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Resumen
La busqueda de biomarcadores precisos para predecir lesiones HSIL en pacientes con VPH continlda

siendo un gran desafio. Las técnicas diagndsticas actuales presentan limitaciones relacionadas con
su especificidad, coste y caracter invasivo. Con el objetivo de identificar alternativas moleculares
no invasivas, en este trabajo se empled un enfoque transcriptomico mediante secuenciacién de
lectura larga combinado con el andlisis del uso diferencial de transcritos (DTU). Los resultados
revelaron alteraciones significativas en el perfil de isoformas de los genes S100A14 y KRT19. En el
caso de S100A14, destacé la isoforma S100A14-204 por alcanzar un valor significativo respecto a
los otros grupos, la elevada presencia de la isoforma S100A14-205 en el grupo HSIL, y el intrén
retenido en S100A14-206. Ademas, se determind que todas las variantes codificantes del gen
convergen en la misma secuencia proteica de 104 aminoacidos, lo que sugiere que las diferencias
estructurales se encuentran en las regiones UTRs, cuya desregulacion corresponde a los
mecanismos de control postranscripcional. Por otra parte, el gen KRT19 presentaba un
desplazamiento simétrico, reciproco y de direccion opuesta entre sus dos isoformas principales en
pacientes con HSIL, lo que apunta a un cambio en el splicing alternativo asociado a la progresion de
la lesién. En conjunto, estos hallazgos identifican por primera vez a S100A14 y KRT19 como genes
candidatos de interés en las lesiones HSIL y demuestran la utilidad de la secuenciacion de lectura

larga para el descubrimiento de biomarcadores.

Abstract

The search for accurate biomarkers to predict HSIL lesions in HPV-infected patients remains a
significant challenge. Current diagnostic techniques have limitations related to their specificity,
cost, and invasive nature. To identify non-invasive molecular alternatives, this study employed a
transcriptomic approach using long-read sequencing combined with differential transcript use
(DTU) analysis. The results revealed significant alterations in the isoform profile of the S100A14 and
KRT19 genes. For S100A14, the S100A14-204 isoform stood out due to its significantly higher value
compared to other groups, the high prevalence of the S100A14-205 isoform in the HSIL group, and
the retained intron in SI00A14-206. Furthermore, it was determined that all coding variants of the
gene converge on the same 104-amino-acid protein sequence, suggesting that the structural
differences lie in the UTRs, whose dysregulation corresponds to post-transcriptional control
mechanisms. Moreover, the KRT19 gene exhibited a symmetric, reciprocal, and opposite-direction
shift between its two main isoforms in patients with HSIL, pointing to a change in alternative splicing
associated with lesion progression. Taken together, these findings identify S100A14 and KRT19 for
the first time as candidate genes of interest in HSIL lesions and demonstrate the utility of long-read

sequencing for biomarker discovery.
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GLOSARIO:
aa: aminoacidos.
AAR: anoscopia de alta resolucion.

ADAR1 (adenosine deaminase acting on RNA
1): adenosina desaminasa que actua sobre

ARN 1.

ADN: dcido desoxirribonucleico.
ADNc: ADN complementario.
AR: alto riesgo.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosémico.

ASC-H (atypical squamous cells-cannot
exclude HSIL): células escamosas atipicas en

las que no se puede descartar HSIL.

ASC-US (atypical squamous cells of
undetermined significance): células
escamosas atipicas de significado

indeterminado.
Best-q: valor de corte dptimo.

BH (Benjamini-Hochberg): método de ajuste

de p-valores de Benjamini-Hochberg.
bp (base pairs): pares de bases.

BR: bajo riesgo.

CCE: carcinoma de células escamosas.

CDS (coding sequence): secuencia

codificante.

CEIM: Comité de Etica de la Investigacion

con Medicamentos.

CRTA (capture and reverse transcription):
adaptador de captura o transcripcion

inversa.
CTRL (control): control.

CVRS: calidad de vida relacionada con la

salud.

DTU (differential transcript usage): uso

diferencial de transcritos.
E (early): regidén temprana.

E6AP (E6-associated protein): ubiquitina-

ligasa intracelular asociada a E6.
EPS: examen proctolégico estandar.

HGUE: Hospital General Universitario de

Elche.
HO/BI: homosexual/bisexual.
HSH: hombres que tienen sexo con hombres.

hTERT (human telomerase reverse
transcriptase): transcriptasa inversa de la

telomerasa humana.

HSIL (high-grade squamous intraepithelial
lesion): lesion escamosa intraepitelial de alto

grado.
HTSX: heterosexual.

IQR (interquartile range): rango

intercuartilico.
KRT19: citoqueratina 19.

L (/ate): region tardia.



LCR (long control region): regién larga de

control.

LSIL (low-grade squamous intraepithelial
lesion): lesién escamosa intraepitelial de

bajo grado.
M: mediana.

MANE (matched annotation from NCBI and
EMBL-EBI): anotacién concordante de NCBI y
EMBL-EBI.

MiRNAs (microRNAs): microARN.
n: nimero de participantes.
NIA: neoplasia intraepitelial anal.

Novel: transcrito de novo (no anotado en

bases de datos de referencia).

ONT (Oxford Nanopore Technologies):
tecnologia de secuenciacion de Oxford

Nanopore Technologies.

oligo-dT: cebador compuesto por una

cadena corta de desoxitimidinas.

p16INK4a / p16: inhibidor de quinasas

dependiente de ciclinas.
pRB: proteina del retinoblastoma.

p-valor: p-valor ajustado con el método de

Benjamini-Hochberg.

PVV: personas que viven con el VIH.

gPCR (quantitative polymerase chain
reaction): reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa.

RNA-seq (RNA sequencing): secuenciacién de

ARN.

RT (reverse transcription): retrotranscripcion

o transcripcion inversa.

SCJ (squamous-columnar junction): unidn

escamocolumnar.

SIL (squamous intraepithelial lesion): lesion

escamosa intraepitelial.

SNG: secuenciacion de nueva generacion.
TAR: tratamiento antirretroviral.

Undef (undefined): indefinida.

UTRs (untranslated regions): regiones no

traducidas.
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

VLP (virus-like particles): particulas similares

avirus.
VPH: virus del papiloma humano.

VPH-AR: virus del papiloma humano de alto

riesgo.

A: delta mediana (diferencia entre la
mediana del grupo HSIL y la mediana del

grupo control).



1. INTRODUCCION

1.1 Infecciones por el Virus del Papiloma Humano (VPH) en personas que viven con

VIH (PVV)

El virus del Papiloma Humano (VPH) es la infeccidn de transmision sexual mas prevalente a nivel
mundial y el principal agente etioldgico del cdncer anal, entre otros tumores anogenitales. En la
poblacién general, la mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y asintomaticas, y se
resuelven espontdneamente gracias a una respuesta inmunitaria eficaz. Sin embargo, en las
personas que viven con VIH (PVV), la inmunosupresidn asociada a la infeccion por el virus
compromete el aclaramiento viral, favoreciendo la persistencia de la infeccion por VPH y su
progresion hacia lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (HSIL) y precursoras de cancer

(Natale el al., 2024).

