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Resumen

En México, el cancer cérvico uterino constituye un problema de salud muy importante,
ya que representa la primera causa de muerte por cancer en la poblacién femenina. Cerca del
90% de los tumores cervicales son de la variedad de células escamosas. Los
adenocarcinomas, los carcinomas adenoescamosos y de células pequefias son poco frecuentes,
pero representan entidades clinicamente importantes. Estos tipos histologicos tienen un peor
pronostico relativo y presentan un comportamiento biologico mas agresivo que los tumores de
OTigen escamoso.

A pesar de que son varios los eventos implicados en el desarrollo del cancer de cérvix,
actualmente los virus de papiloma humano (HPV) son los factores de mayor importancia
etiolégica. En estudios con poblaciones de todo el mundo se han encontrado variaciones
genbémicas de diferentes aislados de HPV-16 y HPV-18. Hasta ahora, no se ha demostrado
que estas variaciones se correlacionen con caracteristicas patologicas de los tumores.

Aparentemente la infeccion por HPV, aun de alto riesgo, no es suficiente por si sola
para inducir el desarrollo del carcinoma cervical, por lo que otros factores deben de estar
involucrados. Se ha demostrado que los oncogenes virales E6 y E7 son capaces de
inmortalizar cultivos de células primarias, pero la transformacién celular posterior requiere de
la cooperacion de los genes ras. Varios estudios sefialan la importancia de las mutaciones en
los genes ras en tumores ginecolégicos; sin embargo, su papel en tumores del cérvix todavia
es controversial.

El interés de este trabajo fue buscar algunos factores que pudieran intervenir en el
desarrollo y/o pronéstico de distintas presentaciones histologicas del céncer cérvico uterino.
Se analiz6 tanto la presencia de mutaciones activadoras en los codones relevantes de los 3
genes ras como la presencia y tipo de variantes de HPV en una muestra de tumores de cérvix
de pacientes mexicanas. El exén 2 de K-ras se encontré mutado con alta frecuencia en los
tumores con un componente glandular (adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos).
Esto sugiere que el oncogen K-ras podria contribuir a los mecanismos de transformacién
neopldsica en estos tipos celulares.

El 73% de los tumores analizados fueron positivos a HPV, fluctuando entre 85% y
54%, segun el grupo histoldgico. Encontramos la presencia de variantes de HPV de los tipos
16, 18 y 45. La variante de HPV-16 tiende a asociarse con tumores de pacientes de menor
edad, en comparacién con la clona de referencia. Esto sugiere un comportamiento bioldgico
m4s agresivo para esta variante. E| hallazgo mas importante sobre HPV en este estudio es la
asociacién aparentemente exclusiva, entre una de las variantes de HPV-18 vy los tumores de
células escamosas, lo que podria reflejar un comportamiento menos agresivo para esta
variante. En contraste, la clona HPV-18 de referencia podria relacionarse con un
comportamiento muy agresivo al presentarse en un porcentaje elevado de los tumores de
células pequefias y de los adenocarcinomas del cérvix. La asociacién de ciertas variantes de
HPV con tipos histolégicos especificos de cancer cérvico uterino, sugiere que diferentes
factores celulares influyen en la capacidad de transformacién viral, o que variantes
especificas de HPV presentan alguna ventaja en crecimiento en ciertos tipos celulares.



Abstract

In Mexico, cervical cancer constitutes a serious health problem and represents the first
cause of death from cancer in Mexican women. Close to 90% of cervical tumors have a
squamous origin. Although adenocarcinoma, adenosquamous carcinoma, and small-cell
carcinoma of the uterine cervix are reported to be tow in incidence, these types of tumors are
clinically important, since they usually exhibit a more aggressive biologic behavior and a
poorer prognosis than squamous cell carcinomas.

There are many factors implicated in cervical cancer development, but human
papillomavirus (HPV) is the most important. DNA sequence variations among different
isolates of HPV-16 and HPV-18 have been found worldwide. To date, these variations have
not been shown to correlate with pathotogic features.

1t seems that an HPV infection alone, even of high risk type, is not enough to develop
a cervical cancer and that another factors should be involved. It had been shown that viral
onocogenes E6 and E7 can immortalize primary cell cultures, but later cellular transformation
requires ras oncogene cooperation. A number of studies have addressed the incidence of ras
mutations in gynecologic cancers, but its role in cervical cancer is still controversial.

The aim of this work was to find some factors possibly involved in the prognosis or
development of particular histologic forms of cervical carcinoma. We analyzed the presence
of activating ras mutations and HPV variant status in a sample of tumors of the uterine cervix
from Mexican patients. We found that mutations in exon 2 of K-ras are relatively frequent in
adenocarcinomas and adenosquamous cervical carcinomas. This suggests that this oncogene
may contribute to malignant transformation in these cellular types.

73% of the analyzed tumors were positive to HPV sequences, ranging between 85%
and 54% depending on the histologic type. We found variants of HPV types 16, 18, and 45.
The HPV-16 variant seems to be associated with tumors from younger patients, compared to
the reference clone. This suggests a more aggressive biological behavior for this variant. The
most important finding concerning HPV in this study, was the apparently exclusive
association of an HPV-18 variant and squamous cell carcinoma. Possibly meaning a less
aggressive behavior for this variant. In contrast, the reference clone may have a more
aggressive behavior since it was found to associated with all other histologic types except
squamous carcinoma. The association of certain HPV isolates and the histopathologic
characteristics of tumors suggests either that different cellular factors can influence viral
transformation ability, or that certain HPV variants present a growth advantage over
particular cellular types.
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Introduccion

El problema

El carcinoma cérvico uterino {CaCU) es una enfermedad de distribucion universal,
que ocupa el quinto lugar en frecuencia entre las neoplasias de todo el mundo. Cada afio
ocurren cerca de 465,000 nuevos casos de cancer de cérvix, y 200,000 muertes por esta
enfermedad. Se calcula que debido al cancer cérvico uterino, en promedio se pierden 17
afios de vida por cada muerte, antes de los 70 afios de edad; esto da un estimado de mas
de 3.4 millones de afios de vida, perdidos cada afio por esta causa en todo el mundo

(Parkin, et al., 1988).

Este padecimiento representa un problema de salud muy importante
principalmente en los paises no industrializados, donde ocupa el primer lugar en
frecuencia de cancer en la poblacion femenina. La informacion mas reciente muestra que
en México, el cancer cérvico uterino se coloco en tercer lugar como causa de mortalidad
por tumores malignos, ademds de ser responsable de 21,554 defunciones registradas en
México entre 1990 y 1994 (Tapia et al., 1996). La edad promedio de las mujeres
mexicanas que presentan esta patologia es de 48 afios, pero el grupo de mujeres cuyas
edades fluctian entre 35 y 44 afios son las mas afectadas. La mitad de las mujeres con

carcinoma in situ tiene menos de 35 aifios.

Desafortunadamente, el cancer de cérvix en etapas tempranas produce muy pocos
sintomas, de modo que las pacientes que nunca se han realizado un Papanicolaou a
menudo se les diagnostica la enfermedad en fases avanzadas. De este modo resulta claro
que el factor mas importante para disminuir la mortalidad por cancer de cérvix es la
participacion en programas de deteccion oportuna. Mediante estos programas muchas
pacientes con neoplasia cervical seran diagnosticadas cuando la enfermedad todavia se
encuentre confinada al epitelio. Las nuevas y sofisticadas tecnologias que permiten
evaluar la funcion celular en mayor detalle, muestran que el carcinoma cervical varia

enormemente de acuerdo a su comportamiento biologico. Por esta razon, para que la



terapia pueda ser propiamente individualizada, resulta muy importante evaluar todas las

variables histologicas y clinicas que puedan repercutir en el pronostico.

Anatomia del cuello uterino

El Gtero y el endocérvix se originan de los conductos miulerianos, que distalmente
se unen al epitelio vaginal para formar el ectocérvix (Krantz, 1973). El ectocérvix se
fusiona con el canal endocervical cerca de la abertura externa; el sitio en el que el canal
endocervical se une al istmo se le llama abertura interna. Originalmente, el epitelio
escamoso se une con el epitelio columnar secretor de moco del endocérvix en la region
de la abertura externa (union escamocolumnar). La posiciéon anatomica de esta region
varia entre diferentes mujeres, asi como en las diferentes fases de la vida de una misma
mujer. Este proceso ocurre como consecuencia de factores hormonales que influyen en la
conformacién del cérvix durante la vida fetal, la pubertad y particularmente el embarazo.
Por ejemplo, durante la infancia, la uniéon escamocolumnar se mueve hacia el ectocérvix,

debido a la eversion de los labios cervicales (ectopia).

El endocérvix se compone de papilas estromales delineadas con epitelio mucinoso.
El espacio o los nichos entre las papilas (criptas) se denominan “glandulas”, aunque no
son glandulas verdaderas. Durante los afios reproductivos, el epitelio columnar
endocervical se “transforma” y es reemplazado por epitelio escamoso. Este proceso
ocurre en la region de la unién escamocolumnar “original”, delineando una zona circular
irregular alrededor de la abertura, que varia en su ancho y se llama zona de
transformacion o zona T (ver figura 1). Esta zona se encuentra principalmente en los
labios anterior y posterior del cérvix. La transformacion se puede dar por la porcion en
crecimiento del epitelio escamoso hacia la region del epitelio columnar, o por el
reemplazo de las células columnares desde abajo, por células de reserva que presentan
metaplasia escamosa; este evento caracteriza el potencial de las células de reserva de
diferenciarse hacia componentes escamosos o glandulares. El epitelio escamoso
gradualmente reemplaza la las células columnares endocervicales, uniéndose a las papilas

endocervicales y cambiando la superficie irregular de las papilas, a una superficie lisa. La



zona T es donde se origina la gran mayoria de las lesiones precancerosas y los carcinomas

invasores del cérvix.

1
3
c
E
Unidn escamocolumnar Eversion endocervical Zona de transformacién con unién
original (ectopia) escamocolumnar funcional

Figura 1. Tres tipos de unién escamocolumnar. El ectocérvix se encuentra totalmente
cubierto con epitelio escamoso nativo y la union escamocolumnar ocurre en la abertura
externa (izquierda). Un ectopismo del endocérvix mantiene a la union escamocolumnar
“original” abajo de la abertura externa, en el exocérvix (centro). Una ectopia substituida
por epitelio escamoso forma la zona de transformacion; la nueva unién escamocolumnar
de la zona de transformacién se localiza en la abertura externa (derecha). C = epitelio

~ columnar endocervical; I = istmo uterino; E = epitelio escamoso.



Historia natural del cancer de cérvix

Las neoplasias intraepiteliales del cérvix (NIC) se definen como lesiones
escamosas intraepiteliales en proliferacion, que presentan maduracién anormal,
alargamiento nuclear y atipia (aglutinacion gruesa de la cromatina y contornos nucleares
irregulares). A estas lesiones se les llama displasia (leve, moderada o severa) o NIC (I-
111). Tradicionalmente, las diferentes lesiones intraepiteliales del cérvix se han
considerado como una serie de cambios moleculares que se acumulan, mas que tratarse
de eventos morfologica o bioldgicamente distintos que inevitablemente progresan de uno
al siguiente (Richart, 1993). Esta visién se ha modificado en parte por el descubrimiento
de que ciertos tipos de virus de papiloma humano generalmente se asocian solo con
displasias leves (HPV-6, HPV-11). Ademas, se ha visto que las lesiones leves presentan
un contenido de DNA diploide o poliploide, lo que correlaciona con su tendencia a
révertir (Bibbo et al., 1989; Fu et al,, 1988). En contraste, las displasias moderadas o
severas frecuentemente son aneuploides, presentan un mayor grado de atipia celular y
tienen mayor tendencia a persistir o progresar (Bibbo et al., 1989; Fu et al., 1983; Fu et
al,, 1988). A pesar de esta nueva vision, el panorama no es tan claro ya que no se
pueden distinguir, consistentemente, las lesiones precancerosas verdaderas de lesiones
benignas que sean citologica o histologicamente similares. Del mismo modo, la
variabilidad en la historia natural de lesiones biologicamente similares puede estar

influenciada por una gran diversidad de factores.

No se conoce el tiempo que se requiere para que una lesion evolucione desde
displasia leve a displasia severa, o para que eventualmente progrese a un cancer invasor y
es imposible determinarlo mediante observacion directa. No seria ético ni
pragmaticamente posible que un grupo de mujeres que presentan lesiones epiteliales,
aparentemente peligrosas y potencialmente progresivas, se dejen sin tratamiento para
solamente observar su evolucién. Sin embargo, se han desarrollado modelos matematicos
para tratar de entender lo que podria suceder. Estos modelos se basan en los datos de
varios estudios que involucran mujeres de diferentes edades, con diferentes factores
epidemiolégicos de riesgo. Se ha calculado que el tiempo promedio que le toma a una

lesion epitelial progresar de un grado al siguiente, es aproximadamente de 5 afios (Barron



y Richart, 1968); y de 1 a 30 afios (con un promedio de 10 a 13 afios) lo que le toma a

una displasia severa o NIC 111, para progresar a cancer invasor (Gustafsson et al., 1989).

Etapificacion clinica

La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) ha definido los
criterios mas aceptados, hoy en dia, para la etapificacion clinica del CaCU (FIGO, 1995)
(ver Tabla 1). La enfermedad preinvasora (NIC) se coloca en una categoria aparte. El
sistema FIGO se basa en un cuidadoso examen clinico y en los resultados de estudios
radiologicos y procedimientos especificos. La etapa clinica debe de asignarse antes de
que se administre una terapia definitiva y nunca debe cambiarse en base a los hallazgos
posteriores. Las reglas y observaciones del sistemia FIGO son parte integral del sistema
de etapificacion clinica que deben observarse estrictamente para evitar incongruencias

entre instituciones.
Tabla |. Sistema de etapificacién de la FIGO

Etapa 0 Carcinoma in situ, intraepitelial
Etapa IA Carcinoma invasor, confinado estrictamente al cérvix, diagnostico sélo
microscopico. IA1: invasion al estroma menor de 3 mm de profundidad,
IA2: invasion al estroma de 3 a 5 mm de profundidad
IB Carcinoma invasor confinado al cérvix, diagnostico macroscépico. IB1:
lesion clinica menor de 4 cm; 1B2 lesion clinica mayor de 4 cm
Etapa IIA  E! cancer se extiende mas alla del cérvix, sin alcanzar la pared pélvica;
involucra a la vagina sin comprender al tercio inferior, no hay invasion
al parametrio,
1B Invade al parametrio
Etapa IIIA El cancer invade el tercio inferior de la vagina
[IIB  Se extiende a la pared pélvica
Etapa IVA El cancer se extiende mas alla de la pelvis o abarca
clinicamente la mucosa de la vejiga o el recto, se disemina a 6rganos
adyacentes

IVB El cancer se disemina a 6rganos distantes



Tipos histolégicos

El conocimiento del origen y comportamiento del carcinoma invasor del cérvix se
ha incrementado en los ultimos afios. Muchos estudios al respecto se basan en la
morfologia del carcinoma cervical. Ahora sabemos que el CaCU se manifiesta en distintas
presentaciones histoldgicas, cuya nomenclatura se basa en su comportamiento y no en
algunas caracteristicas morfologicas universales que definen al cancer (Tabla II). La
informacion obtenida del registro histopatolégico de neoplasias malignas en México
(Tapia et al.,, 1996), sefiala que la variante histologica mas frecuente en México es el
carcinoma de células escamosas (91.5%), al que le siguen en orden de importancia el
adenocarcinoma (3.7%), el carcinoma adenoescamoso (1.7%) y otras variedades menos

frecuentes, entre las que se encuentra el carcinoma de células pequeiias.

Cerca del 80% al 90% de los carcinomas cervicales son del tipo escamoso. Las
variedades mas comunes del carcinoma de células escamosas son el de células grandes
queratinizantes y no queratinizantes. Estas tienen en comuin una diferenciacion celular
escamosa, tanto en la formacion intracelular de puentes como en la gqueratinizacidon. Sin
embargo, las variedades no queratinizantes presentan queratinizacion de células unicas,
mientras que el tipo queratinizante presentan la formacion de perlas de queratina

(revisado por Benda JA, 1994).

Anteriormente, el diagnostico de adenocarcinoma estuvo limitado a aquellos
tumores en los que habia una arquitectura glandular identificable. En la nueva
clasificacion, muchos subtipos de adenocarcinoma todavia presentan caracteristicas
glandulares; sin embargo, ahora dentro del tipo mucinoso existen algunos subtipos que no
presentan esas caracteristicas (Kurman et al., 1992). De igual forma, carcinomas con una
diferenciacion glandular minima con presencia de mucina intracelular, se aceptan como
adenocarcinomas pobremente diferenciados. El carcinoma endometrioide se asemeja a
tumores de origen endometrial, sin mucina intracelular. Debido a su parecido con
carcinomas del cuerpo uterino, el carcinoma endometrioide suele presentar problemas en
la determinacion del sitio primario. El aderoma maligno es un tipo de adenocarcinoma

muy dificil de diagnosticar, dado que aunque las células glandulares pueden presentar



formas anormales, la atipia celular es minima. El diagnostico usualmente se hace
posterior a la histerectomia, donde la profundidad de la proliferacion glandular es su
principal distintivo. Entre otros subtipos de adenocarcinoma de cérvix estin los
viloglandulares, que son tumores bien diferenciados en los que la fina vasculatura se

cubre con epitelio de tipo cervical, endometrial o intestinal (revisado por Benda, 1994).

