron 99,8 % de similaridad, las variantes de A2
fueron 100 % para E6 y 99,6 % similares para E7, por su parte, las secuencias del grupo B,
constituyeron el grupo mas heterogéneo de variantes, siendo 0,5 % diferentes entre si.

La distribucién y frecuencia de grupos de variantes del gen E6 determinado para Brasil y
Costa Rica se representan en la Figura 17 con las principales mutaciones puntuales caracteristicas
de cada grupo; diferencialmente las variantes del grupo A1, sin distribucion en Brasil, presentaron
una mutacién Unica en la posicion nt.287, para A2 la mutacién A232G esta presente tinicamente en
Costa Rica, con una frecuentica inferior al 10 % del total de variantes, mientras que las mutaciones
T317C y C342T en promedio, no superaron el 55 % de total de variantes del grupo B en Costa Rica
(Anexo E).

La distribucion y frecuencia de grupos de variantes del gen E7 determinado tinicamente
para Costa Rica se representan en la Figura 17 con las principales mutaciones puntuales
caracteristicas de cada grupo; las secuencias agrupadas en Al fueron 100 % similares a la
secuencia de referencia (No. Acceso X05015), las variantes de A2 presentaron la mutacién C751T,
que permitio6 su diferenciacion con respecto al resto de grupos, dicha agrupacion presenté un 100 %
de similaridad entre sus variantes, en las secuencias del grupo B, 99,5 % similares entre si, se pudo
observar que la mutacién C593T estuvo presente en el 100 % de las variantes, mientras que C640T
y A864G aproximadamente para el 85,7 y 66,7 % del grupo (Anexo F).
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Figura 15. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 18,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %); A1, A2 y B sefialan los grupos de variantes. Fuente:
esta investigacion.

HPV18CR(ET)C20
HPV1SCR(ET)C21
3 | HPV1BCRETIC15
HPV18CRET)CE
HPV1SCR(ET)C2

&

HPV18CR(ETC1
HPV18ETRef -
HPV18CR(ET)C3
HPV18CR(ET)C5
HPV18CR(ET)C11
HPV18CR(ET)C12 — Al
HPV18CR(ET)C13
HPV18CR(ET)C14
HPV18CR(ET)C19

HPV18CR(ETIC4
HPV18CR(E7)C18

51 HPV1BCR(ET)C10

5 HPV18CR(ET)C17

N HPV18CR(ET)CT B
HPV1BCR(ET)C8

HPV18CR(E7)CY

HPV18CR(ETIC16

4
]

0001

Figura 16. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E7 de VPH 18,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %); A1, A2 y B sefialan los grupos de variantes.
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Figura 17. Mapa de distribucion geografica y frecuencias (%) de grupos de variantes de E6 (Brasil
y Costa Rica) y E7 (Costa Rica) de VPH 18, construido con el programa ArcGis 10.2; donde A1,
A2 y B representan los grupos de variantes y en rojo se distinguen las mutaciones puntuales cuya
frecuencia no fue igual al 100 %. Fuente: esta investigacion.

Para VPH 45 se analizaron 36 ORFs de genes E6 y E7 respectivamente, procedentes de Costa Rica
(16), Brasil (10), Paraguay (5), Pert (3) y Panama (2); teniendo en cuenta que los ORFs de E6y E7
procedian del mismo aislamiento, el analisis de agrupamiento se realiz6 concatenando los
oncogenes, la topologia del arbol filogenético (Figura 18) y las variaciones nucleotidicas (Anexo G
y H) ayudaron a delimitar el nimero de grupos y subgrupos; sin embargo, se evidencié una gran
variabilidad intratipo, por lo cual pocas mutaciones constituyeron patrones para delimitar clusters.
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El cluster A fue dividido en cuatro subgrupos debido a la alta variabilidad nucleotidica
observada, aun asi, dos variantes no pudieron ser subagrupadas debido a la ambigiiedad en el
patron mutacional (Figura 18), A1 agrupd las secuencias que fueron 100 % similares a la de
referencia (No. Acceso X74879), las variantes de A2 presentaron un 99,9 % de similaridad entre si,
A3y sus secuencias fueron 99,7 % similares y A4 constituy6 la subagrupacion de variantes mas
heterogéneos, reduciendo la similaridad al 99,6 %; por su parte, las variantes del grupo B fueron
99,5 % similares entre si.
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Figura 18. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de VPH 45 con base
en las secuencias de los genes E6 y E7, construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio
de ML, utilizando el modelo de sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas se representan
los valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (> 50 %), las flechas rojas
indican que la secuencia no pudo ser asignada a ningtn cluster, A1, A2, A3, A4 y B sefialan los
grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.

La distribucion y frecuencia de los grupos de variantes para E6 y E7 se representan en la
Figura 19, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; las
secuencias agrupadas en A1 no presentaron mutaciones puntuales, en A2 la frecuencia conjunta de
las mutaciones T482C, A603C, A718C, G808T y G822T representd el patrén diferencial para este
agrupamiento, las presencia conjunta de las mutaciones puntuales A284C, T482C, A497G y
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A603C, diferenciaron las variantes agrupadas en A3, mientras que para A4 la mayoria de
mutaciones puntuales difirieron en frecuencia a excepcién de T162A, T163C y T482C, observadas
en todas las variantes del grupo, algo similar para el grupo B de secuencias, donde unicamente
A124C y T482C estuvieron presentes para todas las variantes (Anexo G y H).
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Figura 19. Distribucion geografica y frecuencia (%) de variantes E6 y E7 de VPH 45 en
Latinoamérica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde A1, A2, A3, A4y B representan los
grupos de variantes, ND representa las secuencias que no pudieron ser agrupadas. Fuente: esta
investigacion. Fuente: esta investigacion.
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El tipo 16 es el VPH-AR mas estudiado a nivel molecular, su importancia radica en la
frecuencia con la que se ha encontrado en CCU a nivel mundial (Mufoz et al., 2003); para el gen
E6 se analizaron 140 ORFs procedentes de nueve paises: México (51), Costa Rica (37), Argentina
(29), Brasil (10), Pert (5), Paraguay (3), Cuba (2), Colombia (2) y Chile (1), a partir del andlisis de
agrupamiento se identificaron cinco de las seis ramas filogenéticas mundialmente distribuidas
asociadas con diferentes regiones geograficas y grupos étnicos (Yamada et al., 1997; Wu et al.,
2006) y se clasificaron bajo el sistema de nomenclatura para variantes moleculares de E6 del VPH
16 propuesto por Huertas-Salgado et al. (2011).

El 31,4 % (44/140) de las variantes pertenecieron a las rama E, el 22,85 % (32/140) a la
rama AA, la rama AN 1 y Af-1 agruparon el 7,1 % (10/140) y 4,3 % (6/140) de las variantes,
respectivamente, mientras que la rama menos representativa dentro del analisis fue la As con
apenas una variante; por otra parte, el 33,5 % (47/140) restante estuvo representado por variantes
que no pudieron ser clasificadas bajo el sistema de Huertas-Salgado et al. (2011) debido al patrén
mutacional de sus secuencias (Figura 20).

La distribucién y frecuencia de las ramas filogenéticas para variantes de E6 se representan
en la Figura 21, las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacién se resumen
a continuacién: las variantes de la rama E se asocian con la presencia o ausencia de un cambio de T
aGoTaA enelnt 350, todas las variantes de la de la rama As pueden ser identificadas de acuerdo
a mutaciones tnicas en la posicion T178, las variantes de la rama AA presentan las mutaciones
comunes G145T, T286A, A289G, T350G y A532G (este tltimo cambio permite diferenciarla de la
rama NA 1) y puede presentar mutaciones adicionales menos frecuentes como C335T y T183G, las
variantes de la rama NA 1 tienen en comun las mutaciones G145T, T286A, A289G y pueden
presentar mutaciones adicionales como C335T, T350G y T183G vy, las mutaciones C143G,
G145T, T286A, A289G y C335T describen las variantes de Af-2 (Anexo I).
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Figura 20. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 16,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %); A y B son utilizados para diferenciar dos grandes
clusters, el cluster A agrupa las ramas E, As y las variantes sin rama definida y B es el segundo
agrupa a las ramas NA-1, Af-2 y AA, el color de las flechas es segin la rama filogenética y se
relaciona con el anexo I: Rama Europea-E (amarillo), rama Asia-As (verde), rama Asiatico-
americana-AA (azul celeste), rama América del norte 1-NA1 (purpura) y rama africana 2- Af-2
(marron). Fuente: esta investigacion.
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Figura 21. Distribucién geogréfica y frecuencia (%) de ramas filogenéticas de E6 VPH 16 en
Latinoamérica, construido con el programa ArcGis 10.2. Rama Europea-E, rama Asia-As, rama
Asidtico-americana-AA, rama América del norte 1-NA1 y rama africana 2- Af-2. Fuente: esta
investigacion.
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Las secuencias E7 provinieron de Costa Rica (37), México (5) y Brasil (1), las variantes
detectadas par este gen, a partir del analisis filogenético fueron agrupadas en tres clusters: A, B'y
C; el grupo A incluyé variantes que podrian tener un origen europeo, dado que la secuencia de
referencia (No. Acceso J04353) que origina la rama europea para E6 se ubicé en este grupo, B
incluy6 variantes de la rama AA, dadas las mutaciones T732C, T789C y T795G, las cuales
diferencian esta agrupacion y concuerda con lo reportado por De Boer et al. (2004) y Tornesello et
al. (2004), por otra parte, para C se agrup6 una Unica variante 58 % distante del resto de grupos.