La interaccion entre el VIH y el VPH es bidireccional. Por un lado, la infecciéon por VPH puede
modificar el microambiente mucosal genital y alterar su integridad, favoreciendo la entrada del VIH
por una baja regulacién de proteinas antimicrobianas (Liebenberg et al.,2019) (Dreyer, 2017). Por
otro lado, la inmunodeficiencia inducida por el VIH, caracterizada por la deplecion de linfocitos T
CD4+, deteriora la vigilancia inmunitaria frente al VPH, aumentando el riesgo de infeccidn
persistente y de progresion a HSIL (Man et., al 2025). Esta progresién sigue una secuencia bien
establecida: desde lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) hasta HSIL y carcinoma,
en la que la integracidon del genoma del VPH en el ADN del huésped y la expresidn de las

oncoproteinas E6 y E7 desempefian un papel central (Natale et al., 2024).

Pese a los grandes avances del tratamiento, actualmente no existe una cura para el VIH, las
personas con este virus mantienen tratamientos antirretrovirales (TAR) de por vida (Tarrés-Freixas
et al., 2025). No obstante, gracias a la introduccion de la TAR en la década de 1990, la infeccién por
VIH ha pasado de ser una enfermedad mortal a una crdnica, lo que ha permitido un aumento
significativo en la esperanza de vida de las PVV. Sin embargo, estas personas presentan con
frecuencia comorbilidades asociadas que pueden afectar negativamente a su calidad de vida

(Garcia-Lépez et al., 2020).

1.2 Caracteristicas del VPH

Las particulas de VPH son pequefias (60 nm de didmetro) y comprenden 72 capsdomeros

pentaméricos que encierran una cadena de ADN circular y de doble hebra (Grupo | segin la



clasificaciéon de Baltimore). Pertenecen a la familia Papillomaviridae vy subfamilia
Firstpapillomaviridae. Su genoma se organiza en 3 regiones funcionales: la region larga de control
(LCR, Long Control Region), la region temprana (E, Early) y la regién tardia (L, Late). La LCR es una
region no codificante con funcién reguladora de la transcripcion de los genes virales, especialmente
de E6y E7. Laregion E codifica las proteinas tempranas y no estructurales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7)
implicadas en la replicacidon del genoma viral y oncogénesis. Por ultimo, la regién L codifica dos
proteinas estructurales de la capside: L1y L2 (Figura 1A). L1 es la proteina mayoritaria de la capside
y se autoensambla en particulas similares a virus (virus-like particles, VLPs); y L2, es la proteina
minoritaria que desempefia un papel en el empaquetamiento del genoma viral (Figura 1B)

(Williamson, 2023) (Beltran Lissabet, 2014).
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Figura 1. El panel representa la estructura y organizacion del VPH. El panelizquierdo (A) muestra
la organizacidon gendmica del VPH. Se representan las tres regiones principales: la region larga de
control (LCR), la region temprana (E) con sus genes E1-E8, y la regidn tardia (L) con las proteinas de
la cdpside L1 y L2. Figura tomada de: Beltrdn Lissabet, 2014. El panel derecho (B) muestra la
estructura de la particula viral del VPH. Se representan los componentes principales: la cépside
externa formada por las proteinas L1y L2, y el nucleo interno constituido por el ADN gendmico de
doble cadena asociado a histonas. Imagen tomada de: Adaptado de IARC,2023

Existen mas de 150 genotipos de VPH, que se clasifican en dos grupos en funcion de su
capacidad para producir lesiones cancerosas: los de alto riesgo (AR) u oncogénicos, que incluyen
los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 entre otros, y los de bajo riesgo
(BR) o no oncogénicos, como los genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. Entre los de
AR, VPH-16 y VPH-18 son los genotipos mas estudiados, ya que son responsables de

aproximadamente el 70 % de los canceres asociados a este virus (Williamson, 2023).



Especificamente, el VPH16 es el mas prevalente y se asocia a carcinomas de células escamosas, con
alta actividad replicativa y amplia distribucidn en canceres cervicales; mientras que VPH18, tiene
mayor probabilidad de integrarse en el genoma del huésped y se asocia preferentemente con

adenocarcinomas (Xiao et al., 2025)

1.3. Factores de riesgo y poblaciones vulnerables al cancer

Los grupos de mayor riesgo en los que se recomienda la deteccion de lesiones
precancerosas anales son: 1) hombres que tienen sexo con hombres (HSH) que viven con VIH, 2)
mujeres con antecedentes de HSIL o cancer vulvar por VPH y 3) personas que se sometieron a un
trasplante de érgano sélido hace mads de 10 afios. La tasa de progresion de HSIL a carcinoma de
células escamosas (CCE) varia segun la edad del paciente, la presencia de VPH16, el tamafio de las

HSIL y el grado de inmunosupresion.

En PVV, la inmunodeficiencia, la inflamacién crénica inducida por el virus y determinados
factores como el consumo excesivo de alcohol y tabaco aumentan el riesgo de desarrollar
neoplasias definitorias de SIDA, como el sarcoma de Kaposi (SK), el cancer cervical invasivo y el
linfoma no Hodgkin (LNH). Estas personas son también mas susceptibles a coinfecciones con virus
oncogénicos como el virus de Epstein-Barr (VEB), el herpes virus humano 8 (HHV-8), el VPH y los
virus de la hepatitis By C (VHB y VHC). A pesar de los avances con la TAR, estas neoplasias siguen

diagnosticandose frecuentemente en estadios avanzados (Omar et al., 2024).

1.4. Mecanismos de oncogénesis asociados al VPH

La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y se resuelven espontdneamente en
pocos meses sin consecuencias clinicas relevantes. Sin embargo, en determinados casos,
especialmente en individuos inmunodeprimidos, la infeccidon persistente puede favorecer la
transformacion celular. El desarrollo del cancer asociado al VPH no forma parte del ciclo de
replicacién viral, sino que es la combinacién de multiples factores, que incluyen: la integracién del
ADN viral en el genoma del huésped, la alteracién de la regulacién génica celular, la activacién de

vias de sefializacién mediadas por proteinas virales y la inflamacién crénica (Xiao et al., 2025)

Las proteinas virales E6 y E7 desempefian un papel clave en este proceso, ya que interfieren
con la funcién de genes supresores de tumores como p53, pRb, p21 y pl1l6, promoviendo la

proliferacién celular descontrolada y la acumulacidn de alteraciones genéticas. Comprender los
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mecanismos que actlan contra la oncogénesis ha proporcionado pistas para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas: medicamentos antivirales, inhibidores de proteinas virales y vacunas
preventivas, aunque el tratamiento de las neoplasias asociadas al VPH continta siendo un desafio

clinico. (Xiao et al., 2025).

La proteina E6 del VPH es uno de los principales determinantes de la capacidad oncogénica
de los genotipos de alto riesgo. Su mecanismo de accién mas relevante consiste en la unién a la
ubiquitina-ligasa intracelular (E6AP), formando un complejo que recluta a la proteina supresora de
tumores p53, promoviendo su ubiquitinacidn y degradacién por el proteasoma. La pérdida de la
funcién de p53 suprime la regulacién de la apoptosis y favorece la acumulacién de mutaciones que
conducen al desarrollo de cancer (Li et., al 2019) (Figura 2B). Ademas, E6 activa la telomerasa

(hTERT), contribuyendo a la inmortalizaciéon celular (Xiao et al., 2025).