La clasificacion del carcinoma adenoescamoso en un principio incluy6é tumores con
arquitectura glandular y diferenciacion escamosa en el mismo tumor. La categoria
expandida incluye carcinomas pobremente diferenciados que, con diferenciacion celular y
produccion intracelular de mucina, en ocasiones se les llama carcinomas

mucoepidermoides.

El grupo de carcinomas de células pequefias, aunque numéricamente pequeiio, es
muy particular. Contiene células tumorales pequefias, con escaso citoplasma, nucleo
redondo a ovalado, nucleolo pequefic o ausente y alta actividad mitdtica. Este tipo
celular representa menos del 1% de las neoplasias cervicales (Miller et al., 1991). Los
tumores de células pequeiias mas agresivos son los que presentan diferenciacion

neuroendocrina (Sheets et al., 1988; Silva et al., 1984) .

Algunos estudios indican que existen diferentes factores de riesgo asociados a
CaCU segun el tipo histologico. El carcinoma de células escamosas es el de mejor
prondstico (Platz et al,, 1995). Para el adenocarcinoma se reporta peor pronostico que
para el carcinoma escamoso (Hopkins et al., 199, Drescher et al.,, 1989). Se ha
demostrado una supervivencia similar para los dos tipos histolégicos en enfermedad
localizada, pero una menor supervivencia para el adenocarcioma en etapas mas
avanzadas. Para el carcinoma adenoescamoso también se reporta un comportamiento
agresivo y en los estudios poblacionales presenta la menor supervivencia tanto en

enfermedad localizada como diseminada (Platz et al., 1995).

El carcinoma de células pequeiias también se ha identificado como uno de los
grupos de peor pronostico (Gersell et al., 1988; Van Nagell et al., 1988), aunque los

estudios mas recientes indican que los tumores neuroendocrinos de células pequeifias en



10

realidad tienen el peor de los pronosticos, con los que sugieren un tratamiento mucho

mas agresivo (O’Hanlan et al., 1991).

Aunque anteriormente el tipo histoldgico parecia no tener un gran valor predictivo
como extensiéon del cancer cérvico uterino, actualmente se observa que la clasificacion
resulta importante. En la actual clasificacion histologica, las pequefias categorias que
antes eran abarcadas por categorias mas grandes, ahora resulta que se han definido

porque presentan verdaderas implicaciones en el pronodstico.

Tabla Il. Clasificacion histolégica de tumores epiteliales del cérvix

A. Carcinoma de células escamosas
1. No-queratinizante
2. Queratinizante
3. Verrugoso
4. Papilar transicional
8. Tipo-linfoepitelioma
B. Adenocarcinoma
1. Mucinoso (endocervical, intestinal)
2. Endometrioide
3. Viloglandular bien diferenciado
4. Adenoma maligno
§5. Células claras
6. Seroso
7. Mesonéfrico
C. Otros tumores epiteliales
1. Carcinoma adenoescamoso
2. Carcinoma de células vidriosas
3. Carcinoma adenoide quistico
4. Carcinoma adenoide basal
5. Tumor carcinoide

6. Carcinoma de células pequenas
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Factores de riesgo

Numerosos estudios epidemioldgicos han tratado de implicar a través de los
aflos una gran variedad de agentes como factores de riesgo para desarrollar cancer
cérvico uterino. En primer lugar, se ha postulado que es una enfermedad de tipo venéreo,
causado predominantemente ﬁor un agente infeccioso transmitido por via sexual (Beral,
1974). Las evidencias sugieren que tanto para la neoplasia intraepitelial como para el
carcinoma invasor, el nimero de parejas sexuales y la edad del primer contacto sexual
son factores de riesgo independientes, a pesar de que los dos estén inevitablemente
ligados. Se ha sugerido que el cérvix adolescente es mas susceptible a influencias
carcinogénicas, dados los cambios hormonales propios y la metaplasia que ocurre, se
piensa que una temprana edad para el primer contacto sexual puede incrementar la
sensibilidad a los efectos de un agente transmitido sexualmente (Reeves et al., 1985). Si
un agente de transmision sexual es en gran parte responsable de la aparicidén del cancer de
cérvix, se esperaria encontrar una asociacion entre el comportamiento sexual de la pareja
masculina y la presentacion de cancer cérvico uterino en su mujer. Algunas observaciones
son consistentes con esta asociacion, e incluso la mas convincente sugiere que el riesgo
para desarrollar CaCU en mujeres mondgamas se relaciona con el nimero de parejas

sexuales que han tenido sus maridos (Buckley et al., 1981).

Son varios los agentes de transmision venérea que han sido implicados, en
diferentes momentos, en la etiologia del cancer de cérvix. Sin embargo, actualmente se
considera al virus de papiloma humano o HPV (del inglés Human Papillomavirus) como

el agente mas importante en la etiologia del CaCU.

Patogenesis viral y epidemiologia

Los agentes infecciosos que actualmente se asocian directamente con la etiologia
del cancer cérvico-uterino, son los HPV (zur Hausen et al., 1976). Desde que Diirst y
sus colegas en 1983, aislaron por vez primera el DNA de HPV de células de cancer
cervical, un gran numero de investigadores han confirmado el papel que tienen estos

virus en la carcinogénesis del cuello uterino (Crum et al., 1984; Lorincz et al., 1987,
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Reeves et al., 1989). E! HPV se asocia claramente tanto con las lesiones intraepiteliales
del cérvix (lesiones precursoras), como con el carcinoma invasor (Broker and Botchan,
1986). Con base en la prevalencia de HPV encontrada en lesiones precursoras y en cancer
invasor, los tipos de HPV pueden dividirse en categorias de riesgo oncogénco (Lorincz et
al., 1992). Se ha observado que el genoma de los HPV, denominados de “alto riesgo”
(como son los HPV-16, 18, 45 y 31), se encuentra en el 90% de las lesiones
precursoras y de cancer invasor (Boshart et al., 1984; Durst et al., 1983; Crum et al.,
1984). En contraste, los HPV de “bajo riesgo” (como son HPV-6 y 11} se encuentran
predominantemente en los condilomas vulvovaginales frecuentes y los condilomas
exofiticos del cérvix poco comunes (Gissman et al 1983; Willett et al., 1989). Evidencias
recientes, obtenidas de estudios prospectivos de pacientes con lesiones preneoplasicas,
apoyan la conclusion de que la progresion de la enfermedad se asocia con infecciones de

HPV de alto riesgo (Remmik et al., 1995).

Los estudios epidemiolégicos realizados en varios paises muestran que la
asociacion de HPV con las neoplasias del cérvix es muy importante, independientemente
a otros factores de riesgo (Mufioz et al., 1992; Bosch et al., 1993; Schiffman et al,
1993). Recientemente, en un estudio a nivel mundial llevado a cabo por “The International
Biological Study of Cervical Cancer” (IBSCC), se detect6 la presencia de algin tipo de HPV en
mas del 93% de los tumores invasores de cérvix (Bosch et al., 1995). Algunos estudios
muestran que hasta en el 28% de las mujeres pueden ocurrir infecciones ocultas por HPV
(Koutsky et al., 1988; Schneider et al., 1987). Sin embargo, la relacion entre infeccion y
transformaciéon neopldsica no es directa, y aun no son claros los mecanismos por los
cuales la infeccion oculta evoluciolna hasta la lesion intraepitelial, que posteriormente

progresa, en algunos pacientes, a cancer invasor (Koutsky et al., 1988).

Se han propuesto algunos factores que influyen en el desarrollo y en la historia
natural de lesiones intraepiteliales asociadas a estos virus e incluyen: el tipo de HPV
(Reid et al.,, 1987), el estado inmunoldgico de la mujer ( Koutsky et al., 1988), el
tabaquismo (Layde, 1989), el estado hormonal (Verreault et al., 1989), el estado
particular de la zona de transformacién (zona T) y la edad (Coppelson and Brown, 1975).

E! desarrollo de una lesion precancerosa del cérvix aparentemente involucra varios
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eventos. La exposicion a algin tipo de HPV de “alto riesgo” probablemente produce una
infeccion inicial del epitelio escamoso eh la zona T, seguido por alteraciones
morfologicas y biolégicas de las células infectadas por el HPV. Aunque en este proceso
no es clara la interaccion entre HPV y genes celulares, algunos estudios apoyan la
participacion de alteraciones en oncogenes celulares, para que se produzca un cancer

invasor (DiPaolo et al., 1989).

Los virus de papiloma en el desarrollo del cancer humano

Resulta interesante ver que las descripciones mas antiguas que mencionan posibles
infecciones asociadas con HPV en condilomas clasicos (verrugas exofiticas) en los
genitales externos, tanto de hombres como de mujeres, datan de la era de los romanos.
En el siglo pasado se observo que en ocasiones, las verrugas genitales se convertian en
carcinomas de células escamosas de manera extrafla, en vulva y pene (revisado por zur
Hausen, 1977). Cominmente se interpretaba que este evento no estaba relacionado con
algun agente infeccioso, a pesar de que la naturaleza infecciosa de las verrugas fue
reconocida por Ciuffo (1907), cuando él mismo se indujo la formacién de verrugas
después de auto-inocularse extractos de verrugas libres de células. En 1922
Lewandowsky y Lutz (1922) describieron una condicion hereditaria muy extrafia, la
epidermodisplasia verruciforme, caracterizada por verrugas atipicas que cubrian largas
areas de la piel. La naturaleza infecciosa de estas verrugas fue demostrada por Jablonska
y sus colegas (1972), también por la auto-inoculacion de extractos libres de células. En
1936 dos patologos hungaros, Balé y Korpassy, trataron de establecer una posible
relacion entre ciertos tipos de céncér y cierto tipo de verrugas, en material de autopsias
(Balo & Korpassy, 1936). No fue sino hasta la década de los 70s cuando se reconocio
que los HPV podrian tener un papel en el desarroilo de las neoplasias cervicales. El DNA
del primer HPV genital que se describi6 fue el de HPV-6 (Gissman et al., 1980), el cual
se detectd en una verruga genital (condiloma acuminado), posteriormente se clond y
caracterizo. Esto permitio primero, el aislamiento del DNA de un HPV muy relacionado
(HPV-11) en papilomas de laringe y de verrugas Agenitales; y después, el DNA de dos

tipos virales lejanamente relacionados, el HPV-16 y el HPV-18, directamente de biopsias
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de cancer de cérvix (Durst et al., 1983; Boshart et al., 1984). A pesar de que en 1976 el
propio zur Hausen ya habia postulado que los HPV podrian tener algin papel importante
en el desarrollo del cancer ano-genital, fue ¢l aislamiento del DNA de los HPV tipos 16 y

18 lo que dio la base para los estudios experimentales que lo confirmaron.

El ciclo de los HPV en los epitelios en diferenciacion

Los virus de papiloma son especie-especificos e inducen proliferaciones epiteliales
o fibroepiteliales benignas de la piel y mucosa en humanos y en varias especies animales.
Estos virus tienen un tropismo especifico y absoluto por las células epiteliales escamosas,
y su ciclo productivo completo solo ocurre en ellas. Se cree que la infeccion por HPV
empieza en las células basales, que son mitoticamente activas. Después de la infeccion, el
virus puede permanecer latente, replicarse y producir particulas infecciosas o integrarse
al genoma celular. La infeccion productiva se divide en varias etapas que dependen del
estado de diferenciacion de las células epiteliales en cuestion. El ciclo completo, que
incluye la sintesis de DNA viral, la produccién de las proteinas de la capside viral y el
ensamblaje de los viriones, ocurre selectivamente en queratinocitos terminalmente
diferenciados (Pfister, 1987). Las células de la capa basal que proliferan, a pesar de que
contienen DNA de HPV, parecen ser poco activas en la expresion de algunas proteinas
virales. Aparentemente existen factores celulares que regulan negativamente la
transcripcion  viral en estas células. Esta regulacion se libera, cuando las células
infectadas migran hacia arriba del epitelio en la capa granulosa, donde sufren un
programa de diferenciacion hasta que ya no pueden dividirse. En estas células empieza la
transcripcién activa de secuencias virales tempranas y tardias, se sintetizan proteinas
virales y las particulas virales se ensamblan en algunas de las células superficiales (Baker
et al.,1987.). Dado que estos virus no se pueden propagar con facilidad en el laboratorio,
no han sido estudiados con las técnicas de virologia tradicionales. Solo recientemente se
han logrado avances en la propagacion de estos virus, mediante cultivos organotipicos de
células epiteliales (Meyers et al., 1994). Por este motivo, la mayoria del conocimiento

acerca de los virus de papiloma en los ultimos 15 afios, ha provenido de la investigacion
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basica y del analisis y empleo de las secuencias nucleotidicas de los DNA wvirales

clonados.

Propiedades de los virus de papiloma

Los virus de papiloma se encuentran en muchas especies de vertebrados, desde las
aves hasta el hombre. Tienen forma icosaédrica y contienen un genoma circular de doble
cadena de DNA,; sin embargo, ahora se reconoce que estan separados de otros miembros
de la familia de los papovavirus (como polioma y SV40), en base a sus diferentes
caracteristicas biologicas y genéticas. El DNA circular de los virus de papiloma consta de
8,000 pares de bases (contra 5,000 de los poliomavirus), y el viriéon mide 55 nm (contra

40 nm del poliomavirus).

Los virus de papiloma constituyen mucho mas de 100 tipos de virus humanos y
énimales, clasificados por la relacion de sus genomas;, es decir, la secuencia de
nucleotidos en el DNA. Todos los HPV caracterizados se vinculan con lesiones
confinadas a las capas epiteliales de la piel o las mucosas oral, faringea, respiratoria y, de
mayor importancia, anogenital. A pesar de su variedad, todos los virus de papiloma
animal y humano parecen compartir una organizacion genética similar, aunque con
diferencias tanto en las funciones de los genes virales individuales, como en su

regulacion.

En las células epiteliales infectadas con papiloma (verruga), los genomas de HPV
tipicamente se replican como plasmidos circulares, no integrados. A su vez, muchos
carcinomas cérvico-uterinos contienen fragmentos de DNA de HPV integrados (Cullen et
al., 1991). Aunque la integracion parece ocurrir al azar en muchos sitios cromosomicos
de la célula, los fragmentos virales invariablemente conservan una parte especifica del

genoma viral (Schneider et al., 1989; Wilczynski et al., 1988).

En la tabla I1l se muestra una lista de algunas funciones asignadas a las distintas
regiones de los HPV. A diferencia de los virus del polioma, los marcos abiertos de lectura
(ORFs} que pudieran servir para codificar proteinas del] HPV, solamente se localizan en

una de las dos cadenas de DNA viral. El genoma de HPV puede dividirse en tres
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regiones: 1) una region reguladora denominada region larga de control (LCR), que tiene
secuencias de control para la replicacion y expresion genética de HPV; 2) una region
temprana (E) que codifica para proteinas virales involucradas en la replicacion del DNA
viral, la regulacion de la transcripcion y la transformacién; y 3) una region tardia (L) que
codifica para las proteinas de la capside viral L1 y L2. La transcripcion genética tardia
estd vinculada intimamente al programa de diferenciacion de las células del huésped,
células epiteliales planas o queratinocitos. La sintesis y expresion elevadas del DNA viral
de los genes L1 y L2 s6lo ocurre en las capas superiores de la piel o el epitelio plano.
Esta division funcional se basa en los estudios genéticos llevados a cabo en el virus de
papiloma bovino (BPV1) (Lowy et al.,, 1980). En tejidos con infecciones que producen
particulas virales de HPV (como es el caso de las verrugas), el RNA mensajero se
transcribe tanto de la region temprana como de la tardia del genoma (Baker, 1987). En
infecciones que no producen particulas virales (como se observa en las células de la capa
inferior del epitelio en una verruga), el RNA mensajero solo se transcribe de la region

temprana del genoma.

Los transcritos virales mas abundantes en células de carcinoma, se inician en la
region no-codificante y terminan en secuencias celulares. Tienen el potencial de codificar
cada uno de los ORFs de E6 y E7, asi como de productos alternos de E6, llamados E6®

V(Baker et al., 1987A; Schneider-Gidicke et al., 1986, Smotkin et al., 1987). En lineas
celulares derivadas de cancer de cérvix no se han detectado productos E6 *, solo se han
identificado las proteinas E6 y E7 (Seedork et al., 1987, Androphy et al., 1987; Banks et
al., 1987), lo que sugiere que algung o ambas de estas proteinas estan involucradas en el

desarrollo del cincer.



Tabla lll.