En comparacion con las secuencias de E6, las secuencias de E7 presentaron menor
variabilidad con relacién al nimero de mutaciones puntuales presentes en ellas. Esto evidencia que
las secuencias de E6 de VPH 16 son mucho mas variables y que las de E7, que tienden a ser mas
conservadas, segtn lo dicho por Huertas-Salgado et al. (2011).
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Figura 22. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E7 de VPH 16,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, En las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A, B y C representan los grupos de variantes. Fuente:

esta investigacion.
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Figura 23. Distribucién geografica y frecuencia (%) de variantes de E7 VPH 16 en Latinoamérica.
Fuente: esta investigacion, construido con el programa ArcGis 10.2, A, B y C representan los
grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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Para VPH 31 fueron analizados 22 ORFs de E6 provenientes de Costa Rica (16) y Brasil (6)
y 19 ORFs de E7 de Costa Rica (16) y Brasil (3); para establecer la relacion entre grupos de
variantes, para cada gen generamos un arbol filogenético mediante el cual se evidenciaron las
mismas tres agrupaciones: A, B y C (Figura 24 y 25), similar a la topologia propuesta por Chen et
al. (2011). Para ambos genes, las secuencias agrupadas en A, se encontraron mas relacionadas con
la secuencia de referencia (No. Acceso J04353), similares entre si 99,2 % para E6y 99,3 % para E7,
el porcentaje de similaridad de las variantes agrupadas en B para E6 fue del 98,4 %, mientras que
para E7 fue del 98,6 % y para las secuencias agrupadas en C, los porcentajes de similaridad
indicaron que las variantes de este grupo fueron las mas heterogéneas, con 98,25 % (E6) y 98,3 %
(E7).

La distribucién y frecuencia de los grupos de variantes para E6 se representan en la Figura
26, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; las variantes en A
presentaron mutaciones puntuales dispersas, que no constituyeron un patrén diferencial para el
agrupamiento, mientras que las variantes de los grupos B y C compartieron mutaciones en las
posiciones nt 320 y 520, B se diferencia de C en las transiciones A297G y G475A, entretanto, las
mutaciones A261T y G404A, A428G observadas en las variantes agrupadas en C se presentaron
con una frecuencia inferior al 87,5 % (Anexo K).

La distribucién y frecuencia de los grupos de variantes para E7 se representan en la Figura
27, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; las variantes en A
presentaron mutaciones puntuales dispersas, que no constituyeron un patrén diferencial para el
agrupamiento, a excepcién de la sustitucion A473G, presente en todas las variantes del arbol, las
variantes de los grupos B y C compartieron mutaciones en las posiciones nt 670, 695 y 743, sin
embargo, C se diferencia de B en la transicién G580A; la proporcion de grupo de variantes entre
paises indico que el grupo B unicamente estuvo presente en Costa Rica (Anexo L).
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Figura 24. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 31,

construido con el programa MEGA v. 6.0.5,

bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de

sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000

réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A,
esta investigacion.

7, HPV31CR_E7_C5

B y C representan los grupos de variantes. Fuente:

HPV31CR_E7_C3
HPV31CR_E7_C2
5 |HPV31CR_E7_Cl

HPV3ICR_E7 C6

HPV31BRA_E7_C2
HPV31_E7_Ref
HPV31BRA_E7_

HPV3ICR_E7_C7

HPV3ICR _E7_C4

C1

HPV31CR_E7_C10

2| HPV3ICR_E7_C
HPV3ICR_E7_C

7| HPV31CR_E7_Cll

HPV31BRA_E7_C3
3
9
—  HPV3ICR E7.CI2

HPV3ICR_E7_C15

B

0.00m

64
HPV3I1CR_E7_C13

HPV31CR_E7_C16

HPV3ICR_E7_Cl4

Figura 25. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E7 de VPH 31,

construido con el programa MEGA v. 6.0.5,

bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de

sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000

réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A,
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B y C representan los grupos de variantes. Fuente:
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Figura 26. Distribucién geografica y frecuencia (%) de variantes E6 de VPH 31 procedentes de
Brasil y Costa Rica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, A, B y C representan los
grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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Figura 27. Distribucion geografica y frecuencia (%) de variantes de E7 VPH 31 identificadas para
Brasil y Costa Rica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, A, B y C representan los
grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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Para VPH 33 fueron analizados 20 ORFs de E6 y E7 procedentes de los mismo aislamientos
y por ende con la misma distribucién de paises: Costa Rica (8), Brasil (5), Paraguay (5),Chile (1) y
Pert (1); para establecer la relacion entre grupos de variantes, concatenaos los genes para generar
un unico arbol filogenético mediante el cual se evidenciaron tres agrupaciones: A, B y C (Figura
28), similar a la topologia propuesta por Chen et al. (2011). Las secuencias agrupadas en A, se
encontraron mas relacionadas con la secuencia de referencia (No. Acceso M12732) y fueron 100%
similares a esta, el porcentaje de similaridad de las variantes agrupadas en B fue del 99, 14 %y para
las secuencias agrupadas en C, el porcentajes de similaridad indic6 que las variantes de este grupo
fueron las més heterogéneas con un 98,1 %.
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Figura 28. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de VPH 33 con base
en las secuencias de los genes E6 y E7, construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio
de ML, utilizando el modelo de sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas se representan
los valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A, B y C representan
los grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.

La distribucion y frecuencia de los grupos de variantes para VPH 33 se representan en la
Figura 29, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacién; las
variantes en A presentaron mutaciones puntuales dispersas, que no constituyeron un patrén
diferencial para el agrupamiento, mientras que en las variantes del grupo B la mutacion A213C se
encuentra en el 100 % de las variantes, seguido de A862T presente en 83,3 % de las mismas, otras
mutaciones puntuales se presentan con una frecuencia entre el 66,7 % (A364C y A480T) y el 50 %
(A737G), las variantes del grupo C, presentaron nueve puntos de mutacién comunes en las
posiciones nt 315, 355, 387, 521, 534, 722, 833, 850 y 862 (Anexo M).
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Figura 29. Distribucién geografica y frecuencia (%) de variantes de VPH 33 identificadas para
Latinoamérica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, A, B y C representan los grupos de
variantes. Fuente: esta investigacion.
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Para VPH 35 fueron analizados 8 ORFs de E6 y E7 procedentes de los mismo aislamientos y de un
unico pais (Costa Rica); para establecer la relacion entre grupos de variantes, concatenamos los
genes para generar un tinico arbol filogenético mediante el cual se evidenciaron tres agrupaciones:
A, B y C (Figura 30), similar a la topologia propuesta por Chen et al. (2011). Las secuencias
agrupadas en A, se encontraron mas relacionadas con la secuencia de referencia (No. Acceso
X74477) y fueron 99,7 % similares entre si, las mutaciones C131A y A295T en E6 permitieron la
diferenciacién de este grupo, el porcentaje de similaridad de las variantes agrupadas en B fue del
100 % y se encontré diferenciado por la transversion G543T de E6 y las mutaciones T628C y
T675C de E7, mientras que para las secuencias agrupadas en C, el porcentajes de similaridad fue
del 99,9 % y tres mutaciones unicas en las posiciones nt 127, 136 y 341 de E6 permitieron la
diferenciacion del grupo (Anexo N).
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Figura 30. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de VPH 35 con base
en las secuencias de los genes E6 y E7, construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio
de ML, utilizando el modelo de sustitucion de nucle6tidos Kimura 2-p, en las ramas se representan
los valores de bootstrap (1000 réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A, B y C representan
los grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.

Para el gen E6 de VPH 52 fueron analizados 18 ORFs provenientes de Costa Rica (17) y
Argentina (1); para establecer la relaciéon entre grupos de variantes, generamos un arbol
filogenético mediante el cual se evidenciaron cinco agrupaciones: A1, A2, B, C y D (Figura 31),
similar a la topologia propuesta por Chen et al. (2011). Las secuencias agrupadas en Al, se
encontraron mas relacionadas con la secuencia de referencia (No. Acceso X74481), similares entre
si 99,7 %, las variantes en A2 fueron 100 % similares entre si, al igual que para las variantes
agrupadas en B, el porcentaje de similaridad de las variantes agrupadas en C fue del 99,7 %,
mientras que el porcentaje de similaridad indicé las variantes de este grupo D fueron las mas
heterogéneas con un 99,2 % entre si.