La oncoproteina E7 complementa la accién de E6 actuando sobre otra via clave del control
celular. E7 se une con alta afinidad a la proteina del retinoblastoma (pRb), la cual se encarga de
mantener reprimidos los factores de transcripcion E2F, frenando la progresién del ciclo celular. La
union de E7 inactiva a pRb y libera al factor de transcripcién E2F, permitiendo que la célula avance
directamente a la fase S donde ocurre una replicacién descontrolada (Miinger et al., 1989) (revista

CENIC) (Figura 2A).
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Figura 2. Mecanismos oncogénicos de las proteinas E6 y E7 de HPV. A) Efectos de la oncoproteina
E7 sobre la regulacidn del ciclo celular, se muestra la liberacién de E2F ocasionado por la unién de
E7 con pRb. La interaccion entre E7 y p21 libera la represidn que ésta ultima ejerce sobre CdK2 y
ciclinas E y A. B) Efectos de la proteina E6 en la regulacidn del ciclo celular. La proteina E6 de HPV
bloquea la apoptosis y permite la progresién celular al causar la degradacién de p53 (revista CENIC)

La vacunacioén frente al VPH es un método de prevencidn primaria eficaz y costo-efectivo,
con gran potencial de gran impacto para reducir la incidencia de las enfermedades inducidas por el

VPH (Liebenberg et al., 2019).
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1.5. Cribado y diagnéstico de lesiones anales asociadas al VPH en PVV

El cribado de lesiones anales en PVV ha cobrado gran importancia debido a su mayor riesgo
de infeccidn persistente por VPH y progresion a lesiones HSIL. En este contexto, el estudio ANCHOR
(Palefsky, 2022) demostro que el tratamiento de las lesiones HSIL reduce en un 57% el riesgo de
progresidn a cancer anal en esta poblacidn, lo que refuerza la importancia del diagndstico precoz y
el seguimiento sistematico. En PVV con sintomas anorrectales o como parte del seguimiento clinico,
puede realizarse un examen proctolégico estandar (EPS), que incluye inspeccién del margen anal,

tacto anorrectal digital y anoscopia simple.

Aunqgue la EPS es generalmente bien tolerada, su rendimiento para detectar HSIL es
deficiente al carecer de magnificacidn dptica y tincién con acido acético, caracteristicas propias de
la anoscopia de alta resolucion (AAR). Se comprobd que de 446 hombres que viven con VIH, no

logré detectar ninguno de los 146 casos de HSIL (Spinder et al., 2023).

La citologia anal constituye una de las principales herramientas de cribado en PVV, debido
a su capacidad para detectar alteraciones celulares asociadas a infecciones por VPH. En esta
poblacién, se utiliza como prueba inicial de cribado. Sin embargo, presenta limitaciones
importantes, como una especificidad moderada y una correlacidon variable con los hallazgos
histoldgicos. Por ello, su mayor utilidad se observa cuando se combina con la deteccién de
genotipos de AR de VPH y con la AAR. La AAR constituye la técnica de referencia para el diagndstico
confirmatorio de HSIL en PVV. Permite la visualizacién directa del epitelio anal y la toma de biopsias
dirigidas, lo que mejora significativamente la precision diagndstica. Presenta una sensibilidad entre

el 59% - 100% y una especificidad entre 66% - 74% (Sprinder et al., 2024) (Natale et al., 2024).

La deteccidon de VPH-AR se basa en la deteccion del genoma viral por PCR en células
extraidas de la zona de transicién anal. La prueba para VPH-AR es extremadamente sensible para
la deteccion de HSIL, con una sensibilidad del 90%. Por el contrario, su especificidad es baja (40-

47% para mujeres y solo del 35% para HSH VIH+) (Sprinder et al., 2024) (Natale et al., 2024)
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1.6. Biomarcadores en patologia anal

Debido a las limitaciones de la citologia y la imposibilidad de realizar de forma masiva la
AAR, existe una necesidad urgente de biomarcadores objetivos que sirvan como herramientas de
triaje en el cribado de lesiones anales asociadas al VPH (Cohen & Clarke, 2023) (Gaisa et al., 2021).
En este contexto, en los ultimos afios se han evaluado varios biomarcadores relacionados con la
infeccion por VPH, entre los que destacan el ARNm de las oncoproteinas E6/E7 y la proteina
pl6INK4a (p16) (Tabla 1), ambos asociados a procesos de transformacion celular inducidos por el

virus (Rollo et al., 2021).

A diferencia de la deteccion de ADN viral, que Unicamente confirma la presencia del VPH,
la deteccién de ARNm permite identificar infecciones activas pues refleja la expresidén de las

oncoproteinas E6 y E7 implicadas en la carcinogénicos por VPH.

Estudios comparativos han mostrado que las pruebas basadas en ARNm presentan una
especificidad superior a la deteccion de ADN viral, especialmente si se limita a los cinco genotipos
altamente oncogénicos (16, 18, 31, 33 y 45). Esta mayor especificidad permite mejorar la
identificacion de HSIL. Por el contrario, las técnicas basadas en ADN presentan mayor sensibilidad
al incluir un mayor nimero de genotipos, aunque a costa de una menor especificidad y valor
predictivo positivo. Por ello, se plantean estrategias combinadas que podrian optimizar la seleccion

de pacientes candidatos a AAR y mejorar el diagndstico precoz de lesiones HSIL (Castle et al., 2011).

La proteina p16INK4a es un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclina cuya
sobreexpresion se produce como consecuencia de la actividad de la oncoproteina viral E7 del VPH.
Por este motivo, se considera un biomarcador indirecto de transformacién celular asociada a
infeccidn persistente por VPH-AR. Su expresion se ha correlacionado con la presencia de HSIL, lo
gue confiere utilidad como herramienta complementaria en el diagndstico de estas lesiones (Rollo

et al., 2021).

1.7. Aproximaciones transcriptomicas para la prediccion de lesiones HSIL

Las limitaciones de las técnicas diagndsticas convencionales, como la citologia anal y la AAR,
han impulsado el desarrollo de nuevas estrategias moleculares para la estratificacion del riesgo de
progresion a HSIL. En este contexto, las tecnologias émicas, y en particular la transcriptémica, surge

como una aproximacion prometedora.
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A diferencia de los tests basados en ADN, la deteccién de ARN mensajero (ARNm) permite
evaluar el estado funcional de la infeccién. En concreto, se han propuesto ensayos dirigidos a los
transcritos virales E6 y E7, cuya expresidn persistente constituye un factor clave en la progresion
hacia HSIL. La integracidn del genoma viral en el genoma del huésped, suelen interrumpir los genes
virales E1y E2, lo que provoca la sobreexpresién desregulada de E6 y E7. Estas oncoproteinas estan
implicadas en multiples procesos caracteristicos del cancer, incluyendo la degradacién de p53, la
inactivacién de pRb y la evasion de los puntos de control del ciclo celular. (Faillace Thiesen et al.,
2025) (Ayass et al., 2026). Se ha observado que los niveles de expresion de E6/E7 son
significativamente mayores en HSIL (80%) en comparacion con LSIL (45%) y lesiones negativas,
mientras que el marcador de infeccion productiva L1 (Tabla 1) presenta el patrén inverso, siendo

mas abundante en lesiones negativas y disminuyendo en LSIL y HSIL (Ayass et al., 2026).