Gen Producto

L1 Proteina L1
L2 Proteina L2
El Proteina E1
E2 Proteina E2
E4 Proteina E4
E5 Proteina E5
E6 Proteina E6
E7 Proteina E7
LCR

Transformacion por HPV

Funcién de distintas regiones del genoma de los HPV

Funcion y propiedades

constituyente principal de la capside

minoritaria de la capside; ensamblaje de los viriones
inicio de la replicacion del DNA viral, helicasa ATPasa
regula la transcripcion, auxiliar en la replicacion

viral, forma complejos con El

proteina tardia; rompe la red de citoqueratinas
citoplasmicas

transformante, asociada a membrana;, interacciona
con receptores de factores de crecimiento
transformante; promueve la degradacion de p53;
activa a la telomerasa

transformante; se une a la proteina de retinoblastoma,

p130 y c-jun; activa la transcripcion

secuencia reguladora de la transcripcion temprana;
contiene el origen de replicacion viral y elementos de

respuesta a diversos factores, entre ellos hormonas

Si bien los primeros estudios acerca de la transformacion por paptlomavirus se

realizaron con el

virus de papiloma bovino (BPV-1), la mayoria de los estudios

posteriores han sido efectuados con los HPV tipo 16 y 18, dado que estos se asocian con

cancer de cérvix humano. Los principales genes inmortalizantes (transformantes) de los

HPV son E6 y E7. Se ha encontrado que E7 es suficiente para transformar cultivos de



células inmortalizadas de raton (Bedell et al., 1987; Phelps et al., 1988 ). La capacidad de
extender la vida de las células de estos cultivos es caracteristica de los HPV de “alto” y
no de “bajo riesgo” (Barbosa et al, 1991). Ademas E7 es capaz de cooperar con
oncogenes ras en la transformacion de cultivos primarios de células de rata

(Matlashewski et al., 1987).

En los tumores de cérvix que contienen secuencias activas de HPV, parece ocurrir
una seleccion por la integridad de la region codificadora de E6-E7 y por la region larga
de control (I.CR). Regularmente se observa que los genes E6-E7 se expresan en tumores
de cuello uterino y las células derivadas de ellos (Schwarz et al., 1985; Yee et al., 1985).
Por otra parte, la integracion del genoma viral al cromosoma hospedero se asocia con el
rompimiento de los genes E1 o E2 (Durst et al., 1987; Schwarz et al., 1985; Berumen et
al., 1994). La proteina E2 es un factor regulador muy importante, modula negativamente
la transcripcion de los genes E6 y E7 (Thierry & Yaniv, 1987; Desaintes et al., 1997,
Hwang et al., 1993; Dowhanick et al., 1995). Cuando el virus se integra al genoma
hospedero, suele interrumpirse el gene E2, por lo que ya no se sintetiza una proteina E2
funcional. El resultado es el aumento en la expresién de los genes E6 y E7 ya que su
promotor es liberado de la accion inhibitoria de E2. La pérdida de E2 durante la
integracion se considera el mecanismo mediante el cual la integracion promueve la
oncogénesis (Romanczuk & Howley, 1992; Hwang et al., 1993), aunque se reporta que
este requisito no es indispensable en todos los casos (Hecht et al., 1995; Berumen et al.,
1994). Se especula que al aumentar el nimero de las copias del genoma viral, aumenta la
expresién de los genes E6 y E7, aun en la ausencia de integracion viral (Berumen et al,,

1994).

Los oncogenes E6 y E7 en la transformacion celular .

Las proteinas E6 y E7 de los HPV de alto riesgo son oncoproteinas que
contribuyen de manera decisiva a la transformacidon celular mediante su efecto sobre
proteinas que son criticas en la regulacion del ciclo celular. Las proteinas E6 y E7 se
conservan y expresan invariablemente en carcinomas cérvico-uterinos, asi como en lineas

celulares derivadas de éstos. La proteina E7 comparte con las proteinas E1A de
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adenovirus y el antigeno T grande del virus SV40, una similitud en la secuencia de
algunas regiones que son criticas para las propiedades transformantes de estas tres
proteinas. Las proteinas celulares que se encuentran asociadas con E7 incluyen al
producto del gen de susceptibilidad a retinoblastoma (pRB) y las proteinas relacionadas
pl07 y p130 (DeCarpio et al., 1988; Miinger et al., 1989). También se ha detectado una
actividad de cinasa, dependiente de ciclina, que puede ser el resultado de la interaccion
directa entre E7 y ciclina A (Tommasino et al., 1993). Las proteinas E7 de los virus de
“alto riesgo” contribuyen a la progresidn carcinogénica, al menos en parte, mediante su
interaccion con pRB. Como consecuencia de esta interaccion ocurre la disociacion del
complejo formado por pRB vy el factor de transcripcion E2F-1 (Chellappan et al.,, 1992).
Posteriormente, la liberacion de E2F-1 de estos complejos activa la expresion de ciertos
genes lo que permite la progresion del ciclo celular hacia la fase S (inicio de la sintesis de
DNA). No se ha establecido cual es la contribucion de interacciones entre E7 y otras
proteinas celulares, al proceso de transformacion. Los estudios llevados a cabo por
Jewers et al. (1992) muestran que en el contexto del genoma viral completo, ciertas
mutaciones en E7 que impiden su unién con pRB, no anulan la capacidad viral de
inmortalizar cultivos primarios de queratinocitos humanos, sin embargo, la mutacion en
un sitio critico de E7 elimina completamente la capacidad de inmortalizacion viral. Con
esto los autores proponen que existen otros blancos celulares de E7 involucrados en su
funcién de inmortalizacién Por otra parte, la proteina E7 parece poseer al menos algunas
funciones independientes de E2F-1 de las descritas para E1A; por ejemplo, E7 es capaz
de unirse a c-jun y con esto activar la transcripcion de genes con elementos de respuesta

a AP1 (Antinore et al., 1996).

Las propiedades transformantes de la proteina E6 se observaron en estudios sobre
cultivos primarios de queratinocitos humanos (Miinger et al., 1989; Hawley-Nelson et al.,
1989). Asi como se observa para el antigeno T grande de SV40 y la proteina E1B de
adenovirus, las proteinas E6 de los HPV de alto riesgo logran formar un complejo con la
proteina de supresion tumoral p53, lo que in vitro promueve la degradacion de pS3

(Werness et al., 1990; Scheffner et al., 1990). La interaccion de E6 con p53 estd mediada
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por la proteina celular E6AP, lo que promueve la ubiquitinacion de p53, dando lugar a su

protedlisis (Scheffner et al., 1993; Huibregtse et al., 1991).

De manera indirecta E6, al igual que E7, pudiera promover el avance del ciclo
celular al permitir la activacion de genes dependientes de E2F-1. Las proteinas pRB y
similares se fosforilan por la accion de cinasas compuestas, dependientes de ciclinas
(CDK). Las proteinas hiperfosforiladas pRB y similares ya no se unen a E2F-1, por lo
que permiten la activacion de genes dependientes de E2F-1. Las ciclinas se destruyen
durante la mitosis y graduaimente se resintetizan en momentos especificos, por lo que
cada CDK es activa en una etapa especifica del ciclo celular (Sheer, 1993). La tarea de
entrar a la fase S se realiza cuando cantidades crecientes de ciclinas especificas que
forman CDKs activas superan un umbral determinado de concentracion de un inhibidor
especifico de cinasa dependiente de ciclina (CKI) (Sheer, 1995). Un inhibidor critico
(CKI) de fase S es WAF/CIP1, que se sintetiza a velocidades relativamente bajas en
células normales durante la division. No obstante, su concentracion se eleva en respuesta
a sintesis de DNA no programada, como la de reparacion de DNA inducida por radiacion,
la mutagénesis inducida por UV o la replicacion viral de DNA. Estas vias implican la
induccion de cifras altas de p53, principal activador de WAF/CIP1 (El-Deiry, 1993). La
degradacion de p53, promovida por su interaccién con E6, impide que la proteina p53 se
estabilice y active la transcripcion de WAF/CIP1, ante los dafios producidos al DNA
celular. La proteina p21/WAF/CIP] inactiva ciertas cinasas y asi permite que el ciclo
celular se detenga mientras los dafios del DNA se reparan. Aparentemente, las células que
tienen E6 no tienen una p53 f_uncional (Mietz et al, 1992) La capacidad de
inmortalizacion y transformaciéon de E6, a pesar de que no puede ser completamente
explicada por su interaccion con p53, parece ser responsable de la inestabilidad
cromosomica que se observa en las células infectadas con los HPV de alto riesgo (White
et al., 1994; Havre et al., 1995). E6 también pqdiera tener otras actividades: bajo ciertas
condiciones experimentales esta proteina logra'activar la transcripcion de determinados

promotores {Sedman et al., 1991).
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La regién de control viral y los sitios AP-1

El promotor mas importante del genoma viral se encuentra localizado en la
llamada region larga de control, o LCR (“long control region™), que se extiende entre el
final de la region tardia (L2) y el inicio de la temprana (E6) y generalmente comprende
una décima parte del genoma viral (aproximadamente 800 pb). Una gran variedad de
factores celulares, entre los que se encuentran AP-1, NF1, Octl, GRE y Spl, participan
en el control de la actividad transcripcional de esta regidon y regulan la expresion de las
proteinas oncogénicas E6 y E7 (Garcia-Carranca. et al., 1988; Gloss et al., 1989; Mack
et al., 1991).

Los factores de transcripcion AP-1 juegan un papel muy importante tanto en la
célula como en el virus, ya que intervienen en procesos de poliferacién, maduracién y
transformacion. El complejo AP-1 consiste de dos proteinas nucleares codificadas por las
familias de proto-oncogenes c-jun y c-fos (Rauscher et al., 1988). Los cambios que
ocurren en la actividad AP-1 en respuesta a multiples sefiales extracelulares son
regulados tanto a nivel de la transcripcion, como a nivel de los cambios en las proteinas
ya existentes. En particular, HPV-18 tiene en su LCR, 2 sitios de unién a AP-1 que
juegan un papel muy importante en el control de su actividad transcripcional (Thierry et
al., 1992). Se ha demostrado que el gen H-ras mutado es capaz de incrementar la
expresion de los oncogenes virales a través de los sitios AP-1 (Binétruy et al., 1991;
Medina-Martinez et al., 1997). Esta activacién se explica con la observacion de que c-jun
es capaz de cooperar con H-ras activado para promover la transformacion de fibroblastos
embrionarios de rata (Schiitte et al.,- 1989), y esta cooperacion involucra la fosforilacion

de c-jun por cinasas que son moduladas por H-ras.

Los oncogenes celulares ras

Aparentemente, la infeccion por algun tipo de HPV, aun de alto riesgo, no es
suficiente por si sola para inducir el desarrollo del carcinoma cervical. Esto se deduce del
hecho de que solo una pequefia fraccion de aquelios individuos que estan infectados por

algin HPV eventualmente desarrolla ciancer. Ademas, normalmente el intervalo entre ta
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infeccion viral y la aparicion de cancer invasor puede ser de hasta varias décadas
(Binétruy et al., 1991). Por lo tanto, es claro que la informacion genética del virus no es
suficiente para la progresion maligna y que otros factores deben de estar involucrados. Es
decir, en una célula infectada se requiere de mutaciones genéticas adicionales para que se
desarrolle un cancer. Esto sugiere que la infeccion por virus de papiloma debe de actuar
sinergisticamente con otros factores. Como se ha mencionado, diversos estudios in vitro
han demostrado que los genes E6 y E7 de los HPV tienen la capacidad de inmortalizar
cultivos de células primarias (Pirisi et al,, 1987; Bedell et al, 1989); sin embargo, la
transformacién celular posterior requiere la cooperacion de algunos oncogenes, como los
de la familia ras (Matlashewski et al., 1987, Crook et al., 1988). A su vez, algunos
estudios muestran que las mutaciones activadoras de los genes de la familia ras, no son
suficientes para transformar cultivos de células primarias y que se requiere de la
cooperacion de otros oncogenes para ello (Finney & Bishop, 1993). Con esto se propone
que algunos eventos relacionados con la activacion de la via de ras, podrian ser

necesarios para el desarrollo de un carcinoma de cérvix.

Los genes de la familia ras pertenecen a una superfamilia de genes que codifican
proteinas que unen e hidrolizan nucleétidos de guanina. Estas proteinas transmiten
sefiales desde la membrana al interior de la célula y funcionan entre un estado activo,
unido a GTP, y uno inactivo, unido a GDP (Barbacid, 1987). En las células en reposo, la
mayoria de las moléculas Ras se encuentran en una conformacion inactiva (unida a GDP),
mientras que la estimulacion de las células con mitogenos o agentes inductores de la

diferenciacién, incrementan la forma activa (unida a GTP).

Los humanos (al igual que los roedores) presentan tres genes ras funcionales: H-
ras, K-ras y N-ras, que se encuentran en los brazos cortos de los cromosomas 11, 12y 1,
respectivamente (Barbacid, 1987). Aunque el tamafio de estos genes es diferente, dada la
diferencias de longitud en sus intrones, codifican para proteinas de 189
aminoacidos (Lowy, 1993). Las proteinas Ras se pueden encontrar en todos los tejidos
(Furth et al., 1987). Cada uno de los genes ras presenta diferentes patrones de expresion
(Leon et al., 1987), lo que sugiere que al menos uno de los tres genes ras se expresa en

todos los tipos celulares. La region carboxilo terminal de las proteinas Ras es
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caracteristica de cada miembro de la familia y probablemente juega un papel importante
en determinar sus especificidades funcionales. En esta regioén heterogénea se llevan a
cabo modificaciones post—traduccior}ales, que incluyen la adicion de productos de la via
de biosintesis del colesterol. Estos éventos dan lugar a una proteina mas hidrofobica, que
presenta mayor afinidad por las membranas. Los cambios post-traduccionales se
requieren para que ras sea transformante, dado que los genes ras activados pierden su
actividad transformante cuando se introducen mutaciones adicionales que convierten a la

proteina en citosolica (Willumsen et al., 1984; Ulsh et al., 1984).

Las proteinas Ras tienen actividad intrinseca de GTPasa, lo que limita la vida
media de las especies activas (revisado por Kaziro et al., 1991). Solamente cuando las
proteinas ras estan unidas a GTP son capaces de mandar estimulos mitogénicas al nicleo celular,
a través de una cascada de sefiales intracelulares. En su estado fisiologico normal, las proteinas
Ras rapidamente hidrolizan el GTP, a través de su actividad intrinseca de GTPasa. Esta reaccion
es fuertemente estimulada por las proteinas GAP, las cuales aumentan la capacidad de hidrélisis
de ras hasta en 10,000 veces. Las mutantes transformantes de ras generalmente se
encuentran bloqueadas en su actividad de GTPasa, por lo que la forma activa (Ras-GTP)
se acumula y de esta manera se piensa que las sefiales se transducen por periodos mas

prolongados (Barbacid, 1987).

Son varios los estimulos extracelulares que promueven la activacion de las
proteinas Ras, lo que generalmente se encuentra mediado por receptores de membrana
que son tirosin-cinasas. La activacion de Ras, involucra a su vez la interaccion con
moléculas efectoras especificas, que son proteinas intracelulares que median los
siguientes pasos en el proceso de transduccion de sefiales (ver figura 2). Se han
propuesto varios efectores de Ras, que incluyen las cascadas de cinasas de Raf, MEK y
MAPK (Kyriakis et al., 1994). Estas cinasas estan involucradas en la via que afecta ras y
que repercute en la fosforilacion de ciertos residuos de los factores de transcripcion AP-
1. Se ha observado que la expresion de los oncogenes rus aumenta la actividad
transcripcional de promotores que contienen elementos de respuesta a AP-I,
probablemente mediante la fosforilacion del dominio activo de c-jun (Binétruy et al.,

1991]; Medina-Martinez et al., 1997).
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La transformacion celular inducida por Ras da lugar tanto a sintesis de DNA como
a alteraciones en la morfologia celular. Se cree que la estimulacion de la sintesis de DNA
estd mediada por la via de Raf, mientras que las alteraciones en la morfologia celular
probablemente estan mediadas por otros miembros de la superfamilia de proteinas Ras,
como son las proteinas Rho y Rac (Khosravi-Far et al., 1995; Qiu et al., 1995). La
activacién de uno de los tres genes ras (H, K o N-ras) es la mutacion dominante que mas

comiinmente ocufre en cancer humano.

En los tumores humanos, virtualmente todas las mutaciones que se encuentran en las
proteinas Ras impiden la actividad de GTPasa. Asimismo, se ha observado que las proteinas
ras transformantes son resistentes a la funcion de GAP (Trahey & McCormick 1987). Las
mutaciones puntuales que activan a los genes ras se agrupan en las regiones que codifican
los aminoacidos 12, 13, 59, 61 (Bos et al., 1989). Los aminoacidos en estas posiciones se
éncuentran localizados en la region de interaccion con los nucledtidos de guanina. Casi
cualquier aminoacido, excepto prolina, que sustituya tanto a la glicina 12 como a la 13,
transforma en oncogénica a la proteina. Varias sustituciones de la glutamina 61 activan a

la proteina, donde las mas prevalentes son los cambios a arginina, histidina o leucina.
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Figura 2. Diagrama de la cascada de seiiales de ras a través de la via de raf. Ras
puede activarse cuando un factor de crecimiento (e). SIS) se une a su receptor que tiene
actividad de tirosina-cinasa (ej. ERBB-2). Ras recibe la sefial a través de proteinas
adaptadoras (SHC, Grb-2) y de un factor que estimula la disociacion de GDP (SOS). Una
vez activo, Ras se une a diversos efectores. La via mas conocida es la mediada por Raf
Los componentes de la via se indican a la derecha y los ejemplos de proteinas especificas,

a la 1zquierda.
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Cooperacién de HPV con los oncogenes ras en la transformacion

Se sabe que los genes E6 y E7 de los HPV de alto riesgo son capaces de
inmortalizar cultivos de células primarias, pero que requieren de genes ras mutados para
lograr una transformacion maligna completa (Matlashewski et al., 1987, Crook et al,
1988). Si bien actualmente no es ain claro el mecanismo de cooperacion entre estos
oncogenes celulares y virales, existen algunos datos muy sugestivos al respecto. Por una
parte, se sabe que la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 de HPV esta controlada por
el promotor viral a través de una gran variedad de proteinas virales y celulares que
regulan su funcion. La region promotora de HPV-18 (P105) contiene sitios de unién para
factores de transcripcion, que incluyen AP-1 (Garcia-Carranca et al., 1988). Los estudios
realizados con este promotor han permitido proponer que H-ras participa en el control de
la expresion de los oncogenes virales E6 y E7, al incrementar la actividad de proteinas

que se unen a los sitios AP-1 (Medina-Martinez et al., 1997).