La distribucion y frecuencia de los grupos de variantes de E6 para VPH 52se representan en
la Figura 32, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; las
variantes en Al presentaron mutaciones puntuales dispersas, que no constituyeron un patron
diferencial para el agrupamiento, mientras que en A2 las mutaciones A251G y A379G definieron
el grupo, en las variantes del grupo B las mutaciones G350C y A379G diferenciaron este cluster
del resto de agrupaciones, las variantes del grupo C, presentaron conjuntamente las mutaciones
G350C y A530G , mientras que para D cuatro posiciones definieron la agrupacion: C200T, C237T,
G350C y G425T (Anexo N).
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Figura 31. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 52,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucleotidos Kimura 2-p. En las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A1, A2, B, C y D representan los grupos de variantes.
Fuente: esta investigacion.

Para el gen E7 de VPH 52 fueron analizados 17 ORFs provenientes de Costa Rica; para
establecer la relacién entre grupos de variantes, generamos un arbol filogenético mediante el cual
se evidenciaron cuatro agrupaciones: A, B, C y D (Figura 33), similar a la topologia propuesta por
Chen et al. (2011). Las secuencias agrupadas en A, se encontraron mas relacionadas con la
secuencia de referencia (No. Acceso X74481) y 100 % similares entre si, igual que las variantes
agrupadas en B, donde las mutaciones C751T y A801G diferencian el grupo, las variantes
agrupadas en C fueron 98,1 % similares entre si, constituyendo el grupo de variantes mas
heterogéneas, diferente del resto de grupos por la frecuencia conjunta de las mutaciones T573C,
C766A y A801G, mientras que las variantes agrupadas en D fueron 99,3 % similares entre si, el
83,3 % (10/12) de las mutaciones puntuales de E7 se presentaron en las variantes de este grupo, sin
embargo, las mutaciones comunes para todas las variantes fueron T573C, A706G, G707A, T727G,
G742A y A801G (Anexo O).



84

Figura 32. Distribucion geogréfica y frecuencia (%) de variantes de E6 VPH 52 identificadas para
Argentina y Costa Rica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, Al, A2, B, Cy D
representan los grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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Figura 33. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E7 de VPH 52,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A, B, C y D representan los grupos de variantes.
Fuente: esta investigacion.

Para el gen E6 de VPH 58 fueron analizados 14 ORFs provenientes de Costa Rica (11),
Argentina (3) y Honduras (1); para establecer la relacién entre grupos de variantes, generamos un
arbol filogenético mediante el cual se evidenciaron cuatro agrupaciones: A1, A2, A3y B (Figura
34). Las secuencias agrupadas en Al, se encontraron mas relacionadas con la secuencia de
referencia (No. Acceso D90400), 99,8 % similares entre si, las variantes en A2 fueron 100 %
similares entre si, al igual que las variantes del grupo A3, el porcentaje de similaridad de las
variantes agrupadas en B fue del 99,7 %.

La distribucion y frecuencia de los grupos de variantes de E6 para VPH 58 se representan en
la Figura 35, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; la
mutacion C307T esta presente en todos los grupos de variantes, sin embargo, para la
subagrupacién A1l esta variacion constituye un patrén de diferenciacién, debido a su altisima
frecuencia en comparacién con otras mutaciones dispersas en diferentes posiciones, en A2 se
presentaron conjuntamente las mutaciones C187T y C307T y en A3 las mutaciones C187T, C307T
y C373A constituyeron es el patron diferencial; las variantes del grupo B se diferenciaron del resto
de agrupaciones por la frecuencia conjunta de las mutaciones G193A, G245A, C307T y A398G
(Anexo P).
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Figura 34. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E6 de VPH 58,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A1, A2, A3 y B representan los grupos de variantes.
Fuente: esta investigacion.

Para el gen E7 de VPH 58 fueron analizados 16 ORFs provenientes de Costa Rica (11),
Guatemala (2), Argentina (1) Brasil (1) y Colombia (1); para establecer la relacion entre grupos de
variantes, generamos un arbol filogenético mediante el cual se evidenciaron cinco agrupaciones:
Al, A2, A3, B1 y B2 (Figura 36). Las secuencias agrupadas en Al, se encontraron mas
relacionadas con la secuencia de referencia (No. Acceso D90400), 99,8 % similares entre si, las
variantes en A2 fueron 99,9 % similares entre si, mientras que la que las variantes del grupo A3
fueron 100 % similares, al igual que las variantes de B1 y B2.
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Figura 35. Distribucion geografica y frecuencia (%) de variantes de E6 VPH 58 identificadas para
Latinoamérica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, A1, A2, A3 y B representan los
grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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Figura 36. Arbol filogenético que representa las relaciones entre las variantes de E7 de VPH 58,
construido con el programa MEGA v. 6.0.5, bajo el criterio de ML, utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Kimura 2-p, en las ramas se representan los valores de bootstrap (1000
réplicas) que fueron significativos (> 50 %), A1, A2, A3, B1 y B2 representan los grupos de
variantes. Fuente: esta investigacion.

La distribucion y frecuencia de los grupos de variantes de E7 para VPH 58 se representan en
la Figura 37, con las principales mutaciones puntuales caracteristicas de cada agrupacion; la
mutacion T744G esta presente en todos los grupos de variantes, sin embargo, para la
subagrupacién A1l esta variacion constituye un patrén de diferenciacién, debido a su altisima
frecuencia en comparacién con otras mutaciones dispersas en diferentes posiciones, en A2 se
presentaron conjuntamente las mutaciones G694A, T744G y G761A y, en A3 las mutaciones
C632T, T744G y G760C constituyeron es el patrén diferencial; las variantes del grupo B1 se
diferenciaron del resto de agrupaciones por la frecuencia conjunta de las mutaciones T744G,
A793G, C798T, C801A, C840T y T852C, para B2, las mutaciones caracteristicas del grupo fueron
T744G, G760C, G761A, A793G, C798T, C801A y C840T (Anexo Q).

Los datos y los conocimientos sobre la distribucién geogréfica intratipica de variantes para los
tipos de VPH mas frecuentes en Latinoamérica, podria ayudar a establecer una base de datos sobre
la diversidad y la patogenicidad de las diferentes variantes de tipos, con lo que se puede disefiar y
optimizar los protocolos de diagnéstico a fin de reducir la enfermedad.
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Latinoamérica, construido con el programa ArcGis 10.2, donde, A1, A2, A3, Bl y B2 representan
los grupos de variantes. Fuente: esta investigacion.
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En sintesis, cada una de las variantes descritas en este trabajo representa el esfuerzo que se ha
realizado para caracterizar la diversidad genética de VPH en Latinoamérica, que si bien no se
comparan en nimero con los avances que proceden de otras regiones geograficas, como Asia y
Europa, durante el proceso de esta investigacion se identificaron nuevas mutaciones puntuales en
tipos especificos del virus, importante para desarrollar un mejor pronéstico de la enfermedad,
debido a que algunas de estas alteraciones ocurren en residuos de dominios funcionales, que
pueden modular negativamente o positivamente en la mayoria de los casos la persistencia de la
infeccidn, la morbilidad de la carcinogénesis y la progresion de lesiones precursoras del cancer.

Por otra parte, se hace hincapié en que se realicen estudios funcionales a nivel in vitro, para validar
la funcién de cada mutacién y la combinacién de estas sobre la proteina mutada y el contexto del
ciclo viral, sobre todo en genotipos diferentes a VPH 16 y VPH 18, donde los estudios son atin méas
limitados. Por ejemplo, la documentacion de VPH 58 y VPH 45 es escasa, a pesar de que se conoce
muy bien que en algunas zonas la regién de América latina la prevalencia de estos tipos tiende a
igualar la frecuencia de los genotipos VPH 16 y 18 designados en su momento como de mayor
frecuencia, lo que hace pensar en si se estd dando en Latinoamérica un remplazamiento de
genotipos, como alguna vez se observé en algunas zonas del continente africano, donde VPH 31
iguala y hasta puede superar en frecuencia a VPH 16.

Es fundamentalmente importante establecer bases de datos sobre las variantes del VPH y la
diversidad genomica intratipo de sus secuencias para (i) desarrollar y herramientas de diagnostico
y vacunas eficaces, (ii) estudios epidemiolégicos debido a que variaciones especificas de
nucleotidos pueden ser utilizadas como marcadores para analizar el seguimiento de la transmision
en una poblacion, (iii) analizar la relacién entre en genotipo y el fenotipo (ciertas variantes pueden
estar asociadas positiva o negativamente con la enfermedad cervical, dependiendo de sus
diferentes propiedades bioldgicas y funcionales) y (iv) los estudios evolutivos y taxonomicos,
como el que se pretendi6 aqui al identificar grupos de variantes de acuerdo a mutaciones puntuales
recurrentes.
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CONCLUSIONES

E1 85 % de las secuencias analizadas fueron provenientes de Costa Rica, Brasil y México donde
se pudo determinar la mayor diversidad de genotipos.