Entre los biomarcadores emergentes destaca la Adenosina Desaminasa que actua sobre al
ARN 1 (ADAR1), una enzima que se encuentra sobreexpresada en las células cancerosas (Tabla 1).
Su isoforma p150 es inducida por un interferdn que facilita la progresion de las lesiones asociadas
al VPH al modular la respuesta inmunitaria del huésped y suprimir la actividad del interferdén. La
cuantificacion del ARNm de ADAR1 representa un método prometedor para mejorar la deteccion

de estas lesiones y reducir procedimientos invasivos innecesarios (Bello-Pérez et al., 2025)

Tabla 1: Biomarcadores de patologia anal y sus caracteristicas

Biomarcador

Tipo

Mecanismo bioldgico

Relacion con HSIL

ARNm de E6/E7

Biomarcador
transcriptémico
viral.

Se expresa durante Ia
degradacién de p53 e

inactivacién de pRb.

Mayor especificidad que el ADN.
permite una mejor identificacién
de HSIL activas.

p16INK4a (p16)

Biomarcador
proteico
celular.

Se sobreexpresa cuando la
oncoproteina E7 altera la via
pRb.

Indicador indirecto de

transformacion celular e

infeccion persistente.

ARNm L1

Biomarcador
transcriptémico
viral.

Expresion de proteinas de la
capside cuando hay

infeccién por VPH.

Su expresion disminuye

progresivamente cuando Ia

lesion llega a HSIL.

ADAR1 (ARNm)

Biomarcador
transcriptémico
celular.

La isoforma p150 (inducida
por interferén) modula la
respuesta inmunitaria vy
favorece la  progresién

tumoral.

Sobreexpresada en  células
cancerosas y asociada a lesiones

HSIL.

Abreviaturas: ADAR1: Adenosina Desaminasa que actla sobre ARN1; ADN: Acido

Desoxirribonucleico; ARNm: acido ribonucleico mensajero; E6y E7: proteinas tempranas 6y 7 (Early
6y Early 7); HSIL: lesidn Intraepitelial de Alto Grado; L1: proteina tardia 1; p150: isoforma 150 de la
proteina ADAR1; p16INK4a: Inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas; p53: proteina supresora
de tumores; pRb: proteina del Retinoblastoma; VPH: Virus del Papiloma Humano.
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Por otro lado, la secuenciacién de ARN de célula Unica (scRNA-seq) permite analizar la
heterogeneidad tumoral y el microambiente inmunoldgico, habiéndose observado diferencias
significativas en las poblaciones linfocitarias entre tumores VPH positivos y negativos. (Su et al.,
2025). No obstante, estas técnicas presentan limitaciones importantes para su traslacién clinica,
incluyendo el elevado coste, el reducido tamafio muestral de los estudios actuales y la complejidad

técnica para su implementacién en el contexto asistencia (Xia et al., 2025).

En este contexto, existe una necesidad urgente de identificar biomarcadores
transcriptémicos accesibles y reproducibles que permitan predecir la presencia de HSIL a partir de
muestras citoldgicas de rutina, evitando procedimientos invasivos y optimizando la seleccién de

pacientes candidatos a AAR.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este TFG es evaluar el perfil transcriptdmico en exudados anales de

pacientes con VIH para identificar biomarcadores asociados a la presencia de lesiones HSIL anales.
Para alcanzar este objetivo principal se establecieron los siguientes objetivos secundarios:

1. Caracterizar los perfiles de expresidn génica en exudados anales en pacientes con y sin
lesiones HSIL.

2. ldentificar firmas transcriptémicas diferencialmente expresadas asociadas a HSIL.

3. Evaluar el potencial predictivo de los biomarcadores transcriptomicos identificados.

4. Analizar las vias moleculares y los procesos bioldgicos diferencialmente regulados entre

pacientes con HSIL y sin HSIL.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio

Este estudio prospectivo se llevé a cabo en el Centro de Salud Sexual del Hospital General
Universitario de Elche (HGUE), en Espaia. Los participantes que se incluyeron eran personas con
VIH con resultados de citologia anal alterada—incluyendo células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US), ASC-H (células escamosas atipicas en las que no se puede descartar HSIL),
lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL) y lesiones de alto grado (HSIL). Todos los participantes
se sometieron a una AAR para la toma de un exudado anal y una biopsia. La biopsia fue analizada
por el servicio de anatomia patoldgica del HGUE, para el diagndstico de HSIL. Los criterios de
exclusién para la AAR comprendian antecedentes de cirugia ano rectal reciente, presencia de

proctitis activa, diagndstico reciente de cancer anal y embarazo.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos (2025/119).

Todos los participantes firmaron el consentimiento informado.

3.2 Extraccion de ARN

El ARN total de los exudados anales de cada participante se aisl6 utilizando el kit comercial
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
muestras fueron lisadas y homogeneizadas. Posteriormente, se adiciond etanol en la misma
proporcién que de lisado y se cargé la muestra en la columna con membranas de silice, aqui el ARN
se unidé a matriz. A continuacion, el ARNm se purificé del ARN total con el Magnetic mRNA Isolation
Kit (New England Biolabs, USA) para eliminar el ARN ribosémico. EI kit emplea unas bolas
magnéticas conjugadas con oligo-dT que hibridan con las colas poly-A del ARNm. El ARNm se
cuantificd mediante el sistema fluorimétrico QuantiFluor® RNA System (Promega, Estados Unidos),
gue permite una cuantificacion especifica del ARN mediante la unién de un fluorocromo

intercalante, siguiendo el protocolo Low Standard (LS) del fabricante.

3.3. Retrotranscripcion (RT) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el objetivo de analizar el perfil transcriptémico de las muestras, se llevé a cabo la
sintesis de ADNc mediante retrotranscripcién a partir de ARNm purificado, siguiendo el protocolo
del kit cDNA-PCR Sequencing V14-Barcoding (SQK-PCB114.24) (Oxford Nanopore Technologies
(ONT), Reino Unido). Este enfoque permite la secuenciacién de transcritos de longitud completa, lo

gue facilita la identificacién y caracterizacion de isoformas de splicing alternativo.
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Brevemente, se llevd a cabo el anillamiento del adaptador CRTA (Capture and Reverse
Transcription Adapter) al ARNm molde. Este adaptador bicatenario presenta un saliente de poli(T)
gue hibrida especificamente con la cola poli(A) del extremo 3’ del ARNm, garantizando la
retrotranscripcion de la longitud completa. A continuacién, se sintetizé la primera cadena de ADNc

usando la enzima Maxima H Minus Reverse Transcriptase.

Posteriormente, el ADNc obtenido se amplificdé mediante PCR con la polimerasa KOD One
PCR Master Mix (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), utilizando cebadores especificos por muestra que
incorporan cédigos Unicos en ambos extremos del amplicdn. Este disefio permite el multiplexado
simultaneo de hasta 24 librerias en un Unico ciclo de secuenciacién Nanopore. Tras la amplificacidn,
se afiadié exonucleasa para degradar los cebadores no incorporados. Finalmente, se realizd una
purificacién con bolas magnéticas (AMPure XP), obteniendo la libreria de ADNc final, lista para

empezar el ciclo.