Por otra parte, ademas de poder unirse a pRB, se ha demostrado que E7 es capaz
de asociarse con miembros de la familia AP-1 y que la capacidad de E7 de unirse a
proteinas Jun se correlaciona con un aumento en la transcripcién de promotores con
elementos de respuesta AP-1 (Antinore et al., 1996). Estos datos sugieren que la
cooperacion entre HPV y ras para inducir la transformacion celular podria deberse, al
menos en parte, a un mecanismo de retroalimentacién que afecte la expresion génica a
través de los sitios AP-1. Esto daria lugar a un aumento en la expresion de los
oncogenes virales E6 y E7, en células que tienen algin miembro de la familia ras mutado.
Por su parte, un aumento de los niveles de E7 promoveria la transcripcion de los
oncogenes de HPV al unirse a c-jun y aumentar la actividad de los complejos AP-1 y por
lo tanto, la transcripcion de los genes transactivados por estos complejos. De ahi la
importancia de conocer con certeza la frecuencia de mutaciones en los miembros de la

familia de genes ras, en tumores del cérvix.
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Los genes ras en el desarrollo del cancer cérvico uterino

Los oncogenes ras han sido implicados en el desarrollo de una gran cantidad de
tumores humanos; su incidencia varia entre el 5-40% en los diferentes tumores (Bos,
1989). En particular, se ha observado que las mutaciones en K-ras son frecuentes en los
adenocarcinomas (Enomoto et al., 1991), donde la presencia de mutaciones en este gen
tiene un significado prondstico. Varios estudios sefialan la importancia de las mutaciones
en el gen K-ras en tumores ginecologicos. Enomoto et al. (1991) muestran que las
mutaciones en K-ras son frecuentes en adenocarcinomas mucinosos y no en tumores
epiteliales de ovario, asi también Ichikawa el al.(1994) encuentran asociaciones
importantes de K-ras mutado con determinados subtipos histologicos de carcinoma de
ovario. Otros estudios seflalan que las mutaciones en K-ras presentan implicaciones
clinicas en el carcinoma de endometrio (Enomoto et al., 1990 ; Mizuuchi et al.., 1992;
Sasaki et al., 1993); sin embargo, su significado prondstico no es claro. Mizuuchi et al.
(1992) apoyan la hipotesis de que las mutaciones en K-ras juegan un papel importante en
determinar la agresividad del adenocarcinoma endometrial, mientras que Sasaki et al.
(1993) sugieren que estas mutaciones pueden caracterizar a un grupo de tumores con

mejor pronotico.

A pesar de que también se han buscado mutaciones en los genes ras en cancer
cérvico uterino, su papel todavia es controversial (Willis et al., 1993; Koulos et al., 1993;
Wong et al,, 1995; Lee et al,, 1996). Estudios recientes reportan una alta incidencia de
mutaciones en el codén 12 de K-ras en adenocarcinomas mucinosos del cérvix (Tenti et
al., 1995). En particular, Jiko et -al. (1994) proponen que existen diferencias en la
frecuencia de mutaciones en K-ras entre adenocarcinomas del cervix del tipo
endocervical y los de tipo endometrial; y que de esta manera, los mecanismos patogénicos

de este ultimo se asemejan a los del adenocarcinoma de enometrio.

Caracterizacion molecular de HPV y distribucion de tipos virales

En contraste con otros virus humanos, los virus de papiloma no han sido

tipificados por métodos serolégicos tradicionales, dado que no se cuenta con antisueros
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que distingan entre los diferentes tipos de HPV. Durante las décadas de los 70s y 80s, los
HPVs eran tipificados mediante hibridacién de su DNA bajo distintas condiciones de
astringencia. Las cepas aisladas de HPV historicamente fueron clasificadas en tipos,
medtante la comparacion de su DNA con un grupo de genomas de referencia de HPV (de
Villiers et al., 1989). Actualmente se acepta por definicion que el DNA de cada tipo
difiere en por lo menos un 10% de la secuencia nucleotidica de los genes E6, E7 y L1, de
aquélla de cualquier otro tipo viral conocido. Recientemente se ha observado que los
distintos tipos de HPV presentan variaciones genéticas. Cuando las diferencias van de 10
a 2%, se dice que se trata de un subtipo, y cuando las diferencias son menores al 2%, se

considera una variante.

Hoy en dia, la busqueda y tipificacion de los HPV no tiene solo un mero interés
académico, sino que resulta de gran importancia buscar diferencias que permitan
distinguir a los pacientes con mayor riesgo de desarrollar cancer de cérvix, dada la fuerte
asociacion de algunos tipos especificos de HPV con los tumores malignos. Basados en
secuencias de nucledtidos o de aminoacidos, se han construido los arboles filogenéticos o
evolutivos de los HPV (ver figura 3) (van Ranst et al., 1992). Con esta informaciéon ha
sido posible observar que los diferentes tipos de HPV se asocian con entidades clinicas
bien definidas. Hasta ahora se han descrito mas de 77 tipos de HPV (DeVilliers, 1994),
muchos de los cuales ya han secuenciado. Los arboles filogenéticos de HPV han ido
creciendo y ramificandose, a medida que se encuentran nuevos tipos virales (Myers et al.,
1996). Ahora sabemos que muchos de los virus infectan de manera especifica a un cierto
subtipo de células epiteliales. Los analisis de secuencias genomicas muestran que los
tipos virales que infectan el mismo epitelio o alguno similar (¢j. HPV-16 comparado con
HPV-18), estan mas cercanamente relacionados que aquellos que infectan epitelios
diferentes (ej. HPV-16 comparado con HPV-1) (Cole et al., 1987). De esta manera se
observa que la evolucion viral esta ligada no solamente a ia especie que infectan, sino a

su tejido blanco especifico.

Se conocen mas de 36 tipos diferentes de HPV que infectan el tracto genital
(Bernard, et al., 1994} y de ellos mas de 20 se asocian con cancer. En el estudio mundial

realizado recientemente, se detecté la presencia de algan tipo de HPV en mas del 93%
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de mas de 1000 tumores invasores de cérvix analizados (Bosch et al., 1995). La
distribucién de tipos encontrada en este estudio presentd variaciones de acuerdo con la
region geografica; sin embargo, el HPV-16 fue el de mayor prevalencia, representando

cerca del 50% de todos los casos, seguido por los HPV-18, 31 y 45.
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Figura 3. Arbol filogenético de los virus de papiloma humane. El arbol fue contruido

con el analisis del mayor parecido entre las secuencias nucleotidicas de un fragmento del

gen L1 de los distintos aislados virales (Myers et al_, 1996).
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Variantes de HPV

Las variantes “intra-tipo™ se definen como aquellos aislados de HPV que varian en
menos del 2% con respecto al tipo viral de referencia en regiones conservadas del
genoma, como E6, E7, L1 y L2 (Bernard et al., 1994). Las regiones no-codificantes
muestran una variabilidad ligeramente mayor, con una desviacidon del 5% de la secuencia
de referencia que se considera hipervariable (Ho et al., 1993; Ong et al.,, 1993). Las
secuencias de DNA que codifican por dominios conservados en proteinas, permiten
comparar a los tipos de HPV (van Ranst et al., 1992) y analizar el proceso de
especiacion, dado que en la taxonomia de los HPV el término “tipo” se considera
equivalente al término “especie”. Por otra parte, las secuencias de fragmentos gendmicos
involucrados en la regulacion de la transcripcion (Chong et al , 1990) son altamente
variables entre los diferentes tipos de HPV. Sin embargo, estas secuencias contienen un
grado de diversidad entre clonas aisladas de un mismo tipo de HPV, suficiente para
entender su evolucion molecular (Ho et al., 1991). Los estudios de variantes permiten
entender parte de la historia evolutiva de los virus de papiloma y resultan ser un modo
eficiente de conocer el origen y forma de diseminacién de estos virus. La gran
especificidad y diversidad de tipos sugiere que estos virus estan muy bien adaptados y
que han estado en intima asociacion con su huésped por mucho tiempo. El pequeiio grado
de variacion en regiones geograficas, comparado con la gran diversidad entre regiones,
es consistente con la idea de una lenta acumulacion de mutaciones en periodos de tiempo
muy largos.

Hoy en dia, a través del analisis de una gran cantidad de aislados de HPV
obtenidos de diversas partes del muﬁdo, se han definido cuales son las variantes de los
tipos virales mas frecuentes; en particular, de HPV-16 (Ho et al., 1993; Ho et al., 1991),
HPV-18 (Ong et al., 1993), HPV-6 y HPV-11 (Heinzel el al., 1995), ademas de otros
tipos menos frecuentes (Stewart et al., 1996). Los aisilados virales que pertenecen a un
mismo tipo de HPV se encuentran cercanamente relacionados entre ellos, en base a su
secuencia nucleotidica y representan un grupo filogenético discreto. Con el estudio de
variantes se ha llegado a establecer una relacién entre los virus de papiloma y la geografia

e historia de su origen. La hipotesis actual es que las variantes de HPV no se originan en
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un periodo corto de forma individual en un paciente, sino gue surgen con el hombre y
evolucionan mientras se diseminan junto con los grandes movimientos de las poblaciones
humanas al través de la historia (Chan et al., 1992; Ho et al., 1993). Existen ciertas
evidencias que sugieren que al menos HPV-16 y HPV-18 tienen sus raices en Africa (Ong
et al., 1993). Ademas, los estudios muestran que diferentes razas humanas en lugares
remotos, todavia cuentan con poblaciones de virus que parecen reflejar su separacion
geografica, sexual y racial.

Aunque las cepas aisladas de HPV-16 se encuentran estrechamente relacionadas
se han identificado cinco ramas filogenéticas principales de 301 aislados de HPV-16 que
fueron colectados en Europa, Asia, Africa, Norte y Sudamérica (Ho et al., 1993). Las
ramas se denominaron E (Europea), As (Asiatica), AA (Asiatica-Americana), Afl
(Africana-1) y Af2 (Africana-2). Recientemente se detecté una sexta rama de HPV-16
que es la NA1 (norteamericana) (Yamada et al., 1995). Cabe mencionar que el genoma
del HPV-16 de referencia es un aislado aleman y es miembro de la rama Europea (Ho et
al., 1993; Ho et al., 1991). Con estos estudios se piensa que ya se han identificado los
principales linajes de la diversidad intra-tipo de HPV-16. Los arboles filogenéticos
inferidos por Ho y sus colaboradores, (Ho et al., 1993) se basaron en el analisis de la
secuencia nucleotidica de un segmento de la regién LCR. Se eligio este segmento porque
es hipervariable (las secuencias genomicas generalmente divergen mas en secuencias no-
codificantes, que en las secuencias codificantes), ademas de que se observa que el LCR
varia de manera importante entre diferentes tipos de virus de papiloma sin perder su
funcionalidad (Chong et al., 1990).

Las variaciones genomicas entre aislados de HPV-16 también se han identificado
mediante el analisis de los genes L1, L2, E6 y E7 (Pushko et al., 1994; Yamada et al.,
1995; Icenogle et al., 1991; Fujinga et al., 1994). La diversidad intra-tipo de HPV-18
guarda muchas similitudes con HPV-16. Actualmente se han detectado 3 ramas
filogenéticas principales para HPV-18 (Europea, Africana y Asiatica/Amenndia) (Ong et
al., 1993). Con estos estudios se ha observado que la diversidad viral no se correlaciona

con la ubicacién geografica. sino mas bien con la composicion étnica de las poblaciones y
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que la filogenia de las ramas principales de HPV-16 y HPV-18 se asocia con las ramas

principales de la evolucidon de los grupos étnicos humanos (Cavalli-Sforza, 1992).
Algunos autores sugieren que a lo largo del tiempo, la evolucion del HPV ha dado

lugar al desarrollo de variantes tipo-especificas y filogenéticamente relacionadas con

comportamientos biolégicos diferentes (Hecht et al., 1995).

¢Diferencias en comportamiento biolégico de variantes de HPV ?

Los estudios de heterogeneidad genomica de HPV-16 y HPV-18 muestran la
presencia de multiples variantes en todas las poblaciones estudiadas, por ello merece
gran consideracion la posibilidad de que existan diferencias en las caracteristicas
biologicas de variantes de HPV. Existen evidencias experimentales donde ciertas
alteraciones nucleotidicas de HPV-16, afectan su potencial de transformaciéon in vitro
(Mittal et al., 1993), y algunas alteraciones aumentan la actividad del promotor que da
lugar a la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7 (May et al., 1994). Sin embargo,
no se conoce cual de esas alteraciones nucleotidicas reportadas logran modificar la
funcion biolégica de HPV, de tal manera que afecte su oncogenicidad in vivo. Hoy en dia
no es tan claro que las variaciones gendmicas encontradas entre diferentes aislados de
HPV-16 y HPV-18 tengan alguna correlacion con caracteristicas clinicopatolégicas del
cancer de cérvix, aunque algunos reportes mencionan la posibilidad de que ciertas
variantes de HPV presenten diferencias en comportamiento bioldgico, con respecto a las
clonas de referencia. En particular, los datos obtenidos por Xi y colaboradores (1997)
sugieren que el riesgo a desarrollar neoplasias intraepiteliales de grado 2-3 (las lesiones
precancerosas mas importantes), no es el mismo para todas las variantes de HPV-16, y
que las variantes menos parecidas al prototipo confieren un mayor riesgo, comparado a
las variantes mas cercanas al prototipo. Por otro lado, Hecht y colaboradores (1995)
sugieren que la variabilidad genética del HPV-18 puede ser responsable del amplio
espectro de patologias asociadas a este tipo viral. Los autores identifican una variante de
HPV-18 en el 40% de muestras con neoplasia intraepitelial, mientras que no la observan
en casos de cancer. Esto sugiere que dicha variante podria tener un menor potencial

oncogénico.



Con este panorama queda claro que son varios los factores que pueden intervenir
en ¢l desarrollo del cancer cérvico uterino. Existen diversas preguntas en el estudio de
este tumor para las cuales las respuestas aun no son claras. Los eventos que hacen que
una lesion persista, revierta o progrese, no se explican solamente por la presencia de
HPV de alto riesgo. Del mismo modo, las diferencias en comportamiento biclégico de
las distintas presentaciones histologicas del cancer de cérvix, contindan sin una

explicacion clara.
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Objetivo General

En este trabajo buscamos algunos factores que pudieran intervenir en el proceso
de transformacion del cérvix uterino. Para ello, determinamos el papel tanto de
alteraciones en los genes ras, como de variantes genomicas de HPV en el desarrollo y el
pronostico de las distintas presentaciones histoloégicas del cancer cérvico uterino, que

ocurren con mayor frecuencia en la poblaciéon mexicana.

Objetivos Especificos

- Definir con qué frecuencia ocurren mutaciones activadoras en los codones
relevantes (12, 13 y 61) de los genes H, K, y N-ras en carcinomas del cérvix de

una poblacion mexicana.

- Conocer la frecuencia de tipos y variantes de HPV en la misma poblacion de

tumores.

- Analizar la posible asociacion de los hallazgos de mutaciones en los genes ras y

HPYV con factores clinicopatolégicos de los tumores.

- Definir si el oncogen K-ras, es capaz de modular la expresién de los genes

virales E6 y E7,
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Material y Métodos

Muestras y disefio general

Un total de 77 biopsias de cancer de cérvix fueron seleccionadas para este estudio.
De material eficiente para amplificacion por PCR se obtuvieron 53 biopstias congeladas de
un muestreo al azar, de un grupo consecutivo de pacientes que asistio  al Instituto
Nacional de Cancerologia (México D.F) durante 1992 y 1993. LEstas muestras
consistieron en 13 adenocarcinomas, i3 carcinomas adenoescamosos y 27 carcinomas de
células escamosas del cérvix. También se seleccioné otro grupo de 24 biopsias embebidas
en parafina, obtenidas de los archivos de patologia del mismo Instituto; estas muestras
fueron colectadas entre 1985 y 1994, obtenidas de lesiones que se diagnosticaron como
carcinomas de células pequefias. Todas las muestra fueron obtenidas previamente a
cualquier tratamiento. El diagnoéstico se baso en el expediente de patologia que
acompafaba a cada espécimen, incluyendo la clasificacion histolégica de acuerdo al
criterio propuesto (Kurman et al, 1992). El rango de las etapas clinicas de los tumores

fluctuo entre 11B y IVB.