De los 22 paises que conforman América latina, Brasil aport6 el mayor niimero de secuencias
de VPH -BR 6 y 11, y permiti6 identificar la gran variabilidad de estos genotipos distribuidos a
nivel mundial, lo que evidenci6 la necesidad de ampliar los estudios de secuenciacion de VPH en la
region.

Se construyeron filogenias altamente informativas, que relacionaron la historia evolutiva de los
tipos analizados y el potencial oncogénico de los mismos, usando diferentes tamafios de fragmento
del gen L1; sin embargo, las comparaciones deben realizarse con fragmentos de tamafios
equivalentes y provenir de regiones altamente informativas de parsimonia.

Si bien la variabilidad observada de los genotipos incluidos en el analisis es menor o igual a la
que se ha presentado en otros continentes, la presencia de ciertas mutaciones puntuales y su
relacion con la severidad de la lesion de la cual provenian no fue concluyente.

A partir del andlisis de variantes del gen E6, para Brasil se describieron las siguientes nuevas
mutaciones puntuales respecto al tipo viral: A538G en VPH 11, C287G en VPH 18, A124C,
259T/A, A284C, T482C, G487A y A497G en VPH 45. Para el gen E7 fueron: G600A, A603C,
A718C, G808T y G822T en VPH 45, estas podrian servir para el disefio de nuevas metodologias
diagnosticas.

Para el gen E6 en Latinoamérica se describieron las siguientes nuevas mutaciones puntuales:
A449T en VPH 33, A136G, T143C, G193A y A260C en VPH 58. Para el gen E7 fueron: A681G en
VPH 52, A587G, A603T, A614G y T778C en VPH 58.

Se identifico la presencia en Latinoamérica de las sustituciones de aminoacidos C287G,
N92S/K (VPH 18), L83V (VPH 16), K62E/D (VPH 31), E14D (VPH 52) T20I y G63H/S (VPH
58), correlacionadas positivamente con la persistencia del virus y la NIC grado II y III, que podrian
conferir a estos genotipos ventajas evolutivas que el permitan escapar de la neutralizacién efectiva
generada por las vacunas. La identificacion de variantes donde se presenten dichas sustituciones
significaria discriminar entre pacientes con un mayor riesgo de desarrollar CCU.
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RECOMENDACIONES

Enfatizar en la secuencias de genomas completos de VPH en Latinoamérica, para asi realizar
un analisis que permita identificar en su totalidad la variabilidad genética, identificar las variantes
para todos los ORFs en el genoma, mas la region no codificante- LCR y clasificar por sistemas de
variantes, para a su vez correlacionar con los factores demograficos y epidemioldgicos que
caracterizan a la poblacion de donde proceden los diferentes aislamiento, con el fin de identificar el
mayor numero de factores que conlleven a CCU.

Es recomendable ampliar esta investigacion, con un mayor nimero de secuencias, sobre todo
de paises de la region caribe, cuyas tasas de prevalencia del virus y mortalidad por cancer igualan el
promedio mundial y de los cuales poco o nada se conoce de la variabilidad y genotipos exhibidos
para esta zona.

Se deberia establecer el monitoreo permanente de diversidad genomica de los VPH como una
estrategia de seguimiento a nuevas variantes, tipos o subtipos virales con el fin de actualizar
permanentemente las técnicas de detecciéon molecular.

Se recomienda ampliar las investigaciones a nivel local, con el fin de conocer la variabilidad
genética de los tipos que convergen en la zona y una vez identificadas las variantes, enfatizar y
precisar el efecto de las mutaciones en las lesiones del CCU.
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ANEXOS
Anexo A

Tabla de aminoacidos con abreviaturas empleadas para su identificacién y su clasificacion segun
el grupo funcional.

Aminoacido Abreviatura Clasificacion
Tres letras Una letra
Alanina Ala A Alifatico
Arginina Arg R Basico
Asparagina Asn N Acido
Acido aspartico Asp D Acido
Cisteina Cys C Azufrado
Glutamina Gln Q Acido
Acido glutdmico Glu E Acido
Glicina Gly G Alifatico
Histidina His H Basico
Isoleucina Ile I Alifatico
Leucina Leu L Alifatico
Lisina Lys K Basico
Metionina Met M Azufrado
Fenilalanina Phe F Aromatico
Prolina Pro P Alifatico
Serina Ser S Hidroxilado
Treonina Thr T Hidroxilado
Triptéfano Trp W Aromatico
Tirosina Tyr Y Aromatico
Valina Val \% Alifatico
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Listado de articulos seleccionados en la revision.
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Cadigo BD Revista Autor Pais Gen Tipo DOI
(s) (s) (s)

. 18, 33, 35,
1 PubMet J Virol Stewart et al., 1996 E.U L1 45,52, 58
2 Springer | J Mol Evol Demthg’(;; etal, | gy ES 16 10.1007/500239-002-2344-y
3 PubMet | Virus gene Cerquzeéf)a;t s Brasil | L1 58

. Calleja-Macias et 10.1128/JV1.79.21.13630-
4 PubMet J Virol 2L 2005 EU | E6L1| 31,3552 136409005

. E6, 10.1128/JV1.79.11.7014-
5 PubMet J Virol Chen et al., 2005 E.U E7. L1 16 7023.2005
6 Springer | Arch Virol Cerquzeégaft s | Brasil | L1 | 11,1833 | 10.1007/500705-006-0828-6
7 Springer | Virus genes Cerquze(l)ga;t s | Brasil | E6 18 10.1007/511262-008-0263-8
8 PubMet J Virol Chenetal,2009 | E.U E;EGﬁl 18, 45 10.1128/JV1.02068-08

. Infec Agent Lopez-Revilla et .
9 Springer o L. 2009 México | E6 16 10.1186/1750-9378-4-3
10 PubMet J Med Virol Raiol et al., 2009 Brasil | E6, L1 | 31, 33,52 10.1002/jmv.21432
11 PubMet Gerﬁzy‘)l Castro etal, 2011 | Brasil | L1 | ' 15%’ 33, 10.4238/vol10-1gmr992.
Science Gynecol . .
12 Direct Oncol Chagas et al., 2011 | Brasil | E6, E7 31 10.1016/j.ygyno.2011.07.008
13 PubMet | JInfectDis | Chan etal., 2011 Eggg L1 58 10.1093/infdis/jir157
E6, | 16,31, 33, _

14 PubMet PLoS One Chen et al., 2011 E.U E7.11| 35 52 58 10.1371/journal.pone.0020183
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15 PubMet PLoS One Smith et al., 2011 E.U E]736111 16 10.1371/journal.pone.0021375

16 PubMet J Virol Cornet et al., 2012 | Francia E6 16 10.1128/JV1.00483-12

17 Science | Infect Genet | o ooc et al,, 2013 | Brasil | E6, E7 31 10.1016/j.meegid.2013.02.001
Direct Evol

18 PubMet PLoS One Chen et al., 2013 E.U EI;GI:I 18, 45 10.1371/journal.pone.0072565

19 PubMet | IntJ Cancer | Chan etal., 2013 Eg?lg EG6, E7 58 10.1002/ijc.27932
Science Infect Genet de Matos et al., . . .

20 Direct Evol 2013 Brasil L1 6,11 H 10.1016/j.meegid.2012.12.033
Science Infect Genet Godinez et al., N . .

21 Direct Evol 2013 Espana | E6, E7 | 33, 45, 58 10.1016/j.meegid.2012.09.011

22 PubMet J Virol Chen et al., 2014b | Francia | E6, E7 45 10.1128/JVI1.03534-13

23 PubMet J Virol Chen et al., 2014a | Francia | E6, E7 33 10.1016/j.virol.2013.10.033

24 PubMet | JInfect Dis | Zhangetal,2014 | 1°%8 | gg 11 52 10.1093/infdis/jiu310

Kong
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Anexo C

Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 6. Los nucle6tidos conservados se marcan con un

punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia prototipo de VPH
6A: Sec. Ref. (No Acceso X00203). H: histidina, Q: glutamina, D: aspartato, G: glicina.