3.4 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico del uso diferencial de transcritos (Differential Transcript Usage,
DTU), las variables cuantitativas se expresaron mediante la medianay el rango intercuartilico (IQR),
mientras que las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes. La
comparacién entre el grupo control (sin HSIL) y el grupo HSIL se realizé mediante la prueba U de
Mann-Whitney. Los p-valores se ajustaron por comparaciones multiples mediante el método de
Benjamini-Hochberg (BH), aplicado al conjunto de transcritos de cada gen. La delta mediana (4) se
calculé como la diferencia entre la mediana del grupo HSIL y la mediana del grupo control,

utilizando Microsoft Excel.

3.5 Anotacidn y caracterizacion estructural de las distintas isoformas de los
genes S100A14 y KRT19.

Con el fin de contextualizar funcionalmente los transcritos identificados, se llevé a cabo la
anotacién y caracterizacion estructural de las distintas isoformas de los genes S100A14 y KRT19.
Para ello, se consultaron las bases de datos de Uniprot, Ensembl Genome Browser y AlphaFold. A
partir de dichas herramientas bioinformaticas se obtuvo informacion relativa a la secuencia
proteica, la localizacién celular, la secuencia codificante (CDS), la longitud del transcrito y la

estructura tridimensional predicha de la proteina funcional de cada isoforma.
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4.RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de los participantes

Entre septiembre y noviembre de 2025, se recogieron exudados anales y biopsias de 7

pacientes con diagndstico de infeccién por VPH. De acuerdo con los resultados de anatomia

patoldgica, 4 presentaron HSL y 3 no presentaron HSIL. Todos los participantes fueron hombres,

cuya mediana de edad era 55 afios. La mayor parte de los sujetos procedian de Espafia (85%) y

todos ellos estaban vacunados frente al VPH. Las caracteristicas basales de los participantes se

encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas basales de los participantes

Caracteristicas Participantes | Participantes | Total pacientes | Valor p (n=7)
con HSIL sin HSIL (n=7)
(n=4) (n=3)
Edad, mediana (IQR) 47 (37,50 - 57 (55,50- 55 (42,00- 0,114
55,00) 60,00) 63,00)
Sexo, n (%)
Hombres 4 (100) 3(100) 7 (100) No aplicable
Mujeres 0 0 0
Lugar de nacimiento
Espafia 3 (75,00) 3(100) 6 (85,72) 1,00
Otros 1(25,00) 0 1(14,28)
Ruta de transmision VIH, n (%)
HO/BI 3 (75,00) 3 (100) 6 (85,71) 1,00
HTSX 1(25,00) 0 1(14,28)
CD4 NADIR, células/uL, mediana (IQR) 350 (182- 311 (310- 56,00 (310- 0,857
358) 385,) 366)
Vacunacion HPV (%) 100 33,30 71,42 0,143

Abreviaturas: %: porcentaje de expresiéon; HO/BI: homosexual/bisexual; HPV: Virus del Papiloma

Humano; HTSX: heterosexual; IQR: rango intercuartilico; n: nimero de participantes.

4.2 Evaluacion de la calidad de las librerias y clasificacion de lecturas

La calidad de las librerias de secuenciacion se evalué mediante Pychopper, herramienta que

utiliza la deteccién de cebadores como medida indirecta para identificar, orientar y validar la
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integridad de los transcritos. Este analisis nos permite distinguir entre lecturas con cebadores

detectados, lecturas rescatadas y lecturas no clasificables.

En la libreria control, el porcentaje de lecturas con cebadores detectados fue del 92.6%
(76.582 lecturas) mientras que en la libreria HSIL fue del 93% (88.622 lecturas), en ambos casos el
porcentaje de lecturas con cebadores supera el 75%, umbral a partir del cual la calidad de la libreria
se considera aceptable para analisis posteriores. En cambio, el porcentaje de lecturas rescatadas y

de no clasificables fue inferior al 10% en ambas librerias (Figura 3Ay 3B).

El andlisis de la orientacidn de las lecturas mostré distribucion equilibrada entre ambas
hebras en las dos librerias. En la libreria control se observé un 53,7 % de lecturas en orientacion
positiva (+) y un 46,3 % en orientacidn negativa (-); en la libreria HSIL la distribucion fue de 53,6 %
y 46,4 %, respectivamente. La ausencia de sesgo indica que ninguna de las dos hebras fue

amplificada preferentemente, reflejando una correcta construccion de la libreria (Figura 3Cy 3D)

Dentro de las lecturas no clasificables, la mayoria son no interpretables, es decir, sin sefial
de cebadores detectable. Concretamente, se registraron aproximadamente 120.000 lecturas con 0
hits (sin sefial de cebadores) y menos de 10.000 con 2 hits (2 sefiales parecidas a cebadores). Esto

quiere decir que el sistema discrimina bien entre sefial y ruido de fondo (Figura 3E y 3F).

Por ultimo, la métrica mas relevante para la evaluacion de la calidad es el valor de corte
Optimo (Best-q), que determina el umbral a partir del cual el software maximiza la cantidad de bases
utiles sin incorporar lecturas de baja calidad. En ambas librerias, el valor de Best-q fue de 0,5172,
dentro del rango tipico (~0,4-0,7) descrito para conjuntos de datos de ADNc de ONT (Figura 3Gy
3H). Este resultado confirma que el filtrado de calidad aplicado es apropiado y que las lecturas

seleccionadas para analisis son representativas y adecuadas para los analisis subsiguientes.
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Figura 3. Control de calidad de las lecturas de ADNc procesadas mediante Pychopper. Los paneles
de la columna izquierda (A, C, E y G) corresponden a las muestras control (sin HSIL) y los de la
columna derecha (B, D, F, H) a las muestras HSIL. A-B: Distribucion de las lecturas segun su
clasificacion: lecturas con cebadores detectados, lecturas rescatadas y lecturas no clasificables. C-
D: Orientacion de las lecturas respecto a la secuencia original del ADNc; (+) indica orientacidn
positiva y (-) orientacion negativa. E-F: Niumero de hits de cebadores detectados en las lecturas no
clasificables. G-H: Numero de bases Uutiles en funcidn del valor de corte dptimo (Best-g); la linea
vertical roja indica el valor 6ptimo seleccionado.

4.3 Andlisis del uso diferencial de isoformas del gen S100A14

El andlisis DTU (Differential Transcript Usage) del gen S100A14 no reveld diferencias
estadisticamente significativas en la proporcidn relativa de sus isoformas entre pacientes con y sin
HSIL, pues la significancia estadistica tras la correccién de Benjamini-Hochberg estaba dentro del
rango no significativo (p-adj <0.05). A excepcidn del transcrito procesado S100A14-204, cuyo valor
estadistico (p= 0.0436) indica una distribucion diferencial significativa entre ambos grupos (Tabla

3).