El patron histologico del carcinoma de células pequefias se definio de acuerdo
tanto a las caracteristicas citologicas de las células tumorales, como a su patrén de
agrupacion. Las c€lulas fueron pequefias, con escaso citoplasma, con nucleo de redondo a

oval y sin un nucleolo sobresaliente.

La deteccion de mutaciones en los genes ras se realizd mediante una modificacion
del ensayo de SSCP-PCR previamente descrito (Gaidano et al., 1991). Las mutaciones de
ras detectadas con este método fueron confirmadas mediante la secuencia directa de
productos de ras amplificados por PCR. Se analizo el efecto de genes ras mutados en la
transactivacion de los genes de HPV, en células en cultivo y en muestras tumorales. La
expresion de la proteina E6 fue analizada por Western blot comparativamente entre las

muestras de CaCu con los alelos normales y mutado de K-ras. El efecto de
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transactivacion de K-ras sobre el promotor de HPV-18 fue analizado en lineas celulares

de cérvix, con un plasmido que lieva la version mutada de K-ras.

El andlisis de presencia y tipo de HPV en los especimenes clinicos también se
realizé con la técnica de SSCP-PCR mediante el analisis de un fragmento pequeiio del
gen L1 de HPV. Las muestras positivas a HPV fueron secuenciadas en fragmentos de los
genes L1 y LCR. Las secuencias de HPV variantes encontradas se compararon con las

reportadas en la literatura.

Los datos clinicos, que incluyeron etapa clinica del tumor, tipo histolégico y edad,
se utilizaron para analizar su posible correlacion con la presencia de mutaciones en los

genes ras y/o de variantes especificas de HPV.

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de biopsias congeladas se llevo acabo de acuerdo al método
descrito por Miller et al (1988). La obtencién de DNA de tejidos embebidos en parafina

se realizé de acuerdo al método descrito por Resnick et al. (1990).

Deteccién de mutaciones en los genes ras

Este analisis se realiz6 mediante la técnica de SSCP-PCR (Single Strand
Conformational Polymorphism) esencialmente como lo describen Gaidano et al. (1991).
Esta metodologia permite detectar, en productos amplificados por PCR, mutaciones
puntuales mediante cambios conformacionales en las cadenas sencillas de DNA, gue dan
por resultado diferencias en su mobilidad electroforética. Brevemente consiste en:
fragmentos de DNA marcados con P*? se amplifican por PCR, en mezclas de 10 ul
totales, 1 p1 de los productos de PCR se diluye en 50 ul de buffer de corrida con
formamida al 95% y se desnaturalizan mediante ebulliciéon por 15 min; las muestras se
corren en geles no-desnaturalizantes de acrilamida (6-8%), en ausencia o en presencia de
5 o 10% de glicerol, segiin la mejor resolucion; la electroforesis se lleva a cabo a 10
watts durante aproximadamente 4 horas a 4 °C; finalmente, los .geles se secan y se

exponen con placas de rayos X. Para la amplificacion de los exones 1 y 2 de los tres
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genes ras (H, K y N-ras), se utilizaron los oligonucleotidos descritos por Suzuki et al.

(1990), que se describen a continuacion:

Fragmento amplificado Qligonucledtidos

Gen Codones incluidos Longitud (pb) Nombre Secuencia

K-ras 1-36 162 Kla GGCCTGCTGAAAATGACTGA
KIb GTCCTGCACCAGTAATATGC

K-ras  38-80 128 K2a TTCCTACAGGAAGCAAGTAG
K2b CACAAAGAAAGCCCTCCCCA

H-ras 1-31 110 Hla CAGGCCCCTGAGGAGCGATG

_ Hlb TTCGTCCACAAAATGGTTCT

H-ras  38-97 194 H2a TCCTGCAGGATTCCTACCGG
H2b GGTTCACCTGTACTGGTGGA

N-ras  2-37 118 Nla GACTGAGTACAAACTGGTGG
N1b GGGCCTCACCTCTATGGTG

N-ras  48-82 103 N2a GGTGAAACCTGTTTGTTGGA

N2b ATACACAGAGGAAGCCTTCG

Deteccidn y tipificacion de secuencias gendmicas de HPV

Todas las muestras aptas para ser amplificadas por PCR (positivas a B-globina)
fueron analizadas para la presencia‘de DNA de HPV con los oligonucledtidos consenso
GP5/GP6 (van der Brule et al., 1990), que amplifican un fragmento de DNA de 140 pares
de bases de la region L1 de HPV. Con este fragmento de PCR se analizé el tipo viral
mediante la técnica de SSCP-PCR. En el anilisis se incluyeron preparaciones de DNA de
plasmidos o lineas celulares con secuencias virales conocidas. De esta manera se

generaron productos de PCR que sirvieron como controles de los patrones

electroforéticos.
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Secuenciacion de DNA

Para confirmar las mutaciones de los genes ras observadas por SSCP-PCR se
amplificaron vy secuenciaron' productos de PCR obtenidos con los mismos
oligonucleodtidos utilizados para el SSCP-PCR (Suzuki et al.,, 1990). La secuenciacién
directa de los productos purificados de PCR se realizo utilizando el kit de

AmpliTagDNACycle Sequencing System (Perkin Elmer).

Para la amplificacion y secuenciacion de un fragmento de 450 pb de la region L1
de HPV, se utilizaron los oligonucledtidos consenso MY09/MY 11 (Manos et al., 1989).
Para la amplificacion y secuenciacion de fragmentos de 364 pares de bases del LCR se
utilizaron oligonucleotidos que flanquean las posiciones 7485 a 7804 de HPV-18 (Ong et
al., 1993) y los que flanquean las posiciones7478 y 7841 de HPV-16 (Ho et al., 1991).
Para el LCR de HPV-45 se utilizaron los oligonucleotidos empleados para HPV-18 a una
menor astringencia. Las variantes de HPV que se detectaron en por lo menos dos
muestras, se consideraron como variantes “naturales”, mientras que aquéllas que se
encontraron s6lo una vez se consideraron posibles artefactos de la reaccion de PCR, por

lo que esta ultima se volvio a repetir.

Analisis estadistico

El significado estadistico de la asociacion entre la deteccion de variantes de HPV y
las diferentes presentaciones histologicas del carcinoma del cuello uterino, fue analizado

mediante la prueba exacta de Fisher.

Transfecciones y ensayos de CAT

Se transfectaron células C-33A, que se derivan de cancer cérvico uterino y no
contienen secuencias de HPV. La transfeccion se llevo a cabo' mediante el método
estandar de co-precipitacion con fosfato de calcio (Wigler et al., 1977). Se utilizaron 2
g del plasmido reportero: con el LCR de HPV-18 unido a CAT (P105) (Thierry et al.,
1992) y 5 ug del plasmido que contiene al gen K-ras en su version mutada en el coddn 12

(Santos et al., 1984). Las células fueron cosechadas y lisadas 48 horas después de la
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transfeccion. La actividad de cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) se determiné con el
método de extraccion de butiril-coenzima A, de la fase organica (Seed et al., 1988),
utilizando cantidades equivalentes de proteina mediante la determinacion de Bradford

(1976).

Analisis por Western blot

Se analizo la expresion de la proteina E6 en los tejidos de algunas de las muestras
de adenocarcinoma con y sin mutaciones en K-ras. Los tejidos fueron homogenizados en
buffer de Laemmh (0.01 ml x mg peso) mediante el uso de un politron. La cuantificacién
de proteina se realizd por el micro-método modificado de Bradford (Pande et al., 1994).
100 ug de proteina fueron sometidos a electroforesis en minigel (1.5 mm de grosor)
desnaturalizante de acrilamida al 10% y transferidos a membrana PVDF (Millipore), en
camara humeda de electrotransferencia en buffer de glicina. La membrana se lavé con
PBS, se bloqued con leche descremada al 2.5% en PBS y se incubé O/N con anticuerpo
anti-E6 (1 pg/ml Abl Oncogene). Después de lavar con PBS seguido de TBS, se
anadio un anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa y revelado con
quimioluminiscencia (kit ECL, Amersham). Posteriormente, la membrana se lavo con
TBS y B-mercaptoetanol para despegar los anticuerpos, para luego incubarla durante 2
horas con un anticuerpo anti-tubulina (clona KMK-1 de Boeringer), como contro!l interno
de cantidad de proteina. Se siguio el mismo procedimiento con el segundo anticuerpo. Se
utilizaron marcadores de peso molecular pretefiidos (14.3 a 200 kDa de Gibco). Como
control positivo del Western se utilizaron células Hela, que contienen la secuencia
completa de HPV-18 integrada. en su genoma. Para medir los niveles de proteina E6
observada en el Western se utilizé un analizador de imagenes con el programa PC Image.

Se integro area con densidad, normalizando la sefial de E6 con respecto a la de tubulina,
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Resultados

Este trabajo consta de dos partes. La primera la constituyen los resultados
obtenidos del analisis de mutaciones en los tres genes ras (H, K y N-ras) en tumores de
cérvix de diferentes grupos histologicos. También se analiza el efecto de K-ras tanto en
la expresion de las oncoproteinas virales en tumores, como en la transactivacion de la

LCR en ensayos con lineas celulares.

La segunda parte la conforma principalmente el articulo titulade: Association
between human papillomavirus type 18 variants and histopathology of cervical cancer,
que fue publicado en la revista Journal of the National Cancer Institute vol 89 pp 1227-
1231, 1997. En dicho articulo, la presencia y el tipo de variantes de HPV fue analizado
en una muestra de tumores de pacientes mexicanas. Se encontraron asociaciones
importantes de ciertas variantes de HPV con la edad de las pacientes y los tipos

histologicos de los tumores.
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Resultados

Analisis de mutaciones en los genes ras

La busqueda de mutaciones en los genes ras se realizo en carcinomas de cérvix
con diferente origen histolégico. Los grupos de tumores incluidos en este analisis estaban
formados por 13 adenocarcinomas, 13 carcinomas adenoescamosos y 27 carcinomas de
células escamosas. Mediante la técnica de SSCP-PCR, se buscaron mutaciones puntuales
en los tres genes de la familia ras. Con el fin de detectar las mutaciones activadoras mas
comunes en estos genes, se utilizaron dos juegos de oligonucledtidos para amplificar por

PCR fragmentos de los exones 1 y 2 de cada uno de estos genes (H, K, y N-ras).

En los 53 tumores analizados por ésta técnica, no se observaron migraciones
electroforéticas alteradas que pudieran indicar la presencia de mutaciones puntuales de
los genes H-ras ni N-ras (ej. figura 4). Sin embargo, se observaron mobilidades
electroforéticas, sugestivas de mutaciones, para el gen K-ras (figura 5). Se encontraron
los cambios en el fragmento de DNA que incluye al codon 61, en 10 de los 53 tumores
analizados (18%). La mayoria de las muestras que aparecian mutadas en el SSCP,
también mostraron una banda correspondiente al alelo tipo silvestre. Esto podria indicar
la presencia en las células cancerosas, tanto del alelo normal de K-ras, como del mutado;

y/o la posible contaminacion del tejido tumoral con células no-neoplasicas.

Para confirmar la presencia y el tipo de mutacién de K-ras, los tumores fueron
sometidos a secuenciacién directa de los productos de PCR. Ejemplos de las secuencias
se muestran en la figura 6. Debido a que probablemente las biopsias utilizadas en este
estudio contenian una mezcla de células cancerosas y normales, en algunos casos las
mutaciones no pudieron ser demostradas por secuenciacion directa. En la secuencia de
DNA de 4 tumores se encontré que aunque el codon 61 permanecia en su tipo silvestre,
una banda extra aparecia en la tercera posicion de dicho codon. Con esta mutacion se
tdentificd un reemplazo de glutamina (CAA) por histidina (CAT). En otros dos casos se

encontro la presencia de una banda extra en la primera posicion del codon 64, gue

(¥
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reemplaza una tirosina (TAC) por 4cido aspartico (GAC). Dado que en la secuenciacion
directa también encontramos las formas silvestres de las bases en las mismas posiciones,
existe la posibilidad de que contemos con muestras de dos poblaciones diferentes,

correspondientes a células normales y cancerosas.
Correlacién con datos clinicopatoldgicos

Al analizar la presencia de mutaciones de K-ras, de acuerdo al tipo histologico de
los tumores de cérvix, se encontré una alta frecuencia de éstas en los tumores con
componente glandular. En el grupo de adenocarcinomas, 5 de 13 tumores presentaron
mutaciones en K-ras; en los carcinomas adenoescamosos 4 de 13 tumores presentaron
dichas mutaciones. En contraste, los carcinomas de células escamosas presentaron una
frecuencia muy baja de mutaciones en K-ras (1/27) (ver Tabla IV). Ni la edad de las
pacientes cuyos tumores presentaron mutaciones en K-ras, ni la etapa climica de los
tumores, difirio significativamente de Ias mujeres cuyos tumores tenian al gen ras normal.
Todos los tumores con mutaciones en K-ras fueron positivos a secuencias de DNA de

HPV.

Transactivacion de los genes virales por K-ras activado

Dado que con una frecuencia importante encontramos mutaciones en K-ras en
tumores de cérvix con componente glandular, intentamos precisar el efecto especifico de
K-ras sobre los oncogenes virales. Primero, en un ensayo en células en cultivo se analizo
la capacidad de transactivacion de K-ras activado sobre el promotor de HPV; luego, se
abordo este anilisis directamente en tejido tumoral positivo a secuencias de HPV, donde
tratamos de distinguir si la presencia de K-ras mutado repercute en un aumento

importante en la expresion de las oncoproteinas de HPV,

En células C-33A, derivadas de un carcinoma de cérvix que no contiene
secuencias de HPV, se examind el efecto de K-ray activado en la actividad
transcripcional del promotor temprano de HPV-18. El plasmido P105 que contiene la
region LCR completa de HPV-18 (llamada P105) unida al gen reportero CAT, se

transfectd en estas células junto con un vector que expresa al oncogen K-ras activado
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(Ras*™®'?). Comprobamos que al igual que ocurre con H-ras activado (Medina-Martinez
et al,, 1997), K-Ras*™®'? es capaz de aumentar la transcripcion por mas de cinco veces,

del gen reportero CAT a partir del promotor P105 (figura 7).

El nivel de proteina E6 se analiz6 en muestras de adenocarcinomas de cérvix con
ras mutado y con ras normal, todas positivas a HPV. Las proteinas homogenizadas de
cada tejido tumoral, fueron separadas por electroforesis y transferidos a una membrana
que se incubd con anti-E6 ( E6 ~ 16-18 kDa, segun el tipo viral); y luego con anti-
tubulina, (Tub ~ 50 kDa) (ver figura 8). Mediante el Western blot logramos detectar a la
proteina E6 en los tumores. Para tratar de cuantificar las diferencias en expresion de E6
de muestras con K-ras mutado, comparando con muestras con K-ras normal, se
normalizo las unidades de densidad obtenidas de la banda de E6 con respecto a la de
tubulina de cada muestra (ver figura 9). Este analisis resulta muy grueso y solo se pudo
épreciar una tendencia de las muestras con K-ras mutado de presentar niveles mayores

de E6, con respecto a las muestras con K-ras normal (fig. 9).

Deteccion y tipificacion de HPV.

Se analizo la serie compieta de 77 tumores del cérvix de distinto tipo histologico
(carcinoma escamoso, adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso y carcinoma de células
pequeiias). El DNA de algln tipo de HPV fue detectado en 56 de los 77 tumores (74%),
mediante la amplificacién por PCR de un fragmento del gen L1. De acuerdo al tipo
histologico, el 85% de los carcinom_as escamoso, el 85% de los adenoescamosos, el 69%
de los adenocarcinomas y el 54% de los carcinomas de céluias pequeiias, fueron positivos

a algun tipo de HPV (ver Tabla 1A del Articulo).

Dada la sensibilidad que tiene la técnica de SSCP-PCR para la deteccion de
mutaciones puntuales en un fragmento discreto de DNA, consideramos que podria ser
utilizada acertadamente para la deteccion y tipificacion de secuencias de HPV en los
tumores. Los tipos virales presentes en las muestras positivas a HPV fueron definidos
mediante esta técnica (figura 1A del articulo). Para este analisis se amplifico por PCR un

fragmento de 140 pares de bases del gen L1 (con los oligonucledtidos GP5/GP6). Hemos
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visto que el ensayo de SSCP-PCR es muy sensible a pequefios cambios en composicion de
bases y tamafio del producto. El gen L1 se encuentra relativamente conservado entre los
diferentes aislados de HPV, sin embargo, presenta la variacion suficiente que permite

generar un patron muy claro para cada uno de los diferentes tipos de HPV.

Los patrones electroforéticos obtenidos para las secuencias de HPV, se
compararon con patrones control de HPV conocidos. Esto nos permitio tipificar a la

mayoria de las muestras que fueron positivas a DNA de algun HPV,

Los patrones de la mayoria de las muestras fueron claramente identificados como
los tipos de HPV-16, 18, o 31. Sin embargo, algunas muestras presentaron patrones de
migracion diferentes, lo que sugirié¢ la presencia de otros tipos virales o de variantes de
los tipos conocidos. Ninguno de los patrones generados en el SSCP-PCR fue compatible
con los tipos 6, 11 o 33, lo que mostrd la ausencia de estos tipos virales entre las

muestras.