VPH 6 Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6 Codigo
221 251 323 365 392 397 473 479 GenBank
Sec. Ref A C A A C A G C X00203
BRA1 T G C T T . A T K(C285843
BRA2 T G T T T A . KC285844
BRA3 T G T T T A K(C285845
BRA4 T G T T T A K(C285846
BRA5S T G T T T A KC285847
BRAG6 T G T T T A K(C285848
BRA7 T . : . : A . KC285849
BRAS T G C T T A T KC285850
BRA9 T G T T T G A . K(C285851
BRA10 T G C T T . A T K(C285852
BRA11 T G T T T G A . K(C285853
BRA12 T G T T T . A KC285854
BRA13 T G T T T A K(C285855
BRA14 T G T T T A K(C285842
BRA15 T G T T T A KC285841
BRA16 T G T T T A . K(C285840
BRA17 T G C T T A T K(C285839
BRA18 T G C T T A T K(C285838
M“,taF“?“ no - H50Q - - - D99 G - -
sinénima

Sefialada en rojo la mutacién descrita por primera vez en este estudio.
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Anexo D

Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 11. Los nucle6tidos conservados se marcan con un

punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH
11: Sec. Ref. E: (No Acceso M14119.1). E: glutamina, G: glicina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en Caodigo
VPH 11 E6 GenBank
137 380 538

Sec. Ref. T C A KC285856
BRA1 C T . KC285857
BRA?2 . . . K(C285858
BRA3 . . . KC285859
BRA4 C T . KC285860
BRAS . . G K(C285861
BRA6 C T . KC285862
BRA7 . . . K(C285856

Mutacion no - - E 146 G
sin6nima

Sefialada en rojo la mutacion descrita por primera vez en este estudio.
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Anexo E

Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 18. Los nucle6tidos conservados se marcan con un

punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH
18: Sec. Ref. (No Acceso X05015). E: glutamina, G: glicina, H: histidina, Y: tirosina, N:
asparagina, K: lisina, R: arginina.

Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E6
VPH 18 11212121233 |3|4]4]| 4 5 |5|5]|5 Codigo
(E6) 4|13 |5|6|8|1[4|7[3]|8] 9 0 |4]|4]|5 GenBank
9|12 |16 |7 |72 |4]7]|5] 1 2 |8]9]1
Sec. Ref. TIA|T|G|C|T|C|G|G|T| C A |A|C|A X05015
BRA1 <l 1G C - | A| - | EF661657.1
BRA?2 | - |C|A|G]|C A C| A G|A EF661656.1
BRA3 <l -|G C A EF661655.1
BRA4 G C A EF661654.1
CR1 . G C A EF202145
CR2 - | G G C A EF202143
CR3 . . G C . < | A - EF202146
CR4 . G . G | - | | -+ | EF202147
CR5 C G C . - | | EF202148
CR6 . |G| -] c| - A EF202149
CR7 C|IA|G|C|T]|A C| A G| A EF202154
CR8 CIA|G|C|T|A C| A G| A |G| EF202155
CR9 C|A|G|C|T]|A C| A G|A EF202153
CR10 C|lA|G| | - |A C| A G|A EF202152
CR11 |- |G . . . . kC470208
CR12 G . . kC470209
CR13 G C A kC470210
CR14 G C A kC470211
CR15 |G| - . c| - - | A kC470212
CR16 C|A|G]|C A C| A G|A kC470221
CR17 CIA|G]| - Al --|C| A G| A kC470227
CR18 C|lA|G A|A|C G| A kC470229
CR19 - | G NERE <l EF202144
CR20 G C A EF202150
CR21 el |G ] C . A EF202151
Mutacién E H N H
no - 43| - -|-|-18]-]-]-1129]|133| -] - | -
sinénima G Y K R




Anexo F

118

Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 18. Los nucle6tidos conservados se marcan con un

punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH
18: Sec. Ref. (No Acceso X05015). H: histidina, Y: tirosina, E: glutamina, K: lisina, N: asparagina,

S: serina.
Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E7 Codigo
VPH 18 86 GenBank
(E7) 593 640 | 664 | 692 | 736 | 751 | 864 5 874 | 906
Sec. Ref. C C T G A C A C C A X05015
CR1 . . . A . T . . . G | EF202145
CR2 . T T . EF202143
CR3 . . . EF202146
CR4 T EF202147
CR5 . EF202148
CR6 . . T . EF202149
CR7 T T . . G EF202154
CR8 T T G G EF202155
CR9 T T . G . EF202153
CR10 T T . A EF202152
CR11 . . . kC470208
CR12 kC470209
CR13 kC470210
CR14 . kC470211
CR15 . . T . kC470212
CR16 T T . G . kC470221
CR17 T T . A kC470227
CR18 T . . kC470229
CR19 . . EF202144
CR20 . T EF202150
CR21 C T EF202151
Mutacién
N92S/
. no H2Y - - E35K - - N92K - - -
sinénima
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Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 45. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH
45: Sec. Ref. (No Acceso X74879.1). K: lisina, T: treonina, L: leucina, D: aspartato, E: glutamina,
R: arginina, Q: glutamina, C: cisteina, F: fenilalanina, Y: tirosina, S: serina, N: asparagina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6 Codigo
VPH 45 15 18 48 GenBank
(E6) 124 | 146 0 162 | 163 2 226 | 237 | 259 | 284 | 418 7 487 | 497
Sec. Ref. A A T T T C C C G A T T G A X74879.1
BRAl . . . . . . . . . . . . A . JQ9767861
BRA2 . T . JQ976787.1
BRA3 C T . . JQ976788.1
BRA4 C T C G | JQ976789.1
BRAS C T C G | JQ976790.1
BRAG6 . . C . JQ976791.1
BRA7 C T . C G | JQ976792.1
BRAS . . C C . JQ976793.1
BRA9 T . C JQ976794.1
BRA10 . . . . . JQ976785.1
PAN1 G C . . . A C . G KF591365
PAN2 . . A C G . . C A . KF591364
PAR1 . . . . C C . G KF591367
PAR2 A C . G T . C A . KF591346
PAR3 A C G . . . C A . JQ976800
PAR4 . . . C C . G JQ976801
PARS . . . . C . JQ976802
PER1 . A C G C JQ976831
PER2 C ) . . C . JQ976832
PER3 . A C G . C A JQ976833
CR1 A C . G C A EF202157
CR2 A C G C A EF202158
CR3 . . . C A EF202159
CR4 A C G . C A . EF202160
CR5 . . . C C . G EF202161
CR6 . C C G EF202162
CR7 C . . . . C G EF202166
CRS8 C G T G C G EF202165
CR9 C . T . C G EF202167
CR10 C T . C G EF202164
CR11 . . C C G EF202163
CR12 . . . . . . . EF202156
CR13 A C G C A KC470253
CR14 . A C G . C A . KC470254
CR15 C . . . T C . G KC470259
CR16 C T C G KC470260
Mutacién | g L D T Q | cs3F L S
no 8 - - - 21 27 | 42 | 46 / - | 106 | - | 129 -
sinénima T T E R E | C53Y R N

Sefialadas en rojo las mutaciones descritas por primera vez en este estudio.
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Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 45. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (*) y sin cambio en la secuencia de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH
45: Sec. Ref. (No Acceso X74879.1). R: arginina, Q: glutamina, K: lisina, E: glutamato, A: alanina,
I: isoleucina, M: metionina, D: aspartato, S: serina.

VPH 45 Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E7 Codigo
(E7) 591 599 600 603 718 772 808 822 832 GenBank
Sec. Ref. T C G A A T G G G X74879.1
BRA1 . . . C . . T T . JQ976786.1
BRA2 A C C T JQ976787.1
BRA3 A C C T JQ976788.1
BRA4 A C C T JQ976789.1
BRAS A C C . JQ976790.1
BRAG6 A C C T JQ976791.1
BRA7 A C C . T JQ976792.1
BRAS . C C T T JQ976793.1
BRA9 A C C . T JQ976794.1
BRA10 . . . . . . . JQ976785.1
PAN1 C A A C . T KF591365
PAN2 . . . C G T KF591364
PAR1 C . . . T KF591367
PAR?2 C C T . T KF591346
PAR3 C C T T . JQ976800
PAR4 C . . T JQ976801
PARS C C T T JQ976802
PER1 . C . . T JQ976831
PER2 A C C T JQ976832
PER3 . . . T . JQ976833
CR1 C . T EF202157
CR2 C T EF202158
CR3 C T EF202159
CR4 C . . T EF202160
CR5 C C T T EF202161
CR6 . C . T T EF202162
CR7 A C C . T EF202166
CRS8 A C C T EF202165
CR9 A C C T EF202167
CR10 A C C . T EF202164
CR11 . C C T T EF202163
CR12 . . . . EF202156
CR13 C T KC470253
CR14 C . T KC470254
CR15 A C C T KC470259
CR16 A C C . . . T KC470260
Mutacién no R5Q/ E I E 5 E
Sin6nima - - R5K 6 - 62 I 79 82
A M D I D

Sefialadas en rojo las mutaciones descritas por primera vez en este estudio.
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Anexo 1

Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 16. Los nucledtidos conservados se marcan con un punto (*) y sin cambio en la secuencia
de aminoacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH 16: Sec. Ref. (No Acceso K02718.1). R: arginina, G: glicina, T: treonina, I:
isoleucina, Q: glutamina, H: histidina, D: aspartato, L: leucina, V: valina, N: asparagina, Y: tirosina, E: glutamato, C: cisteina, S: serina,
K: lisina, F: fenilalanina.