De los seis transcritos analizados, cuatro de ellos corresponden a isoformas con biotipo
codificante (S100A14-201, -202, -203, -205), uno es un transcrito procesado (S100A14-204) y otro
presenta un intrén retenido (S100A14-206). En los pacientes control, las isoformas 201, 202, 203,
204 presentaron medianas de uso relativo de entre 24,49 % y 24,63 %, con una variabilidad
intragrupal muy baja (IQR <£0,26). En el grupo HSIL, sus medianas fueron inferiores, oscilando entre
22,22 % y 23,20 % (IQR < 0,92), lo que supone una disminucién de entre 1,42 y 2,27 puntos

porcentuales respecto al control (A mediana=-1,42 a -2,27).

Es destacable el comportamiento de la isoforma S100A14-205, un transcrito codificante de
expresidn minoritaria en condiciones basales. En el grupo control, su mediana de uso relativo fue
de 1,36 % (IQR=0,76), mientras que en el grupo HSIL ascendié a 5,95 % (IQR= 1,49), lo que supone
un incremento de 4,59 puntos porcentuales (A mediana= +4,59). Aunque este cambio no alcanzé
significacién estadistica, la magnitud del desplazamiento podria ser de interés bioldgico en el

contexto de la transformacién neoplasica.

Por ultimo, el transcrito S100A14-206, clasificado como intrén retenido, mostré un
aumento de 1,99 puntos en el grupo HSIL (mediana= 0,18 % en control frente a 2,17 % en HSIL; A

mediana= +1,99) sin alcanzar significacion estadistica (p=0,2845).
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Tabla 3. Andlisis del uso diferencial de las isoformas del gen S100A14 entre pacientes siny con HSIL,
expresado en proporcién a la expresion total del gen.

Transcrito | Biotipo/ M. IQR M. IQR | A p-valor

Nombre CTRL CTRL HSIL HSIL | Mediana

(%) (%)

ENSTO0000 | S100A14-201 24.63 0.14 23.20 0.76 |-1.42 0.0571
368702 (codificante)
ENSTO0000 | S100A14-202 24.63 0.14 23.20 0.76 |-1.42 0.0571
344616 (codificante)
ENSTO000 S100A14-203 24.49 0.26 22.51 0.92 |-1.98 0.0571
368701 (codificante)
ENSTO0000 | S100A14-204 24.49 | 0.26 22.22 | 048 |-2.27 0.0436
476873 (transcrito

procesado)
ENSTO0000 | S100A14-205 1.36 0.76 5.95 1.49 | +4.59 0.0571
368700 (codificante)
ENSTO0000 | S100A14-206 0.18 0.34 2.17 2.89 | +1.99 0.2845
469571 (intrén

retenido)

Abreviaturas: %, porcentaje sobre la expresidon total del gen; A mediana, diferencia entre la
mediana del grupo HSIL y la mediana del grupo control; CTRL, grupo control; IQR, rango
intercuartilico; M., mediana; p-valor, p-valor ajustado mediante el método de Benjamini-Hochberg.

4.4 Analisis y caracterizacion estructural de las isoformas del gen S100A14

Para determinar la diversidad funcional del gen S100A14, se realizd una caracterizacion in
silico de sus distintas isoformas. El analisis reveld la existencia de seis transcritos principales en

Homo sapiens, cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 4.

Cuatro de estos transcritos (S100A14-201, -203, -204 y -206) poseen capacidad codificante,
dando lugar a una proteina de 104 aminodcidos, a pesar de las diferencias en la longitud de las
pares de bases (bp) de los ARNm debido a las variaciones en las regiones no traducidas (UTRs).
Aunque estas isoformas producen la misma proteina, las diferencias en las UTRs pueden tener
consecuencias en la regulacién postranscripcional. Los transcritos S100A14-202 y S100A14-205 se

clasifican como biotipos no codificantes y no generan producto proteico definido; su presencia
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podria tener un papel regulador a nivel postranscripcional. Todas las isoformas presentan

localizacién citoplasmatica.

Tabla 4. Andlisis y caracterizacidn estructural de las isoformas del gen S100A14.

Transcrito ID Nombre Bp Biotipo Proteina | Localizacién | Organismo
S100A14-201 | 1054 | Proteina 104aa Citoplasma Homo
ENST00000368702 codificante sapiens
S100A14-202 No proteina | ____ Citoplasma Homo
ENST00000344616 494 sapiens
ENST00000368701 | S100A14-203 Proteina 104aa Citoplasma Homo
104 codificante sapiens
ENST00000476873 | S100A14-204 Proteina 104aa Citoplasma Homo
1218 | codificante sapiens
ENST00000368700 | S100A14-205 | 435 No proteina | ____ Citoplasma Homo
sapiens
ENST00000469571 | S100A14-206 | 1025 | Proteina 104aa Citoplasma Homo
codificante sapiens

Abreviaturas: aa, aminodacidos; bp: pares de bases.

La estructura tridimensional de la proteina fue obtenida mediante el servidor AlphaFold

(Figura 6). El modelo revela una proteina compacta formada por cuatro hélices alfa principales

organizadas en dos motivos EF-hand, estructura caracteristica y conservada de la familia S100. El

dominio EF-hand es el responsable de la unién a calcio (Ca 2*), que actia como sefial reguladora de

la actividad de la proteina. A nivel funcional, S100A14 actia como un modulador de p53

participando en la regulacidon de la proliferacidn, diferenciacion y supervivencia celular.
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Figura 4. Modelado estructural de la proteina S100A14 obtenido mediante AlphaFold. Se
representan las hélices alfa caracteristicas del dominio EF-hand. El cédigo de colores indica la
confianza de la prediccidon: azul oscuro (>90), muy alta; azul claro, alta (70-90); amarillo, baja (50-
70); naranja, muy baja (<50). Las regiones de mayor confianza coinciden con el nucleo hidrofébico
formado por las hélices mientras que los extremos N y C-terminal muestran menor confianza,
coherente con su naturaleza flexible.

4.5 Andlisis del uso diferencial de las isoformas del gen KRT19

El analisis DTU del gen KRT19 se realizé sobre dos transcritos identificados en los datos de
secuenciacion: la isoforma KRT19-201, designada como MANE Select que es codificante, y un
transcrito novel MSTRG.2898.1, con secuencia codificante (CDS) no definida. Ninguno de los dos

transcritos alcanzé significacién estadistica (p=0,0571).

No obstante, cabe destacar la magnitud del cambio reciproco observado entre ambas
isoformas. En el grupo control, la isoforma candnica KRT19-201 presenté una mediana de uso
relativo del 53,33 % (IQR= 1,40), mientras que en el grupo HSIL esta proporcién ascendio al 75,86%
(IQR=1,71), lo que supone un incremento de 22,53 puntos porcentuales (A mediana= +22,53). De
forma complementaria, el transcrito MSTRG.2898.1 redujo su mediana del 46,67 % en el grupo
control al 24,14 % en el grupo HSIL (A mediana= -22,53). Sus alteraciones son simétricas y de
sentido opuesto, lo que confirma que se trata de un desplazamiento entre las dos isoformas dentro

del mismo gen, sin cambios en la expresidn génica total (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis del uso diferencial de las isoformas del gen KRT19 entre pacientes sin y con HSIL,
expresado en proporcion a la expresion total del gen.