Secuenciacion de fragmentos de L1y LCR

Para confirmar los resultados de los ensayos de SSCP-PCR vy determinar la
naturaleza de los patrones electroforéticos de HPV no identificados, se secuenciaron los
productos de PCR del fragmento del gen L1 (ver figura 1B del Articulo) y de la LCR. E!
analisis de las secuencias confirmé los resultados obtenidos en el ensayo de SSCP-PCR
respecto a los tipos de HPV-16, 18 y 31. También mostré la presencia de los HPV-45 y
HPV-58. Entre las muestras con un patréon de SSCP no identificado, se encontraron
variantes de HPV 16 (11 casos), de HPV-18 (8 casos) y de HPV-45 (3 casos). No se
considerd que estas variaciones fueran artefactos de la reaccion de PCR, ni que se
debieran a mutaciones adquiridas en el desarrollo del tumor, dado que aislados
independientes mostraron los mismos cambios para cada una de las variantes. También se
observd que mientras que el HPV-16 predominé en los carcinomas escamosos (I3 de 23
muestras), el HPV-i8 prevalecio en los adenocarcinomas (5/9) y particularmente en los

carcinomas de células pequeiias (10/13).
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La variante de HPV-16 identificada en este estudio difiere de la clona prototipo en
6 posiciones del fragmento de 450 pb del gen L1 (generado con los oligonucledtidos
MY09/MY11) (ver figura 10). Dentro de estos cambios, solo dos resultaron en cambios
en los codones respectivos: una prolina cambia a una treonina (posicion 6695;
aminoacido 379), y una serina reemplaza a una treonina (posicion 6803; aminoacido 415).

Esta variante pertenece a la rama Asiatica-Americana {ver figura 11).

Con respecto a HPV-18, una variante (var-1) que se encontré en 4 tumores, se
distingui6 de la clona de referencia por dos cambios en la regién L1 amplificada. Uno de
estos cambios (posicion 6625), dio por resultado el reemplazo de prolina por arginina en
el codon 399 (figura 10). Esta variante se ubica en la rama Europea, de acuerdo a la
secuencia de la LCR. Var-2 fue la otra variante que se encontré de HPV-18 (ubicada en
la rama Africana). Se detecté también en 4 casos y presenté 6 cambios en la region L1
con respecto al tipo de referencia. Cinco de estos cambios resultan mutaciones
silenciosas, mientras que el cambio en el codon 399 (posicion 6625), compartido con var-
1, da lugar al reemplazo de prolina por arginina. Estas variantes corresponden a los
aislados 1S002 y 1S168 de HPV-18 respectivamente, de acuerdo a las secuencias de L1
publicadas para diferentes aislados (Myers et al., 1996). En el caso de HPV-45 se detecto
una misma variante en los tres casos que presentaron HPV de este tipo. Esta variante
mostro cinco cambios en el fragmento L1 analizado, dos de los cuales resultaron en
cambios de aminoacidos: el reemplazo de serina por glicina (posicion 6676 aminoacido
383), y el cambio de glutamina por histidina (posicién 6705, aminoacido 392, figura 5).
La variante de HPV-45 encontrada entre la poblacion Mexicana, comparte los cambios en

la region L1, con la clona 1S819 (Myers et al., 1996).



(16}

(17)

118)

(19

(20

(25

122)

f23)

(24)

{25)

126)

MS. Metastatic potential of murine fibrosar-
coma cells is influenced by vell surface fam-
min. Int J Cancer 1984:33:65]-5.

Barsky SH. Rao CN. Williams JE. Liota LA.
Laminin molecular domains which alter me-
1astasis in a munine model. ] Clin invest
1984:74:843-8.

Castronovoe V. Laminin receptors and lami-
nin-binding proteins during tumor invasion
and metastasis. [nvasion Metastasis 1993:13:
1-30.

Rao NC. Barsky SH. Temanova VP. Lioua
LA. Isolation of twumor cell laminin receptor.
Biochem Biophys Res Commun 1983:11:
804-8.

Kleinman HK. Ogle RC, Cannon FB. Little
CD. Sweeney TM. Luckenbill-Edds L. Lam-
inin receptors for neurite formation. Proc
Natl Acad Sci U S A 1988:85:1282-6.
Castronovo V, Taraboletti G, Liotta LA. So-
bel ME. Modulation of laminin recepior ex-
pression by estrogen and progestins in humah
breast cancer cell lines. } Natl Cancer Inst
1989:81:781-8.

Wewer UM, Taraboletti G. Sobel ME. Al-
brechtsen R. Liottza LA. Role of laminin re-
ceptor in tumor cell migration. Cancer Res
1987:47:5691-8.

Martignone S, Menard S, Bufalino R, Cas-
cinelli N. Pellegrini R. Tagliabue E. et al.
Prognostic significance of the 67-kilodalton
laminin receptor expression in human breast
carcinomas. J Natl Cancer Inst 1993:85:
398402.

Daidone MG, Silvestrini R, D°Emrico A. Di
Fronzo G. Benini E. Mancini AM. et al.
Laminin receptors, collagenase [V and prog-
nosis in node-negative breast cancers. Int J
Cancer 1991;48:529-32.

Pellegrini R. Manignone S. Tagliabue E. Be-
lotti D. Bufalino R. Cascinelli N. et al. Prog-
nostic significance of laminin production in
relation with its receptor expression in hu-
man breast carcinomas. Breast Cancer Res
Treat 1995:35:195-9.

Mafune K, Ravikumar TS. Wong JM. Yow
H, Chen LB. Steele GD Jr. Expressicn of a
Mr 32.000 laminin-binding protein messen-
ger RNA in human colon carcinoma corre-
lates with disease progression. Cancer Res
1990:50:3888-91.

Cioce V, Castronovo V. Shmookler BM,
Garbisa §. Grigioni WF, Liona LA, et al.
Increased expression of the laminin receptor
in human colon cancer, J Natl Cancer Inst
1991:83:29-36.

Campo E. Monteagudo C. Castronovo V.,
Claysmith AP. Fernandez PL. Sobel ME. De-
tection of laminin receptor mRNA in human
cancer ceil lines and colorectal tissues by in
situ hybridization. Am J Pathol 1992:141:
1073-83.

D'Emico A. Garbisa S. Liona LA. Castro-
novo V. Stetler-Stevenson WG, Grigioni
WF. Augmentation of tvpe 1V cullagenase.
taminin receptor. and ki67 proliferation anti-
gen associated with human colon. gastric,
and breast carcinoma progression, Mod
Pathol 1991:4:23546.

1 {29) van den Brule FA. Castronovo V, Menurd S.

Giavazzi R, Marzola M, Belotti D, et al. Ex-
pression of the 67 kD laminin receptor in
human ovanian carcinomas as defined by a
monoclonal antibody. MLuCS. Eur J Cancer
1996:32A:1598-602.

(40) Demeter LM, Stoter MH. Sobel ME. Broker
TR. Chow LT. Expression of high-affinity
laminin receptor mRNA correlates with cell
proliferation rather than invasion in human
papiliomavirus-associated cervical neo-
plasms. Cancer Res 1992:52:1561-7.

3t Pellegrini R, Martignone S, Menard §. Col-

naghi ML Laminin receptor expression and
functton in small-cell lung carcinoma. Int J
Cancer 1994;5uppl 8:116-20.

{32 Saoh K. Narumi K. Isemura M. Sakai T,
Abe T. Matsushima K. et al. Increased ex-
pression of the 67kDa-laminin receptor gene
in human small cell lung cancer. Biochem
Biophys Res Commun 1992:182:746-52.

133) Basolo F. Pellina L. Pacini F. Fontanini G.

© "Menard S. Caswronovo V. et al. Expression of
the 67 KD laminin receptor is an adverse
prognostic indicator in human thyroid can-
cer: immunohistochemical study. Clin Can-
cer Res 1996:2:1777-80.

\ ¢34} Grigioni WF. Garbisa S. D*Errico A, Bacca-

Journal of the National Canacer Institute, Vol. 8¢

rini P, Stetler-Stevenson WG, Liona LA. et
al, Evaluation of hepatoceilular carcinoma
aggressiveness by a panel of extracellular
matrix antigens. Am J Pathol 1991:138:
647-54.

{331 Schroder FH. Hermanek P. Denis L, Fair
WR, Gospodarowicz MK, Pavone-Macaluso
M. The TNM classification of prostate can-
cer. Prostate Suppl 1992:4:129-38.

{36) Mariani-Constantini R, Barbanti P, Colnaghi
MI. Menard S, Clemente C, Rilke F. Reac-
tivity of a monoclonal antibody with tissues
and tumors from the human breast. Imrmuno-
histochermical localization of a new antigen
and clinicopathologic correlations. Am J
Pathol 1984:115:47-56.

137) Menard S. Tagliabue E. Canevari §, Fossati
G. Colnaghi ML Generation of monoclonal
antibodies reacting with normal and cancer
cells of human breast. Cancer Res 1983:43:
1295-300.

38) Kaplan EL., Meter P. Nonparametric estima-
tion from incomplete observations. J Am Stat
Assoc 1958:53:457-81,

{39; Cox DR. Regression models and life tables. J
R Stat Soc 1972:34:187.

{40) Gleason DF, Mellinger GT. Prediction of
prognosis for prostatic adenocarcinoma by
combined histological grading and clinical
staging. J Urol 1974:111:58-64.

Notes

Supported in pant by a grant from the National
Fund for Scientific Research (Belgium).

We thank Laragh Gollogly for her technical as-
ststance. Walthere Dewe for his statistical work,
and Mark E. Sebel for his evaluation of the manu-
seript.

Manuscript received February 19. 1997: revised
Jupe 3. 1997 accepted June 16. 1997,

. No. 16, August 20, 1997

i

| hand, few reports have evaluated the

Association Between Human
Papillomavirus Type 18
Variants and Histopathology
of Cervical Cancer

Marcela Lizano, Jaime
Berumen, Miriam C. Guido,
Leonora Casas, Alejandro
Garcia-Carrancda* |

Adenocarcinoma, aderosgaamous
carcinoma, and small-cell carcinama of
the uterine cervix are reported to be low
in incidence but clinically important.
They usually exhibit a more aggressive
biologic behavior and have a poorer
prognosis than squamous cell carcino-
mas at similar stages (/-3). Although
human papillomavirus type 16 (HPV16)
is associated predominantly with squa-
mous cell carcinomas and HPVI1S8 is
associated predominantly with adeno-
carcinomas and adenosquamous carci-
nomas {4), differences in prognosis
among these groups of cancers are
largely still not understood. On the other

role of HPV type in the development of
small-cell carcinomas [e.g.. (5)]. DNA
sequence variations among different iso-
lates of HPV16 and HPV 18 have been
found in various geographic locations |
and ethnic groups {611}, To date. these
variations have not been shown to cor-
relate with pathologic features (72), and
it is not clear whether HPV genetic-
intratype variability could account for
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the wide spectrum of pathology found in
the associated lesions.

To determine whether certain HPV
variants from known virus types could
be associated with particular histologic
forms of cervical carcinoma, we ana-
lyzed the HPV-variant status in a sample
of tumors from Mexican patients. Fifty-
three frozen biopsy specimens were ob-
tained from a random sample of a con-
secutive group of patients who sought
medical care during the period from
1992 through 1993 at the Instituto Na-

" cional de Cancerologia in Mexico City.

These samples consisted of 13 adenc-
carcinomas, |3 adenosquamous carcino-
mas, and 27 squamous ceil carcinomas
of the uterine cetvix. Another group of

24 paraffin-embedded biopsy specipens -

obtained from the pathology files of the
same institute was also selected for this
study; these specimens were collected
between 1985 and 1994, and all were
obtained from lesions diagnosed as

|

small-cell carcinoma of the uterine cer-
vix. This study was approved by an in-
stitutional review board. All diagnoses
were based on the pathology records
that accompanied each specimen, and
these records included a histologic de-
termination made according to proposed
criteria (13).

We assessed the presence of HPV
DNA in these specimens, and we at-
tempted to define the virus types by
modifying a previously described
single-strand conformation polymor-
phism-polymerase chain reaction
(SSCP-PCR) assay (/4). Although the
SSCP-PCR patterns generated from
many of the specimens were clearly
identifiable as originating from "HPV
type. 16, 18. or 31, other patterns sug-
gested that other virus types or variants
of known types were present (Fig. 1, A).
To confirm these results and to deter-
mine the origins of the variant electro-
phoretic patterns, PCR products from

i
1

the HPV L1 gene (/5) and the LCR (i.e.,
long control region} (7, /6) were directly
sequenced for those specimens that
tested positive for viral DNA (e.g., Fig.
1, B). This analysis revealed the pres-
ence of HPV types 45 and 58 (Table 1,
A) and showed the existence of variants
of HPV types 16 (11 cases), 18 (eight
cases), and 45 (three cases) in these tu-
mors (Fable 1, B).

A variant of HPV16 that was ob-

served frequently in this Mexican popu- .

lation (Fig. 1. A; compare 16 ref [i.e.,
prototype reference] lanes with 16 var
[variant] lanes) showed the same
nucleotide changes as tWe vanants al-
ready described, i.e., Bb-2 and IND-8,
which belong to a group of Brazilian and
Indian variants, respectively. that are
considered to be representatives of a
novel branch of HPV16 diversity (/7).
This variant has been grouped together
with other variants into the Asian-
American branch (70). One of the

control 16 18 B
r = r + Y oaq f—————y 45 HPV—’G HPY-18
ds 11 6181631 ref var™ ref var-2ver ds ref var 1of var-2
- 8734 G - ; - - s ?
s~ " o K. . 7.
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-.
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- - -’ -t -
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Fig. 1. Varants of human papillomavirus (HPY) rypes 16, 18, and 45 in
cervical wmors from a Mexican population and alteration of the DNA se-
quence of an L1 gene fragment. A sensitive single-strand conformation poly-
morphism-polymerase chain reaction (SSCP-PCR} assay allowed us to type
HPV-positive samples by comparing the electrophoretic migration patterns of
L1 gene amplification products. A) Samples that were shown to have ampli-
fiable DNA (i.e.. positive for B-globin gene PCR producis) were analvzed for
HPY DNA by use of GPS/GP6 consensus primers (26 that allow amplification
of a |40-base-pair fragment of the HPV L1 gene. DNA samples from plasmids
or cell lines known to contain specific viral sequences were also amplified, and
the products were used to generate “control'” electrophoretic pattemns for
different HPV types. The SSCP-PCR analysis was performed essentially as
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described previously (74). Electrophoresis in 6% polyacrylamide gels was
carried out at 10 W for approximately 4 hours at 4 °C. ds = double-stranded
DNA: ref and var = prototype-reference clones and variant clones, respec-
tively, for the indicated HPV types (confirmed by DNA sequence analysis).
Note that neither control nor reference DNA was available for HPV45: char-
acterization of the HPV45 variant was based on DNA <equence analysis. Pairs
of samples thar had previously yielded similar patierns were loaded side by
side onto the gel for a better comparison. B) DNA sequences of specific PCR
products generated from the HPY L1 gene by use of primers MY0OO/MY1]
(13) are shown for variant (var) or reference (ref) viral DNAs. Nucleotide

\

position numbers are indicated to the left, whereas nucleotide changes (ref — !

var) are indicated to the right of each sequence panel.
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Table 1. Distribution of different human papillomavirus (HPV) types and variants in carcinomas of uterine cervix of different histologic origin®

A) HPV types according to histologic type of carcinoma

No. of carcinomas according to HPV typet

Histologic type HPV16 HPV 18 HPV3I HPV4S HPV58 Total
Squamous cell carcinoma (n = 27) 13 6 3 -_ ] 23
Adenosquamous carcinoma (n = 13) 4 3 ] 3 — n

'+ Adenocarcinoma (n = 13) 4 5 —_ — — 9

* Small-cell carcinoma¥ (n = 24) —_ 10 —_ — — 13§

B) Distribution of HPVI16 and HPVI8 reference (ref) clones and variants (var) according to histologic type of carcinoma

No. of carcinomas according to HPV type

HPV16 HPVIRY
Histologic type ref var ref var-| var-2
Squamous cell carcinoma 8 5 0 2 4
Adenosquamous carcinoma 0 4 2 1 0
Adenocarcinoma 2 2 4 1 0
Small-cell carcinoma — - 10 0 0

+56 of 77 carcinomas were positive for HPV.

significant (P = .000416).

HPV18 varnants (Fig. |, A; 18 var-2
lanes) is almost identical to the Tanza-
nian T18-8 isclate except for nucleo-
tide position 7529, which is unchanged,
and this variant could belong to the Af-
rican branch. The other HPV 18 variant
identified in this study (var-1; not
shown) is identical to the T18-9 Tanza-
nian clone, which is located in the Eu-
ropean branch (7). These HPV18 vari-
ants correspond to clones IS168 and
18002, respectively, according to L1 se-
quences published for different isolates
(18). The HPV45 variant found in this
Mexican population (Fig. 1, A; 45 var
lanes [Note: 45 ref sample not avail-
able]), accounting for all three positive
cases, is identical in the L1 region to
clone IS819 (18,

When we evaluated the clinical stage
of the tumors and the age distribution
of the patients in relation to the presence
of variants of HPV types 16, 18, and 45,
we found some statistically signifi-
cant associations. In particular, we ob-
served that, in squamous cell carcino-
mas, the vanant of HPV16 was present
only among the 28- to 40-year age

present in a high proportion of the 40- to
55-year age group (i.e., six of eight
individuais with the reference clone
were 41-55 years of age; the remaining
two individuals were younger than 40
years of age). In other words, five of
seven women who were 2840 years of
age and had squamous cell carcinomas
had the variant, whereas none of six
women who were more than 40 years
of age to 55 years of age had the variant
(two-tailed Fisher's exact test; P =
033).