Posiciones de sustituciones de nucledtidos en E6
VPH16 Codigo
09 27| B1 |132|u3| 15 | 16 | 73 | 176 |18 82 ) 83| 185 | 188 | 189 |206| 234|250 ) 256286289 200 | 295 | 306 | 310 |334) 335 | 350 | 351 354 | 360 361 | 374 |403] 404 |424433| 447 f457| 507 [s32)s35)
SecRef. |T|A]l A Jalc]le |T C c |tlalT]T G Alclaltlclt]lalT T A T lalc T |1l A lc]laA c lalalale ]l A 1] G |AalA/]Kko2718.1
MEX 1 1 . 1 - . . . . 1 - . . . . 1 -1-1-1-1- . . . . . . . . . . . 1T 11 . . . | - [EUs80264.1
MEX2 3 I . 3 I - . . - I . - . - -1 111 - . . . - - . - - - - - - . I B . . . - | - eusso26s.1
MEX3, G EU880266.1
MEX4 G EU880267.1
MEXS5 G EU880268.1
MEX6 G EU880269.1
MEX7 G EU880270.1
MEX8 G EU880271.1
MEX9 G EU880272.1
MEX 10 G EU880254.1
MEX 11 G EU880255.1
MEX 12 G EU880256.1
MEX 13 G EU880257.1
MEX 14 G EU880258.1
MEX 15 G EU880259.1
MEX 16 - - G - - - - - - - - - - |EU880260.1
Mex7 | - |G G A - - -1 - - - - | - eusso2611
MEX 18 . G - EU880262.1
MEX 19 i I - 3 I - . . - I . - . - -1 -1 1-1- - - . - le - . - - - - - - - 1 . - . - | - |eusso263.1
Mex20 |- |- . 1 5 . 5 3 1 - . 5 T 5 -1 -1-1-1- B . . . B 5 s |- 5 3 B 5 B 1 -1 . . . | - |Eussoz441
Mexz21 |- | - . 1 3 . 3 5 1 - . . T . -1 -1-1-1- . . . . 3 5 s |- 5 5 3 . . 1 -1 - . . . ~ | - [£Us802451
Mexzz |- | - . 1 - . . . . 1 - . . . 5 1 -1-1-1-1- . . . . . . . . . . . . . . 1 - . . . | - |EUs80246.1
MEX23 G EU880247.1
MEX24 G EU880248.1
MEX25, G EU880249.1
MEX26 G EU880250.1
MEX 27, G EU880251.1
MEX 28 - G - - - - EU880252.1
mMex29 | - | - - |- - A - Bl . - . - 11111 - - . - - - G | - ¢ ||l e - - . B . - . - | - Jeusso2s3.1
EU880235.1
EU880236.1
MEX32 G EU880237.1
MEX33 G EU880238.1
MEX34 G EU880239.1
MEX35, G EU880240.1
Mexse |- | - . 1 3 . 5 5 . - 1-1-1-1- . . . . 3 5 s |- 5 5 5 B . 1 -1 . . . ~ | - |eussozant
MEx3? |- | - . 1 5 . 5 3 1 - . 5 3 3 T lclecl -1 -1 . . . . 5 3 S | A - 3 3 . . 1 -1 - . . . | - [Euss0242.1
MEx3s | - | - . 1 - - 5 . N ERE - . - -1 -1-1-1- . . . . - . s |- - . - - . 1 -1 - . . . | - [Euss02434
K] 465993.1
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Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E6

VPH16 o

109127 131 | 132|143 145 146 173 176 178 | 182 | 183 185 188 189 | 206 234]250]256|286)289] 290 295 306 310 1334 335 | 350 {351 354 |360| 361 374 | 403 404 | 424433 447 | 457| 507 |532|535 (fe(:lzlagri
MEX41 - - - - - - - A G G - - - - - - K] 465994.1
MEX42 . . . . . - . - - . . C . . . G K] 465995.1
MEX43 . . . . . - . . - . . . - C - - . . - . - . . . G G K] 465996.1
MEX 44 . . . . . - . . - . . . . . ] - . . ] . L] L . C G K] 465997.1
MEX45 - - - - . - . - L - . - - - G L - . T G K] 465998.1
MEX46 G G | K] 465999.1
MEX 50 - - - - - - - G | - - - - - - I I - - - - | - JAv089954.1
mexst |- |- - |- |-]: . . Al-1-1- - . - B I I I . . . B I - G |- - - - . 111 - |- . - | - JAv0899551
ARGC3 | - |- - -1 - - - - i B - - - 11 -1 - 1.1 - - - - - - I B - - - - - - 11 - - - - | - |Kkr466834.2
ARGC7 - - - - - - - - - - G KF466763.2
ARGC8 G KF466746.2
ARGC9 G KF466745.2
ARGC 10 . . . . . . . . A G KF466744.2
ARGC11 G KF466697.2
ARGP14 ? ? ? . . . . . - . . . - . - . - . - . . . . . . . - - . - - - . . . - . . . . . . KC291261.1
ARGP15 ? ? ? G KC291262.1
ARGP16 ? ? ? G KC291263.1
ARGP17 ? ? ? G KC291264.1
ARGP20 ? ? ? . . - . . A . . . - . - - . . - . - . . . . - - G . . . . . . . - . . . . . . KC291267.1
ARGP21 ? ? ? G KC291268.1
ARGP22 ? ? ? G KC291269.1
ARGP23 ? ? ? G KC291255.1
ARGP24 ? ? ? A G KC291256.1
ARGP25 ? ? ? G KC291257.1

KC291258.1

ARGP27 ? ? ? . . B . . B . . . B . B B . . B . . . . . . B B . B B B B . . . B . . . . . . |kc291259.1
ARGP28 ? ? ? . . B . . B . . . B . B B . . B . . . . . . B B . B B B B . . . B . . . . . . |kc291260.1
KC291254.1

AY098923.1

AY098922.1

| eras (- -¢ - - ¢-.¢-t¢.1-t-11-1+-1-1r-1-r+-.1-+-1-7-1+-7 -1 -.1-7-1-7 7 f+-J 1 1 1 J- 1 J -1 - J 1 ] | ] Javoosow:

AY098918.1
| eras - 1.t - - t- 1 1.1 -1 1111 1 -1 - t+-1-1+-1-7-°t-7 1 1 J 1"t t‘el 1 1 1 1 1 1 71 ] 1 1.1 ] ] Javioees:
AY112662.1
KF466854.2
KF466623.1
KF466516.2
HM057182.1
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Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E6

VPH16 Cédigo

109 27| 131 [ 132 43| 145 | 46 | 173 176 178 | 182 | 183 | 185 | 188 | 189 |206|234|250) 256 286|289 290 | 295 | 306 | 310 | 334 335 | 350 |351] 354 |360| 361 | 374 | 403|404 |424]433| 447 |457] 507 |532]535 Genbank

KF466529

KF466522

KF466528

KF466535

KF466520

KF466523

KF466524

KF466525

PER1 . . . . . B . . B . . . B . B B . . B . . . . . . B B . B B B B . . . B . . . . . . |KF466838

KF466518

KF466519

KF466532

KF464533

AF402678

AY 686579

AY 686582

CR4 5 o s s 2 5 s 5 5 5 s 5 5 3 5 5 5 5 5 s 5 s 2 o 2 5 5 G 2 5 o o s s 5 5 5 3 2 5 s - JAY686580

CR5 . . . . . B . B B . . . B . B B B . B . B . . . . B B B B B B B B . B B B . . . . - JAY686581

CR6 o o B a a ° o ° A o a o ° o ° ° ° o ° o o B o s a ° ° G ° 0 ° 0 0 B ° ° ° o o o . - JAY686583

CR7 . . . . . B . . B . . . B . B B . . B . . . . . . B B . B B B B . . B B B . C . . - JAY686584
CR8 . . . . . . . . B . . . B . B B . . B . B . . . . . B . B B B B . . . B . . . . . - |HQ644274.1
CR9 . . . . . B . B B . . . . . B B B . B . B . . . . B B B B B B B B . . B . . . . . - |HQ644272.1
CR10 . . . . . B . B B . . . B . B B B . B . B . . . . B B B B B B B B . B B B . . . . - |HQ644267.1
CRM o o ° 0 o ° o o ° o o o ° o o o o o o o o ° o o o ° o @ o o o o o o ° o ° o o o o . |HQ644268.1
CR12 . . . . . B . . B . . . B . B B . . B . . . . . . B B . B B B B . . . B . . . . . . |HQ644259.1
CR13 o . . . . . . 5 5 o a o 5 o 5 5 5 o 5 a B B a 5 a 5 5 © o o o o ° B o 5 o o a o B . |HQ644286.1
CR14 . . . . . B . . . . . . . . B . . . B . B . . . . . B . . B . B B . . B . . . . . - |HQ644284.1
CR15 o o 5 o s 5 o 5 5 o o o 5 3 5 5 5 o 5 o 5 5 s o s 5 5 G 3 o 3 o s 5 5 5 5 3 s 3 5 . |HQ644283.1
CR16 o o 5 o 5 5 o o 5 o o o 5 o 5 o o 5 5 o 5 5 5 o 5 5 o © 5 5 5 5 o 5 o o o o o o 5 . |HQ644282.1