Transcrito Biotipo/ M. IQR M. IQR A p-valor
Nombre CTRL CTRL HSIL HSIL | Mediana
(%) (%)
ENST00000361566 | KRT19-201 53.33 140 | 75.86 | 1.71 +22.53 0.0571
MANE
Select
(coding)
MSTRG.2898.1 KRT19- 46.67 140 | 24.14 | 1.71 -22.53 0.0571
novel
(CDs
undef.)

Abreviaturas: %, porcentaje sobre la expresion total del gen; A mediana, diferencia entre la
mediana del grupo HSIL y la mediana del grupo control; CDS, Coding Sequence (secuencia
codificante); coding, codificante; CTRL, grupo control; IQR, rango intercuartilico;, M., mediana;
MANE, Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI (anotacién concordante de NCBI y EMBL-EBI);
novel, transcrito de nuevo , no anotado en bases de datos de referencia; p-valor, p-valor ajustado
mediante el método de Benjamini-Hochberg; undef, indefinida;

4.6 Andlisis y caracterizacion estructural de las isoformas del gen KRT19

La caracterizacidn in silico del gen KRT19 se llevé a cabo mediante un andlisis bioinformatico
de sus variantes de transcripcion. Los datos obtenidos estan en la Tabla 6 y muestran la existencia

de dos transcritos principales.

El transcrito ENST00000361566, designado como MANE Select, presenta un ARNm de 1576
bp que codifica una proteina de 403 aminodcidos correspondiente a la queratina de tipo |
citoplasmadtica. Por otro lado, el transcrito novel MSTRG.2898.1, de 546 pb, no tiene CDS definida
en las bases de datos de referencia, por lo que su potencial codificante y funcion bioldgica

permanecen por determinar.

Tabla 6. Andlisis y caracterizacion estructural de las isoformas del gen KRT19

Transcrito ID Nombre Bp Biotipo Proteina | Localizaciéon | Organismo

ENST00000361566 | KRT19-201 1576 | Proteina 403aa Citoplasma | Homo

MANE Select codificante Sapiens
MSTRG.2898.1 KRT19-novel | 546 No - Citoplasma | Homo
proteina Sapiens

Abreviaturas: aa, aminodcido; bp, pares de bases; novel, de nuevo.
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La estructura tridimensional de la proteina KRT19 fue predicha mediante AlphaFold (Figura
5). El modelo revela una arquitectura filamentosa organizada en torno a un dominio central de
varillas formado por dos hélices alfa en disposicidon coiled-coil, estructura caracteristica y
conservada de todas las queratinas y filamentos intermedios del citoesqueleto. Este dominio es el
responsable de la polimerizacién de la proteina en filamentos y presenta la mayor confianza de
prediccidn. De especial relevancia es la ausencia del dominio de cola C-terminal, rasgo distintivo de
KRT19 respecto al resto de queratinas de tipo |, que podria condicionar sus interacciones proteina-
proteina y papel en la dindmica del citoesqueleto epitelial terminal. Su localizacion es

citoplasmadtica y se integra en la red de filamentos intermedios del citoesqueleto.

Model Confidence A~

I Veryhigh (pLDDT > 90)
High (90 > pLDDT > 70)
Low (70 > pLDDT > 50)
Very low (pLDDT < 50)

B pLDDT is a per-residue

)| measure of local confidence.

ok Learn more...
Domains (1) v
Annotations v

Figura 5. Modelado estructural de la proteina KRT19 obtenido mediante AlphaFold. Se representa
una arquitectura filamentos organizada en torno al dominio central de varilla, formado por hélices
alfa dispuestas en coiled-coil, estructura muy conservada en filamentos e imprescindible para la
polimerizacién y el andamiaje citoplasmatico. Ausencia del dominio de cola C-terminal. El cédigo
de colores indica la confianza de la prediccidon por residuos: azul oscuro, muy alta (>90); azul claro,
alta (70-90); amarillo, baja (50-70); naranja, muy baja (<50), localizdndose la méaxima fiabilidad en
el nucleo helicoidal de la proteina y en las regiones terminales una menor fiabilidad.
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5. DISCUSION

Hasta el momento las técnicas empleadas para la deteccidon de HSIL en pacientes con VPH
tienen escasa especificidad, exceso de procedimientos invasivos, elevado coste y malestar para el
paciente (Chen et al.,, 2013). En este contexto, el presente estudio explord el potencial de la
secuenciacion de lectura larga (ONT) combinada con analisis de uso diferencial de transcritos (DTU),
con objetivo de identificar alteraciones transcriptomicas asociadas a la presencia de lesiones HSIL.
Como resultado, se identificaron cambios en el uso relativo de isoformas de los genes S100A14 Y
KRT19, lo que sefiala a estos genes como candidatos de interés para futuros estudios dirigidos a

evaluar el valor biolégico y diagndstico de los eventos de splicing asociados a HSIL

Cada vez hay mas evidencia que sugiere la importancia de las proteinas de la familia S100
en la tumorigénesis y la progresion tumoral, siendo reguladoras clave en la progresion del ciclo
celular, el crecimiento, la invasion y la migracion celular (Wang et al., 2015). La proteina S100A14
pertenece a esta familia de proteinas de bajo peso molecular y contiene dominios y motivos
estructurales especializados en la unién a calcio que desempeian un papel fundamental en la
regulaciéon de multiples procesos celulares. Su expresién es altamente heterogénea entre los
distintos tejidos humanos, lo que sugiere que no presenta una funcidn universal, sino que su

funcién depende del tejido y contexto bioldgico especifico (Basnet et al., 2019).

Asimismo, S100A14 se ha identificado como modulador de la diferenciacion de
gueratinocitos en epitelio escamoso, un proceso esencial para el mantenimiento de la homeostasis
epitelial y cuya alteracidon se ha asociado al desarrollo y progresién de diversas neoplasias
escamosas (Chen et al., 2013). Sin embargo, la funcién bioldgica de S100A14 parece depender en
gran medida del contexto tisular. Estudios previos han descrito comportamientos opuestos de esta
proteina en tumores de origen epiteliales y mesenquimal, actuando en algunos casos como
supresor tumoral y en otros favoreciendo la progresion tumoral. Aunque los mecanismos
responsables de estas diferencias no se conocen completamente, se ha propuesto que podria estar
relacionado con las proteinas efectoras con las que interactla y las vias de sefializacion activas en

cada tejido (Basnet et al., 2019).

En el presente estudio, el gen S100A14 no revelé diferencias globales significativas en el
uso de sus isoformas entre participantes con y sin HSIL, con la excepcion del transcrito SI00A14-
204 (p=0,0436), que si presentd una diferencia significativa entre grupos. Ademas, se observo un
aumento de mas del cuadruple de la isoforma codificante SI00A14-205 en el grupo HSIL. Aunque
este Ultimo cambio no fue estadisticamente significativo debido al nimero de muestras, nos indica

una posible tendencia a un mayor uso de esta isoforma en el contexto de HSIL. Por ultimo, la
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isoforma S100A14-206, que presenta un intrén retenido, aumento casi el doble en el grupo HSIL.
Este cambio podria sugerir una alteracion en el proceso de splicing, ya que la retencion de intrones
puede dar lugar a transcritos menos estables o potencialmente no funcionales. Sin embargo,
ninguno de estos cambios alcanzd significacidon estadistica, probablemente debido al tamafio
muestral reducido. Un hallazgo de especial relevancia es que todas las variantes codificantes
convergen en la misma secuencia de 104 aa. Por tanto, las diferencias observadas se localizan en
las regiones no traducidas (UTRs). Esto sugiere que podrian existir cambios en los mecanismos de
regulacién postranscripcional, como la unién de micro ARNs o proteinas que interactian con el
ARN, alterando la estabilidad del ARNm o su eficiencia de traduccion, sin necesidad de modificar

los niveles de transcripcion del gen.