The most important finding in this
study was the apparently exclusive as-
sociation between HPVI18 var-2 and
squamous cell carcinoma, in contrast to
the reference clone, which was found to
be associated with all other histologic
types except this one (Table 1, B). The
other HPVI18 variant (var-1) was ob-

- served in all histologic types except

squamous cell carcinoma. Finally, the
HPV45 variant identified in this study
was present exclusively in adenosqua-
mous carcinomas (Table 1, A) and was
represented in about one fourth (three
{27%] of 11} of all HPV-positive umors

group, whereas the reference clone was | of this histologic type.

Journal of the National Cancer Institute. Vol. 89. No. 16. August 20, 1997

*The presence of different HPV types and their variants was analyzed in a sample of umors isolated from a homogeneous population of Mexican origin who
belonged to a low socioeconomic class and who exhibited no variations in race and ethnicity. HFV DNA was detected by amplification of a conserved region
of the HPV L1 gene. using primers GPS/GP6 (26) and the polymerase chain reaction.

$The histologic patiern of smail-cell carcinoma was defined by the cytologic features of the tumor cells as well as by their grouping pauemn. The cells were
small, with scanty cytoplasm and uniform round-to-oval nuclei, with no prominent nucleoli.

§DNA from three HPV-positive, but HPV 18.-negative, sampies was not available for further typing.

qThe proportion of HPV18 variant types in squamous cell carcinomas (six of six total tumors) and the proportion of variant types in the three other histologic -
types of tumors combined {two of 18 total tumors) were compared by use of the two-tailed Fisher's exact test; the difference was found to be statistically

The association of particular HPV
variants with specific histologic types of

cervical cancer suggests either that dif- |

ferent cellular factors influence viral
ability to transform cells or that specific
variants exhibit an intrinsic growth ad-

vantage over other HPV isolates in cer- °

tain types of cells. It has been suggested
that viral diversity correlates with the
ethnic characteristics of populations
rather than with geography (/9). In
Mexico, mixed ethnic groups are en-
riched mostly by American-Indian (Am-
erindian) rather than by Caucasian or

African components (20). It is of par-

ticular interest that, besides the refer-
ence clone, the only HPV16 variant de-
tected in this Mexican population has
been found previously in Brazil (IND-

8), i.e., in a population of Amerindian :

origin (/7). Yamada et al. (/0) detected
the same variant along with many other
HPV16 variants in a population in the
United States with a high Amerindian

component, suggesting that this variant |

may be frequent among certain popula-
tions in America.

Although patients infected with the
HPV16 variant seemed to be younger

BRIEF COMMUNICATIONS
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(seven of 11 women were =40 years
of age) than those harboring the refer-
ence clone (eight of 10 women were >40
years of age), no significant associa-
tions were established. Nevertheless.
in a preliminary swdy that included
. 120 patients with cervical carcinoma

from a Mexican population, we ob-
" served that this vaniant was present in
« the tumors from younger women, in
contrast to the reference clone, which
was found in older women (Berumen J,
Casas L, Lizano M, Guido MC, Garcia-
Carrancd A: unpublished data). These
' observations suggest that the HPV16
variant found in the Mexican popuia-
tion and apparently characteristic of
Amerindian wopen may represent a
higher risk variant, This possibilitv
could explain, in part, the high incidence
of cervical carcinoma observed among
Latin-American women (21,22). An-
other possibility is that the variant is
of recent origin and was not around
when the older women were sexually
active, although four individuals (with
adenosquamous carcinomas) of 11 who
had the variant were older than 40 years
of age (41, 43, 44, and 55 years of age,
respectively).

The fact that one of the HPV 18 vari-
ants (var-2) was found exclusively in
squamous cell carcinomas suggests that
this isolate may be associated with less

tumors has a relatively better prognosis
than adenccarcinomas or adenosqua-
mous carcinomas. Indeed, when we ana-
lyzed a group of small-cell cervical car-
cinomas (accounting for <1% of
| cervical neoplasias and with the worst
prognosis) for the presence of HPV
DNA, we found that all HPV 18-positive
tumors contained the reference clone.
Since there were no HPV18 variants in
this group, it is possible that the variants
detected in our study may represent less
aggressive isolates, An HPV18 variant
with an apparently less aggressive be-
havior has already been described in
' precancerous lesions (23), It is tempting
to speculate that this vartant could rep-
- resent, together with var-2 (and prob-
ably with var-1}, a subgroup of HFV18
variants with a different biologic behav-
for,

Because certain HPV isolates and the
histopathologic characteristics of tumors
appear to be associated, it will be impor-

1230 BRIEF COMMUNICATIONS

aggressive behavior, since this group of -

tant Lo determine whether these associa-
tions reflect true functional differences
among viral variants that affect the rela-
tive risk of progression of precancerous
lesions. This information could also be
relevant for some immunization strate-
gies, since some amino acid (aa) posi-
tions, including aa 379 and aa 415 for
HPV 16 and aa 399 for HPV 18, are part of
identified L1 linear epitopes (9.24,25). Fi-
nally, it will be important 1o assess the
prevalence of each variant in the normal
population to determine its associated
relative risk in the development of cer-
vical cancer.
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Germline CDKN2A Mutations
in Childhood Melanoma

Cutaneous melanoma. primarily a
disease of adulthood, does occur in chil-
dren and displays similar biologic be-
haviors, including invasion, metastasis.
and death (/). The proposition that those
who develop melanoma dunng child-
hood harbor a strong predisposition (o
melanocyte neoplasia is consistent with
Knudson's hypothesis that cancers aris-
ing in the very voung may result from
mutations to key regulatory genes
passed through the germline (2). Evi-
dence from melanoma kindreds indi-
cates that germline mutations in the
CDKN2A tumor-suppressor gene -re
| causally related 1o the development of a
: subset of these cancers (3). CDKN2A
. would also be expected to have a rale in
the etiology of some early-onset mela-
nomas. To test this hypothesis, we
screened a population-based series of
childhood melanoma cases for evidence
of germline CDKN2A mutations.

During the interval January 1, 1987,
through June 30. 1994, 61 histologically
confirmed cases of cutaneous melanoma
occurring in children less than 15 years
of age were notified to the Queensland
. Cancer Registry. As part of a larger
. case—control study (4), blood samples
were subsequently obtained from 31 of
these children (males:females, 20:11;
age range at diagnosis. 3-14 years).
Written informed consent was obtained
from the parents of each subject, and the
study was approved by our institutional
ethics review board.

DNA was exiracted from lympho-
cytes of each case and the three exons of
CDKN2A that encode pi6 (3} were
screened for mutations by single-strand
conformation polymorphism analysis
following amplification by polymerase
chain reaction (5). Samples that showed
! abetrant mobility patterns (Fig. 1) were
sequenced (5) to identify specific
nucleotide changes.

Of the 31 cases. 10 had a family his-
tory of melanoma and were a priori con-
+ sidered to have a greater likelihood of
inherited disease susceptibility: the re-
mainder were “sporadic’ cases. Among

1460 CORRESPONDENCE
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Fig. 1. Autoradiograph of a single-strand confor-
mation polymorphism ge! showing mobility shifts
in exon | of CDKNZ2A. Lanes 1, 2. 9. and 10 are

-wild-type polymerase chain reaction products:

lanes 4-8 are positive controls from melanoma
cell lines with known exon 1 mutations: lane 3 is
from melanoma case No. 140090.

the familial cases, one germline muia-
tion was observed in a female (case No.
140090} with a history of two primary
melanomas before age 13 years. The
mutation was a thymidine-to-cytosine
transition, resulting in a leucine-to-
proline substitution at codon 16. No dis-
ease-associated CDKN2A mutations
were detected among the sporadic cases,
although one individual carried the weli-
characterized alanine-to-threonine poly-
morphism at codon {48,

The prevalence of CDKN2A muta-
tion among childhood cases as a whole
(one of 31) was lower than anticipated:
however, the finding that one of 10 fa-
milial melanoma cases harbored a germ-
line mutation accords with the preva-
lence among melanoma kindreds (3).
These data indicate that mutations of
CDKNZ2A are not commonly associated
with childhood melanoma. Although
this finding does not preclude a central
role for CDKN2A in the evolution of
some pigment cell cancers (3), it sug-
gests that other genes are important in
the genesis of early-onset melanomas.

Davip C. WHITEMAN
AMANDA MILLIGAN
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Erratum: ** Aspartame Consumption
in Relation to Childhood Brain Tumeor
Risk: Results From a Case-Control
Study."” by Gurney et al. {J Natl Cancer
Inst 1997:89:1072-4 (lssue 14)]. In
paragraph 2, line 11, the sentence should

" read. in part, ‘'Briefly. case patients

were 19 years of age or younger...."”
The Journal regrets the error.

Erratum: ** Association Between Hu-
man Papillomavirus Type I8 Variants
and Histopathology of Cervical Can-
cer.”” by Lizano et al. [J Natl Cancer Inst
1997:89:1227-31 (Issue 16)). There is a
discrepancy between the texl on page
1229 (column 2. sentence beginning on
line 20) and data shown in Table 1. B.
concerning HPV 18 variant [. The infor-
mation in the table is correct, and the
sentence in the text should read as fol-
lows: “*The other HPV 18 variant (var-1)
was observed in all histologic types ex-
cept small-cell carcinoma.”” The Journal
regrets the error.
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Figura 4. Andlisis por SSCP-PCR de la presencia de mutaciones en los genes ras.

Se muestran dos ejemplos de ensayos de SSCP donde los DNAs tumorales no presentaron
cambios en la migracién electroforética, con respecto a controles normales negativos. A)
Muestras de tumores del cuello uterino analizadas para el primer exén de H-ras. El
asterisco sefiala al patrén que fue utilizado como control positivo de mutacion, que
corresponde a un plasmido que contiene la version mutada en el codon 12 de H-ras (EJ).
B) Incluye el analisis del segundo exén de N-ras. En ninguno de los casos se observo
variacion en la migracion electroforética de los DNAs analizados. ND, es la porcion de la
muestra que no se desnaturalizé adecuadamente, antes de ser sometido a la electroforesis.
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Figura 5. Anilisis por SSCP-PCR de la presencia de mutaciones en el exén 2 de K-
ras. Se muestran los cambios en migracion electroforética obtenidos del DNA de la serie
de tumores analizada por SSCP-PCR. La flecha superior sefiala la banda esperada para un
alelo ras normal; la banda inferior sefiala una posible mutacién de ras. Los asteriscos
indican los casos donde se encontraron patrones alterados que sugieren posibles
mutaciones de K-ras. ND, es la porcion de DNA que permanecié sin desnaturalizar al
inicio de la electroforesis. A) Tumores de origen escamoso, B) Adenocarcinomas y
carcinomas adenoescamosos.
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Figura 6. Secuencia directa de productos de PCR del exén 2 de K-ras de cincer de
cérvix. Se muestran los cambios encontrados para los codones 61 y 64 de K-ras en los
tumores de cérvix.
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Figura 7. Activacién transcripcional del promotor P105 de HPV-18 por K-ras.
Lineas celulares de cancer de cérvix C-33A, se cotransfectaron con un plasmido que
contiene a la LCR de HPV-18 (P105) unido al gen CAT, y con el plasmido que
contiene una version activada de K-ras (Ras™®'?). La actividad del gen reportero se
midié 48 horas después de la transfeccion en dos experimentos independientes.
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Figura 8. Efecto de K-ras sobre la expresion de la proteina E6 en tumores. Se analizé po:
Western blot las diferencias en expresion de la proteina E6 de HPV en muestras de
adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos de cérvix con ras mutado y normal. Las flechas
muestran los pesos moleculares esperados, de acuerdo a los marcadores pretefiidos, para E6 (~
18-19 kDa) y para Tubulina (~ 50 kDa). H, Hela; carriles 1,2,7,8 y 10, son muestras HPV+/K-ras
normal; carriles 3,4,5,6,9,11 y 12 son muestras HPV+/K-ras mutado.
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Figura 9. Efecto de K-ras mutado en los niveles de E6 en los tumores de cérvix. Se
midieron por densitometria las bandas de E6 y tubulina del Western blot de la figura 8. El
valor de E6 de cada carril se obtuvo normalizando E6 con tubulina. El bloque de K-ras
normal corresponde en el mismo orden, a las muestras de los carriles 1,2,7.8,10 de la
figura 8. El bloque de K-ras mutado son las muestras 3,4,5,6,9,11 y 12, en el mismo
orden; H, es HelLa.



HPVl1e

ref
var

HPV18

rcf
var-2
var-1

HPV45

ref
var

52

L1 LCR
6666666666666 7777777777777777777
6678888899999 4455667777777788888
1920256616677 8802681234568823334
8513642584505 5071994903241664792
AAGACCTCCAACTG AGAGCCTAATACTCGGAAG E
“CAT -T-T---T - - CA-ATA-C-G-T-T- - - - - AA

* *

L1 LCR
666666 777777777777777777777
667798 555555555555666667777
221414 1222334566694557801 23
569972 2789069134723 18014760
CCGGGC GAACTCCCGAATTTAATTACC As+Al
"GTAAAG T---C---A-CCGCCT-C-TA AF
G- ---G - s A e - ZCC- - T - - .. E
*

L1 LCR
66666666666 7777
66666678888 5567

26677801356 2623

11567756721 73094
CCAAGCGACTG CCTG
- - -G-TCG- -A TACA

o< *

Figura 10. Variaciones genémicas de los fragmentos de L1 y LCR de aislados de
HPV-16, HPV-18 y HPV-45, Se muestran los cambios en la secuencia nucleotidica de
las variantes encontradas en la poblacion mexicana. Arriba de cada bloque, leido
verticalmente se indica la posicion nucleotidica del gen L1 y la regién LCR en donde se
encontraron algunos cambios. La clona de referencia de cada tipo viral se indica como
ref, y cada variante como var. Para cada variante, las posiciones que no varian en
relacion a la clona de referencia, se marcan con guiones. Los asteriscos muestran los
cambios de las bases que dan por resultado cambios en aminoacidos. A la derecha se
sefiala el grupo filogenético al cual pertenece cada variante, de acuerdo al analisis de
secuencias de LCR (Myers et al., 1996). E, rama Europea, AA, Asiitica-Americana;
AstAl, AsiaticatAmerindia; Af, africana.
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Figura 11. Arbol filogenético de variantes de HPV-16. El arbol filogenético se realizé
de acuerdo al mayor parecido de secuencias de E6-L2-L1-LCR (Yamada et al., 1995).
REF es la clona de referencia de HPV-16. Las variantes se muestran con los codigos de
identificacion de secuencias publicadas. La longitud de la linea horizontal de cada rama es
proporcional al nimero de cambios. Las letras grandes a la derecha muestran los
subgrupos en que se han divido las variantes de HPV-16; E, Europea; Afl, Africana 1:
Af2, Africana 2, NAIl, norteamericana, AA, Asiatica-Americana. Las letras pequeiias
indican las subclases dentro del linaje Europeo. La flecha sefiala donde se ubica la
variante mexicana de HPV-16, encontrada en este estudio.
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Tabla 1V
Frecuencia de mutaciones en K-ras en
tumores de cuello uterino

Tipo Histologico Total de muestras K-ras mutado %
Escamoso 27 1 4
Adenoescamoso 13 4 31
Adenocarcinoma 13 5 38

Se muestra la distribucion de las mutaciones encontradas en el exon 2 de K-ras de
acuerdo al tipo histologico de los tumores de cérvix analizados.



De las variedades del cancer cérvico uterino, los adenocarcinomas, los carcinomas
adenoescamosos y los carcinomas de células pequeiias del cérvix, presentan una
incidencia baja; sin embargo, generalmente tienen un comportamiento mas agresivo y un
peor prondstico que los carcinomas escamosos en etapas similares (Gallup et al., 1985;
Berek et al, 1985; Hopkins et al., 1991). A pesar de que el HPV-16 se ha asociado
predominantemente con los tumores de cérvix de origen escamoso y el HPV-18 con los
adenocarcinomas (Bosch et al., 1995), las diferencias en pronéstico entre estos grupos de
tumores continda sin una explicacion clara. En la busqueda de factores que pudieran
determinar diferencias en el pronostico de las distintas presentaciones histologicas del
cancer cérvico uterino, en este estudio analizamos tanto la presencia y tipo de variantes
de HPV, como de mutaciones activadoras de los tres genes ras (H, K y N-ras), en
tumores del cuello uterino de pacientes mexicanas.

Actualmente son muchas las evidencias que muestran que las alteraciones en los
genes celulares que controlan el crecimiento celular y la diferenciacion juegan un papel
critico en la patogénesis del cancer. Por ello se ha puesto especial atencion en el analisis
de estos genes. Los genes ras fueron identificados en cancer humano hace ya varios afios
(Shih et al., 1982; Krontiris et al., 1981). Desde entonces, se ha aprendido muche no solo
acerca de la proteina Ras, sino también de las proteinas con las que interacciona y el
efecto bioquimico de sus mutaciones, sin embargo, ain no es del todo claro como es
que los oncogenes ras alteran el crecimiento y promueven el desarrollo de! cancer.
Desde que fueron identificados, se ha reportado que en una gran variedad de tumores
humanos ocurren mutaciones en los genes ras y las incidencias mas altas se encuentran
para K-ras y en particular en adenocarcinomas (Bos, 1989).