CR17 o o 5 B o 5 o o 5 o o o 5 o 5 5 ° o 5 o 5 5 o o o 5 5 @ 5 ° ° ° o 5 ° 5 ° ° B o . - |HQ644280.1

( cwo t-t-t-111 - tesy -t -t1-1 -t -1 -1 -t-1-t+-1-7-t+.7 -t 1.7 1.1 1 +t.°7 ‘-1 1 t1. 1 J 1 7! 1. 1 "]}

CR29 -1 1-1- : T I - : -1 1-1-1- : : : -1 - -1 - 1-1- : 111 i : - | - |HQe44275.1
TR30 11 - 1-1-1_ - T 11 1. . - 111 -1-1 -1 - - - 11 11 - 11 - 1 - 1-1-1_ 1 - ~ |- |rQea4266.1
CR31 11 - 1-1-1_ - . 111 . - 111 -1 -1 1 - - - 11 - 11 - 1 -1 - . 1 - 1-1-1_ 1 - "1 - |rQeasz6a.
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Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E6
VPHT6 Cédigo
109 27| B1 | 32| 13| us | ue | w3 | we |ws|w2] 183 15| 88 | 189 |206]|234] 250|256 | 286 | 289| 290 | 295 | 306 | 310 |334] 335 | 350 |351| 354 |360| 361 | 374 |403| 404 | 424]433] 447 |457| 507 |s32]535 Genbgnk
R10G
QUH H24N | D25N R7R
Muacionrol - L1sv - e 128v|e29qQe296| - | - | - | - | - | - |ce3s|oeae|kean]Feor| - |r7sy |ieav| - |vsac| - |tser|qook| - |mow| - | - [kmsR| - |R13sQ
sinénima R10T
QuD H24y | D25E 7T
R10I

*Color seguin la rama filogenética: Rama E (amarillo), rama As (verde), rama AA (azul celeste), rama NA1 (purpura), y rama
Af-2 (marron).
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Anexo J

Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 16. Los nucleétidos conservados se marcan con un punto () y sin cambio en la secuencia
de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia VPH 45: Sec. Ref. (No Acceso K02718.1). L: leucina, S: serina, N: asparagina, P:
prolina, D: aspartato, F: fenilalanina.

VPH 16 Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E7 Codigo
(E7) 644 645 646 647 648 649 650 666 732 789 795 846 GenBank
Sec. Ref. T A A A T G A G T T T T K02718.1
BRA1 C G C C C T T . . C G . HM057182.1
CR1 . . . . . . C C G AF402678
CR2 C C G AY686579
CR3 . . . . . . . . C C G . AY686582
CR4 . . . . . . . . . . . . AY686580
CRS . . . . . . . . . . . . AY686581
CR6 . . . . . . . . . . . . AY686583
CR7 . . . . . . . . . . . . AY686584
CR8 . . . . . . . . . . . . HQ6442741
CR9 . . . . . . . . . . . . HQ6442721
CR10 . . . . . . . . . . . . HQ644267.1
CR11 . . . . . . . . . . . . HQ644268.1
CR12 . . . . . . . . . . . . HQ644259.1
CR13 . . . . . . . . . . . . HQ644286.1
CR14 . . . . . . . . . . . . HQ644284.1
CR15 . . . . . . . . . . . . HQ644283.1
CR16 . . . . . . . . . . . . HQ644282.1
CR17 . . . . . . . . . . . . HQ644280.1
CR18 . . . G . . . . . . . C HQ644261.1
CR19 . . . . . . . . . . . . HQ644287.1
CR20 . . . . . . . . C C G . HQ644278.1
CR21 C C G HQ644255.1
CR22 C C G HQ644253.1
CR23 . C G HQ644257.1
CR24 C C G HQ644285.1
CR25 C C G HQ644276.1
CR26 C C G HQ644269.1
CR27 C C G HQ644265.1
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CR28 C C G HQ644263.1
CR29 : . : HQ644275.1
CR30 C C G HQ644266.1
CR31 . . : HQ644264.1
CR32 C C G HQ644273.1
CR33 C C G HQ644270.1
CR34 C C G HQ644254.1
CR35 C C G HQ644281.1
CR36 C C G HQ644279.1
CR37 C C G HQ644277.1
MEX1 C C G AY089951.1
MEX?2 C C G AY089952.1
MEX3 . . . AY089953.1
MEX4 AY089954.1
MEX5 AY089955.1

Mutacién no
sinénima

N29P/
N29S




Anexo K

127

Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 31. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (-) y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 31: Sec. Ref.
(No Acceso: J04353.1). I: isoleucina, L: leucina, H: histidina, Y: tirosina T: treonina, A: alanina, E:
glutamina, K: lisina, R: arginina, V: valina, C: cisteina, G: glicina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6

VPH 31 1(2(2(2(2(3|3|3|3|3|3|3|4|4]| 4 4 5 5 5 5 Cadigo
(E6) 7141618900022 7(80]2 3 7 2 2 3 3 GenBank
6|81 |5|7|5|6|9|]0|6|]2]|3|4]38 0 5 0 3 2 7
Sec.Ref. | C| T|A|C|A|T|T|A|A|A|G|A|G|A| G| A C G| G C J04353.1
BRA1 . . < | T | - T A|G T . . . DQ057308.1
BRA2 T T A |G T . DQ057305.1
BRA3 . . . . . . . . G | JX185395.1
BRA4 C G . T G T . GU595167.1
BRAS . . . - | C . . . . . FJ202003.1
BRAG6 T C| - T A |G T FJ202002.1
CR1 . . . . . . HQ537667
CR2 . HQ537669
CR3 A HQ537670
CR4 . HQ537671
CR5 HQ537672
CR6 . HQ537673
CR7 T . . . . . HQ537674
CR8 . C G T G T HQ537676
CR9 - | C G T . G T HQ537677
CR10 Cl - G T A G T HQ537680
CR11 C - | G T . . . G T HQ537681
CR12 . T/ - T|-|A]|--|A] - . T HQ537682
CR13 T T G| - |G|A|G T HQ537684
CR14 T T - | A|G T . HQ537685
CR15 T - | T A |G T A HQ537686
CR16 | T - C| T . A |G T . HQ537687
Mutacién ; H g g R|K|A|]c|R|R
no -6 g ==l ---1g|-|-]-|108]|123|138]139 | 142|144
sinénima L1 Y| a K K|R | V]Y | K}IG
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Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 31. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (-) y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 31: Sec. Ref.
(No Acceso: J04353.1). H: histidina, Y: tirosina, L: leucina, S: serina, P: prolina, D: aspartato, G:

glicina, E: glutamina, K: lisina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E7

VPH31 | 5|55 6 6 6 6 6 6 6 6|7 7 7 8 8 Codigo
(E7) 71819 2 4 4 4 5 7 9 9|1 4 4 0 2 GenBank
4102 6 2 5 8 4 |0 5 716 3 5 7 2
Sec.Ref. |A|G|T| C T C A C | C|] G |AIA| A |G| T G J04353.1
BRA1 1 ]C . . G . . . JX185396.1
BRA? G HQ1419098.
BRA3 T Tl A G GU5915168.
CR1 G HQ537667
CR2 G HQ537669
CR3 . : G . HQ537670
CR4 C G G . C HQ537671
CR5 . sl G C . . HQ537672
CR6 . . G| G C A HQ537673
CR7 G T . . : G . . HQ537674
CR8 . : T A G HQ537676
CR9 : T| A G HQ537677
CR10 T T| A G HQ537680
CR11 . T . T| A G HQ537681
CR12 A . T T| A G HQ537682
CR13 A . T| A G HQ537684
CR14 A : T| A G HQ537685
CR15 A . T [T| A G HQ537686
CR16 A G . T| A G HQ537687
M;ltlilglo _ _ _ H23 L28 P29 D30 532 _ E46 _ _ KG/ZE B L83 G88
Y S L G L K S E

sinénima

K62D
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Anexo M

Variabilidad genética de secuencias E6 y E7 de VPH 33. Los nucle6tidos conservados se marcan
con un punto () y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 33:
Sec. Ref. (No Acceso M12732.1). K: lisina, N: asparagina, P: prolina, T: treonina, S. serina, F:
fenilalanina, I: isoleucina, L: leucina, V: valina, H: histidina, E: glutamato, A: alanina, Q:
glutamina.