KRT19 (citoqueratina 19) es una proteina de los filamentos intermedios, expresada
principalmente en células epiteliales, donde desempefia un papel estructural como citoesqueleto
y participa en proceso de diferenciacion epitelial y sefalizacidon celular (Saha et al., 2018). Su
estructura destaca por la ausencia del dominio de cola C-terminal, lo que le confiere alta flexibilidad

en el ensamblaje de los filamentos intermedios (Moll et al., 2008).

Aligual que S100A14, la funcién de KRT19 parece depender del tipo de tejido y del contexto
tumoral. Se ha descrito que participa en procesos relacionados con la progresién tumoral en
distintos tipos de cancer, aunque sus efectos pueden variar segun el érgano de origen. Por ello, su
papel biolégico todavia no se comprende completamente y parece estar condicionado por las

caracteristicas especificas de cada tejido (Saha et al., 2018).

En el contexto de las lesiones intraepiteliales escamosas asociadas a VPH, diversos estudios
sugieren una posible implicacién de KRT19 en la carcinogénesis escamosa. Se ha observado su
expresion en la unidon escamocolumnar (SCJ) del cérvix, una regidn especialmente susceptible a la
infeccidon por VPH de AR. Su expresion fue positiva en la totalidad de los casos de CIN3 y carcinoma
escamoso cervical analizados, lo que apunta a su posible implicacion en la carcinogénesis cervical

mediada por VPH de AR (Santoro et al., 2025).

También se ha descrito que las oncoproteinas virales E6 y E7 de los VPH de alto riesgo
inducen la inmortalizacidn de queratinocitos y alteran el patron de expresidn de citoqueratinas en
epitelio escamoso estratificado, incluyendo la desregulacion de KRT19 favoreciendo asi el proceso

escalonado que conduce al carcinoma escamoso (Serrano-Villar et al., 2017).

Sin embargo, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existian estudios que hubieran
evaluado especificamente los cambios de isoformas de KRT19 en las lesiones anales HSIL mediante

el uso diferencial de transcritos.
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En nuestro estudio, el andlisis DTU del gen KRT19 identificd dos isoformas principales: la
candnica KRT19-201 y el transcrito de novo, MSTRG.2898.1, con secuencia codificante no definida.
Los resultados revelaron un cambio en el uso relativo de ambas isoformas entre los grupos
estudiados. En los pacientes HSIL, la proporcién de KRT19-201 aumentd su uso relativo del 53,33%

al 75,86%, mientras que la de MSTRG.2898.1 disminuyd del 46,67% al 24,14% (p = 0,0571).

Aunque esta diferencia no alcanzé significacion estadistica, los resultados sugieren una
tendencia hacia un mayor uso de la isoforma candnica en las lesiones HSIL. Este patrén podria
reflejar cambios en los mecanismos de splicing asociados a la progresion de la lesion, mas que

alteraciones en la expresion global del gen.

La relevancia funcional de este hallazgo todavia no esta clara. Sin embargo, dado que KRT19
participa en la organizacién estructural del epitelio y que su expresion se encuentra alterada en
distintos procesos neoplasicos asociados al VPH, este cambio de isoformas podria relacionarse con

alteraciones celulares que acompafian al desarrollo de HSIL.

En conjunto, estos hallazgos implican por primera vez a KRT19 como un gen de interés para
futuros estudios sobre splicing alternativo en lesiones anales asociadas al VPH. La interpretacion de
estos resultados debe realizarse teniendo en cuenta las caracteristicas de la cohorte estudiada.
Aungue el tamafio fue reducido (n=7), los grupos presentaron niveles de CD4 nadir comparables,
lo que podria haber reducido el efecto de la inmunosupresiéon como factor de confusién sobre los
patrones de splicing observados. La validacién en cohortes de mayor tamafio sera necesaria para

determinar la reproducibilidad de este hallazgo y su posible utilidad como biomarcador.

6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En conclusidn, los principales hallazgos de este trabajo son:

1. La combinacidon de la secuenciaciéon de lectura larga (ONT) y el andlisis de uso
diferencial de transcritos (DTU) demostrd ser una aproximacion metodoldgica viable y
eficaz para identificar alteraciones transcriptomicas asociadas a la presencia de
lesiones HSIL en pacientes con VPH.

2. El analisis molecular identifico, por primera vez en el contexto de lesiones anales HSIL,
alteraciones en el perfil de isoformas de los genes S100A14 y KRT19, consolidandolos

como potenciales candidatos de interés bioldgico y diagndstico.
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3. En S100A14 se observaron cambios compatibles con mecanismos de regulacion
postranscripcional.

4. En KRT19 se detectd un cambio coordinado en el uso relativo de sus principales
isoformas, sugiriendo una posible alteracidon en el splicing alternativo asociada a la

progresion de la lesidn.

El primer paso para consolidar estos resultados seria su validacion en cohortes de mayor
tamano, asi como en muestras de tejido obtenidas mediante biopsia. Esta aproximacion permitira
determinar si las alteraciones en el uso de isoformas observadas en los exudados relejan los
cambios transcriptomicos presentes en el tejido lesionado, reforzando el potencial de los exudados

como fuente de biomarcadores no invasivos para la deteccion de HSIL.

Una vez confirmada esta asociacion, estudios futuros podran centrarse en entender mejor
los mecanismos de regulacion postranscripcional propuestos para S100A14. Seria de gran interés
explorar in silico las regiones UTR de sus transcritos, mediante herramientas bioinformaticas de
prediccién. Se podrian identificar sitios de unidn para microARNs (miRNAs) o proteinas de union a
ARN (RBPs) especificos que modulen la estabilidad y la eficiencia de traduccién del ARNm en el
microambiente de las lesiones HSIL. Una vez identificadas estas dianas, se confirmaria

experimentalmente su interaccion funcional mediante ensayos de gen reportero de luciferasa.

Por otro lado, los cambios observados en KRT19 justifican la evaluacidn del posible papel
de las oncoproteinas virales E6 y E7 de los genotipos de VPH-AR sobre la maquinaria de splicing
celular y comprender si la transicién de la isoforma MSTRG.2898.1 a la candnica KRT19-201 es una
consecuencia de la expresién de estas oncoproteinas. Para ello, podemos emplear modelos
celulares de queratinocitos anales inmortalizados donde se silencien o sobreexpresen

selectivamente dichos factores virales.

En conjunto, estas lineas de investigacion futuras permitirdn profundizar en el
conocimiento sobre los eventos de splicing alternativo asociados a HSIL, mejorando nuestra
comprension de la patogénesis molecular de las lesiones anales inducidas por VPH y contribuyendo

al desarrollo de nuevos biomarcadores de diagndstico no invasivos y de alta especificidad.
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