Posiciones de sustituciones de nucle6tidos en E6 E7
VPH 33 2121233 [3[3|3|4|4]5]|5|6|7|7|8|8]|38 Codigo
1(1|2|1|2|5|6|8|] 48| 2 |3[]0(2[3|3|5]6 GenBank
314|7|5|5|5[4|7|9]|]0]1]|4|6|2|7|3]0]2
Sec.Ref. | A|C|C|C|A|G|A|A|A|A|C|C|G|T|A|G|C]|A M12732.1
BRA1 T T -1T-7- . . . e JQ976760
BRA?2 T T -1T-7- . . . e JQ976761
BRA3 T . . . e JQ976762
BRA4 T T . . . e JQ976763
BRAS T T . . . e JQ976764
CR1 7T . . . e HQ537689
CR2 . . . . . . . . T . . . . . . . . . HQ537690
CR3 C . . sl |G| -] |T HQ537695
CR4 C . G T HQ537696
CR5 C C| - - | T G T HQ537698
CR6 cl-T1T-1-1-7T-1Tcl- R e T HQ537701
CR7 . . -lTlCc|T!| - |C . . T|T|A|C| - |T|G|T HQ537705
CR8 A - | T|]C|T]| - -|C . . T|T|-|]C|--|T|G]|T HQ537707
CHI]_ . . T . . . . . . . . . . . . . . . KF5369
PAR1 C . . . . . C . . T . . . . . . . . JQ976767
PAR?2 . . . . . . . . . . . . . . . . . JQ976768
PAR3 . . . . . . . . . . . . . . . . . JQ976769
PAR4 C . . . . . C . . T . . . . . . . T JQ976770
PARS . . . . . . . . . . . . . . . . . . JQ976771
PER1 T -7 . . . e JQ976775
Mutacién | k | p | s I |V |N I; E A \Ys T | Q
no 35 (36|40 | - | 73|83 |86 | o |14 - |138] - |12 - | - | - |09397
sinénima | N| T | F L|L|H||V A I S| L

Sefialada en rojo mutacién descrita por primera vez en este estudio.
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Variabilidad genética de secuencias E6 y E7 de VPH 35. Los nucle6tidos conservados se marcan
con un punto () y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 35:
Sec. Ref. (No Acceso X74477.1). H: histidina, Y: tirosina, I: isoleucina, V: valina, W: tript6fano,

R: arginina.
Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6 E7 Codigo
VPR35 127 [ 131 [ 136 | 179 | 295 | 326 | 341 | 508 | 543 | 628 | 675 | GenBank
Sec. Ref. A T C T C A A T A G T T X74477.1
CR1 G . A . . T . . . . . . HQ537708
CR2 . A T G G . HQ537709
CR3 A T G . T HQ537710
CR4 A T . . . HQ537711
CR5 A T T C C HQ537715
CR6 . A . . T . T C C HQ537716
CR7 C A C T T C T . . HQ537729
CR8 C A C . T C T HQ537730
Mutacion H I w R Y
no - - - -l 2a | - | 3| 8] - | 14| 23| -
sin6nima Y \ R I H
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Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 52. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (-) y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 52: Sec. Ref.
(No Acceso X74481.1). E: glutamina, D: aspartato, R: arginina, K: lisina, M: metionina, I:
isoleucina, L: leucina, V: valina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6
VPH 52 11222222 |3[3(3|3|4|4|4|5]|5]|5 Cadigo
410(3|5|5|5|9|0|4|5]|7]|]0|2|7|0]|3]|4 GenBank
3107|1123 |6|8|8|0|9|4|5|1|3|0]38
Sec. Ref. A|C|C|IA|C|G|G|T|C|G|A|T|G|C|G|A|A| X74481.1
ARG1 C| |- | | - | KI675787.1
CR1 . HQ537731
CR2 HQ537732
CR3 HQ537733
CR4 . HQ537734
CR5 . - | C HQ537737
CR6 G G| - HQ537738
CR7 G - | G HQ537739
CR8 . C| G HQ537740
CR9 . . . . C| G . HQ537741
CR10 A|A|A|C C| - G HQ537743
CR11 . . <] - ]C G HQ537745
CR12 <] G| C . G HQ537746
CR13 T|T . C T . HQ537747
CR14 T|T C T - HQ537748
CR15 T|T C T|A]| - HQ537749
CR16 T|T C T|A|T - | HQ537750
CR17 T| T . C T - . G | HQ537751
Mutacién E [; M L K
no 14| - -1-1 - 1 65| -183 | -193|-|-|-|-]-=-1]-
sin6nima D K I Vv R
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Anexo O

Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 52. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (-) y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 57: Sec. Ref.
(No Acceso X74481.1). T: treonina, I: isoleucina, S: serina, G: glicina, Y: tirosina, D: aspartato, H:
histidina, N: asparagina, L: leucina, R: arginina.

VPH 52 Posiciones de sustituciones de nucledtidos en E7 Cadigo
573 | 662 | 681 | 706 | 707 | 727 | 733 | 742 | 751 | 766 | 801 | 848 | GenBank
Sec. Ref. T C A|lA|G T C G C C A T | X74481.1
CRl . . . . . . . . . . . . HQ537731
CR2 . . . . . . . . . . . . HQ537732
CR3 . . . . . . . . . . . . HQ537733
CR4 . . . . . . . . . . . . HQ537734
CRS . . . . . . . . . . . . HQ537737
CRG . . . . . . . . . . . . HQ537738
CR7 . . . . . . . . . . . . HQ537739
CR8 . . . . . . . . T . G - | HQ537740
CR9 . . . . . . . . T G HQ537741
CR10 A . G A G A . G - | HQ537743
CR11 A T G A G T A G G | HQ537745
CR12 A T G A G T A : G G | HQ537746
CR13 C . . . A G - | HQ537747
CR14 C A G HQ537748
CR15 C A G HQ537749
CR16 C . A G HQ537750
CR17 C . G . . . . : A G - | HQ537751
Mutacién T S Y H D H L
no - 37 - 52 - 59 | 61 | 64 - 72 - 99
sin6nima I G D Y N N R

Sefialada en rojo mutacion descrita por primera vez en este estudio.
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Variabilidad genética de secuencias E6 de VPH 58. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto (-) y sin cambio de aminodacidos con guion (-). Secuencia de referencia de VPH 58: Sec. Ref.

(No Acceso D90400.1). V: valina, I: isoleucina, D: aspartato, E: glutamato, N: asparagina.

Posiciones de sustituciones de nucleétidos en E6 Codigo
VPH 58 13 143 18 193 | 245 26 307 36 373 39 GenBank
6 7 0 7 8
Sec. Ref. A T C G G | A C C A | A D90400.1
ARGC1 A T G | JX896419.1
ARGC2 T G DQ866823.1
CR1 . T . HQ537754
CR2 T T HQ537755
CR3 . T HQ537756
CR4 . T HQ537757
CR5 G . . . T . HQ537758
CR6 . C . A A T G HQ537766
CR7 . T A | A . T G HQ537767
CR8 T A | A C T G HQ537768
CR9 T . . . T A . HQ537772
CRI10 T T A HQ537773
CR11 T T A HQ537774
HON1 T . T . KC190280
. . Vv D N
ivicard IR I I S P73 I R I
I E D

Sefialadas en rojo las mutaciones descritas por primera vez en este estudio.
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Variabilidad genética de secuencias E7 de VPH 58. Los nucle6tidos conservados se marcan con un
punto () y sin cambio de aminoacidos con guion (-) y un sitios desconocidos con interrogacion (?).
Secuencia de referencia de VPH 58: Sec. Ref. (No Acceso D90400.1). N: asparagina, S: serina, T:
treonina, I: isoleucina, G: glicina, R: arginina, H: histidina, C: cisteina, A: alanina, E: glutamato.

Posiciones de sustituciones de nucledtidos en E7 Cadigo
VPHS8 | g7 630 614 | 632 649 744 | 760 | 761 757 778 | 793 789 801 | 840 825 GenBank
Sec. Ref. A A A C G T G G T T A C C C T D90400.1
ARG1 . . G C A . . G T A T . KJ675787.1
BRA1 . A G . A C . . . . . JX896414.1
CR1 G A G A . C HQ537754
CR2 . . G . . . HQ537755
CR3 T G A HQ537756
CR4 T G A HQ537757
CR5 . T G A . . . . . HQ537758
CR6 G . G C A G T A T HQ537766
CR7 G G C A G T A T HQ537767
CR8 G G C A G T A T . HQ537768
CR9 . G . . . G T A T C HQ537772
CR10 G C G T A T C HQ537773
CR11 . . . G . . G T A T C HQ537774
COL1 ? T . A G A . . . . . JQ976849
GUA1 ? . T . G A . JQ976864
GUA2 ? . . . G . . . JQ976858
Mutacién N D T G G63H/ C T T
no 5 - 14 | 20 | 41 - | G63D/ | - - 69 | 74 | 76 - - -
sinénima S G I R G63S R A E

Sefialadas en rojo las mutaciones descritas por primera vez en este estudio.