La etiologia del carcinoma escamoso de cérvix y del adenocarcinoma de cérvix.,
probablemente se relaciona con una compleja interaccion de factores hormonales y de
agentes infecciosos, en donde HPV es el mas importante. Los modelos experimentales

indican que los oncogenes de HPV y los genes K-ras y H-ras activados cooperan para
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inducir un fenotipo completamente transformado en células epiteliales (Dirst et al.,
1991). Sin embargo las interacciones entre K-ras y secuencias oncogénicas de HPV no se
han confirmado en humanos.

El grupo de tumores incluidos en este estudio es representativo de los tipos
histoldgicos en que el cancer de cérvix se presenta con mayor frecuencia en México. Con
el andlisis de estos tumores mostramos que las mutaciones en K-ras son mis frecuentes
en carcinomas adenoescamosos y en adenocarcinomas, que en tumores escamosos del
cérvix. Estos datos van acorde con lo reportado en la literatura, en donde se demuestra la
baja incidencia de mutaciones activadoras de ras en general en carcinomas escamosos
humanos (Rumsby et al, 1990). Koulos et al., (1993) han encontrado, con poca
frecuencia (12%), mutaciones de K-ras en adenocarcinomas del cérvix. Sin embargo,
Tenti y colaboradores (1995) reportan una frecuencia mas elevada (22%), los autores
observan que las mutaciones en el codon 12 de K-ras son més frecuentes en los
adenocarcinomas mucinosos. Nosotros encontramos una mayor incidencia de mutaciones
en adenocarcinomas (38%) y en carcinomas adenoescamosos del cérvix (31%). Esta
elevada incidencia podria deberse a la alta sensibilidad del método de SSCP-PCR que
utilizamos para el analisis de los genes ras. Este método permite la deteccion de
mutaciones en poblaciones mixtas con bajas proporciones de alelos mutados con respecto
a los alelos normales. Se ha reportado que en este tipo de muestras, esta técnica resulta
inclusive més sensible que la secuenciacion directa (Enomoto et al., 1991b). Nuestros
resultados se aproximan mas a los obtenidos por Jiko y colaboradores (1994), que
muestran una frecuencia de mutaciones en K-ras hasta del 50% en adenocarcinomas con

componentes endometriales.

Todos los tumores con mutaciones en K-ras, fueron positivos a secuencias de
DNA de algun tipo de HPV, hecho que no descarta la posible cooperacion entre los dos

eventos moleculares en el proceso de transformacion.

Los tumores incluidos en este trabajo corresponden a etapas clinicas avanzadas (de
[IB a IVB). Pensamos que para determinar el impacto de las mutaciones de K-ras en la
sobrevida de las pacientes, se requiere del analisis de tumores en etapas clinicas

tempranas con los cuales se pueda hacer un seguimiento cuidadoso de la evolucion de las
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pacientes. Mientras que muchos estudios han dado evidencias persuasivas de que las
mutaciones en los genes ras tienen un papel critico en el desarrollo del cancer, sabemos
muy poco acerca de su papel en lesiones no neoplasicas o preneopldsicas. Los estudios de
las mutaciones en ras en lesiones precursoras y en canceres en fases tempranas ayudaran
a determinar su utilidad en el diagndstico y deteccion temprana de una gran variedad de
tumores humanos. La participacion de ras en el desarrollo de cancer de cérvix sélo podra
ser entendida a medida que se analice la presencia de mutaciones en estos genes en un

numero considerable de lesiones premalignas y fases muy tempranas del tumor.

Aunque no es claro el mecanismo, nuestros datos muestran que las mutaciones en
K-ras se encuentran evidentemente asociadas a células con algiin componente glandular
en cérvix. Ciertos estudios realizado in vifro muestran que la activacion de K-ras induce
diferenciacion celular (Bar-Sagi et al., 1985; Sadot et al., 1998). Resulta sugestivo pensar
que si K-ras se activa en células basales del epitelio, podria tener un papel importante en

el proceso de diferenciacion del adenocarcinoma.

Existen datos que apoyan. en parte, la cooperacion que ocurre entre ras y los
oncogenes E6 y E7 de HPV para inducir la transformacion celular: 1) Ras activa una
cascada de cinasas, que finalmente repercute en la activacidon de jun y fos, los elementos
de AP-1; 2) los papilomavirus humanos tiene en su region de control LCR sitios de
respuesta a elementos AP-1; 3) los resultados de Antinore y colaboradores (1996)
muestran que el efecto transcripcional del complejo E7/jun, incide en los genes con
elementos de respuesta a AP-1; entre ellos pudieran estar E6 y E7; 4) la cooperacién de
ras activado con el gen E7 de HPV-16 para transformar completamente células de rata,
se correlaciona con los niveles de expresion de E7 (Liu et al., 1995); y 5) clonas de
células HeLa que expresan altas cantidades de H-ras en forma estable, presentan un
incremento dramatico en los niveles de RNA mensajero de E6 y E7 (Medina-Martinez et
al., 1997). Con estas observaciones, resulta atractivo pensar que en presencia de un gen
ras activado, puede existir un proceso de activacion y retroalimentacion que aumentaria

los niveles de los oncogenes virales.



58

En estudios en lineas celulares, se ha visto que H-ras activado es capaz de
aumentar la actividad transcripcional del promotor de HPV-18 (Medina-Martinez et al.,
1997). Nosotros ampliamos este resultado al analisis de K-ras. En este sistema K-ras
activado también es capaz de aumentar la transcripcion de genes dependientes del
promotor viral. Lo que muestra que la LCR en particular de HPV-18, y probablemente de
otros tipos virales, es.un blanco potencial no sdlo de H-ras, sino también de K-ras
activados. Estos datos nos motivaron a analizar si K-ras podria ser capaz de activar la
expresion de las oncogenes virales en los tumores. En el analisis de los tumores de cérvix
no encontramos diferencias significativas entre los niveles de expresion de la proteina E6
en muestras con K-ras mutado y con K-ras normal; sin embargo, observamos una
tendencia de las muestras con K-ras mutado, de presentar niveles ligeramente mayores de
E6 con respecto a las muestras con K-ras normal . La metodologia utilizada podria no ser
tan sensible como para detectar adecuadamente los niveles de expresion de la proteina
E6, ya que no detecta epitopes conformacionales. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que los tumores que no presentan mutaciones en ras, si bien pueden ser otros los
mecanismos de transformaciéon involucrados, pudieran tener alteraciones en otros
componentes de la via de Ras, que también repercutieran en el aumento en la
transcripcion de oncogenes virales. Otra alternativa es que ras repercute en las proteinas
virales al inicio del desarrollo del tumor. En esta forma, aunque ras no tenga efectos
importantes sobre HPV en etapas avanzadas del tumor, pudo haber cooperado con HPV

al inicio de la tumorigénesis.

Por otra parte, se debe tomar en cuenta que ¢l mecanismo de cooperacion entre
ras y HPV in vivo, no sélo puede resultar de un efecto directo de la via de Ras (tal vez
mediada por c-jun) sobre el promotor viral, sino que diferentes vias o proteinas pudieran
estar involucradas en el proceso. Resulta muy importante considerar que Ras activa a
promotores con elementos de respuesta a sitios AP-1, por lo que pudiera existir una gran
variedad de genes involucrados en el control del ciclo celular, independientes a HPV, que
serian modulados por Ras. De este modo, el estudio del proceso de transformacion de ras

y HPV deberia de ampliarse al anilisis de otros genes.
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Hoy en dia, numerosos estudios muestran la fuerte asociacion de secuencias de
HPV, con tumores invasores del cérvix y lo sefialan como el mas importante de los
posibles factores etiologicos. En nuestro estudio, también encontramos una alta
prevalencia de positividad a HPV, donde HPV-16 predomind en el 57% de los tumores.
En los adenocarcinomas y en los carcinomas de células pequeiias, HPV-18 fue el de
mayor frecuencia con 56% y 82%, respectivamente. La prevalencia de los tipos virales
especificos en estos grupos de tumores, concuerda con los datos obtenidos del estudio
epidemiolégico mas completo del momento (Bosch et al., 1995). Dada la baja frecuencia
con que ocurren los carcinomas de células pequefias del cérvix (< 1%), existen muy
pocos estudios que permitan evaluar la participacién de HPV en su desarrollo (Pao et al.,
1991). En este trabajo se encontraron secuencias de HPV en 13 de los 24 tumores de
c€lulas pequeiias (54%), donde HPV-18 predominé en el 77% de los tumores positivos a
HPV. La positividad a HPV encontrada en este grupo, no necesariamente refleja la
naturaleza del tumor. Es decir, no podemos saber si ia prevalencia de HPV en los
carcinomas de células pequefias realmente es menor que en los otros tipos histologicos de
cancer de cérvix, o que dada la calidad del material del tejido incluido en parafina, la
prevalencia se subestima. A este respecto, Baay y colaboradores (1996) mostraron que la
eficiencia del PCR para material de parafina, tiene una correlacion inversa con la longitud
del fragmento amplificado. Utilizando los oligonucleotidos GP5/GP6 (mismos que
utilizamos en el ensayo de SSCP-PCR), los autores muestran una prevalencia de HPV del
61% en sus muestras, mientras que la positividad a secuencias de HPV aumenta al 88%
con el uso de oligonucledtidos que en PCR generan fragmentos mas pequeiios. Por lo
tante en nuestras condiciones, algﬁnos de los tumores de células pequefias pudieran
contener secuencias de HPV que no estemos detectando.

En la poblacion mexicana estudiada, encontramos variantes para los tipos HPV-16,
HPV-18 y HPV-45_ En los estudios de variaciones de HPV-16 y 18, se ha observado que
la diversidad viral, mas que asociarse a una ubicacion geografica, se asocia con las
caracteristicas étnicas de las poblaciones (Cavalli-Sforza, 1992). Es decir, que muchas
similitudes entre variantes virales se extienden a los paises que tienen una composicion

¢étnica relacionada. En la poblacién mexicana predomina un mestizaje enriquecido
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principalmente por amerindios y en mucha menor proporcién se encuentran los
componentes caucasico y africano (Lisker et al., 1990). En este estudio, incluimos una
poblacion homogénea de origen mexicano, que no presentd variaciones en raza ni
composicion étnica. Resulta muy interesante la observacion de que a pesar de que la
poblacion brasilefia es mas fuerte en sus componentes caucasico y africano que en indo-
americano, la misma variante de HPV-16 presente en la poblacién mexicana, se detectd
en una pequeifia poblacién con origen amerindio de Brasil (Ho et al., 1991). Yamada y sus
colaboradores (1995) detectaron ¢l mismo atslado de HPV-16 en una poblacion de los
Estados Unidos con un alto componente amerindio, lo que sugiere que esta variante
puede ser muy frecuente entre ciertas poblaciones de América.

Al buscar alguna correlacion de la variante de HPV-16 con parametros clinicos,
encontramos algunas asociaciones estadisticamente significativas. Las pacientes que
presentaron el aislado mencionado, tienden a ser mujeres menores de 40 afios al momento
del diagnéstico y de la toma de biopsia. En particular, observamos que en los carcinomas
de origen escamoso, la variante de HPV-16 solo estuvo presente en el grupo de mujeres
menores de 40 aiios, mientras que la clona de referencia se presentd en mayor proporciéon
en el grupo de mujeres mayores de 40 afios de edad. Estas observaciones sugieren que la
variante de HPV-16 encontrada en la poblaciéon mexicana y aparentemente caracteristica
del grupo amerindio, puede constituir una variante de mayor riesgo. Esto ayudaria a
explicar, al menos en parte, la alta incidencia de cancer cérvico uterino que se observa en
mujeres latino-americanas (Parkin et al., 1992), ademas de la menor edad de presentacion
de este tipo de tumor en relacion con otros lugares del mundo (la mitad de las mujeres

con carcinoma in situ en México tiene menos de 35 afios) (Tapia et al., 1996).

Con el fin de evaluar la relacion entre variantes naturales de HPV-16 y el riesgo de
desarrollar neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grado 2 o 3, Xi y colaboradores
realizaron un interesante estudio de seguimiento en mujeres que no tuviesen NIC 2-3 al
momento de ingresar en el estudio, y que fueran positivas a HPV-16. En las mujeres que
luego desarrollaron NIC 2 o 3 prevalecieron las variantes menos parecidas al prototipo de
HPV-16, lo que sugiere que el riesgo para NIC 2 o 3 no es el mismo para todas las

variantes y que las menos parecidas al prototipo confieren mayor riesgo. Resulta
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importante resaltar que dentro de sus variantes menos parecidas al prototipo, la que mas
frecuentemente encontraron fue la misma variante de HPV-16 que nosotros encontramos
en nuestro estudio. Aunque los autores no detectaron alguna variacion significativa en la
distribucidén de variantes por grupos de edad, ni composicion étnica, sus datos apoyan a
los nuestros: que la variante de HPV-16 encontrada en la poblacion mexicana pudiera

tener un comportamiento bioldgico mas agresivo.

Para las variantes de HPV-45 y HPV-18, encontramos asociaciones muy
significativos de acuerdo al tipo histolégico de los tumores. La variante de HPV-45
identificada en este estudio solo estuvo presente en los tumores adenoescamosos. En
relacion a HPV-18, encontramos tres aislados: var-1, var-2 y la clona de referencia. Uno
de los hallazgos mas interesantes de este estudio fue la asociacion, aparentemente
exclusiva, entre var-2 y los tumores de origen escamoso (P=.000416). Var-1 se encontrd
en los 4 grupos histologicos, excepto en los tumores de células pequefias. Estos datos
sugieren que var-2 pudiera estar asociada con un comportamiento bioldgico menos
agresivo, dado que los carcinomas escamosos tienen un mejor pronéstico relativo que los
adenocarcinomas, los carcinomas adenoescamosos, y en particular los carcinomas de
células pequeias. En contraste, en los carcinomas de células pequeiias (los carcinomas
de cérvix con el peor de los pronésticos), positivos a HPV-18, solo se encontrd la clona
de referencia, lo que refuerza la idea de una mayor agresividad de esta clona, con
respecto a var-2. Por su parte, var-1 presenta menos cambios que var-2 en los fragmentos
de L1 y LCR secuenciados; sin embargo, dichos cambios estan contenidos en var-2 (con
excepcién de un cambio extra en var-1 en el nucleotido 7529). De este modo, var-1
podria reflejar un punto intermedio en la evolucién entre var-2 y la clona de referencia.
La asociacién de ciertas variantes de HPV con tipos histologicos especificos de cancer
cérvico uterino sugiere que diferentes factores celulares influyen en la capacidad de
transformacion viral, o que algunas variantes especificas presentan cierta ventaja en

crecimiento en determinados tipos celulares, sobre otros aislados virales.

Dentro de los virus de papiloma humanos de alto'riesgo, HPV-18 es de particular
importancia. Se observa que este virus se asocia preponderantemente con los tumores

mas agresivos y menos diferenciados y no con las lesiones intraepiteliales del cérvix
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(Arends et al., 1993). De la misma manera, la presencia de HPV-18 se correlaciona con
una mayor probabilidad de recurrencia tumoral y de metastasis a nodulos linfaticos. A
pesar de su naturaleza agresiva, en algunas ocasiones HPV-18 se asocia con un fenotipo
diferente, caracteristico de infecciones con tipos de HPV de bajo riesgo como 6 u 11
(McLachlin et al., 1994). Los estudios llevados a cabo por Hecht y colaboradores (1995)
sugieren que ia variabilidad genética de HPV-18 puede ser responsable del amplio
espectro de patologias asociadas a este tipo viral. Los autores identifican una variante de
HPV-18 en ¢l 40% de muestras con neoplasia intraepitelial, mientras que no la observan
en casos de cancer. Esto sugiere que dicha variante tiene un menor potencial oncogénico.
Con esto resulta muy sugestivo pensar que esta variante, junto con var-2 (y
probablemente var-1) pueden representar un subgrupo de variantes de HPV-18 con un

comportamiento biolégico diferente.

Dado que parece existir una asociacion entre ciertos aislados de HPV y las
caracteristicas histopatologicas de los tumores, resuita muy importante determinar si
estas asociaciones reflejan verdaderas diferencias funcionales entre las variantes virales,
lo que puede repercutir en el riesgo relativo de progresién de lesiones precancerosas.
Existen evidencias que muestran que ciertas alteraciones nucleotidicas de HPV-16
afectan su potencial de transformacion in vitro (Mittal et al., 1993); asimismo, se ha visto
que algunas alteraciones aumentan la actividad del promotor que da lugar a la
transcripcion de los oncogenes E6 y E7 (May et al.,, 1994). Por otra parte, Stoppler y
sus colaboradores (1996) han demostrado que ciertas variantes naturales de HPV-16
difieren en sus propiedades bioldgicas y bioquimicas, lo que podria resultar en diferencias
en patogenicidad. Estos autores mostraron que proteinas E6, con sustituciones en
aminodcidos, presentaban diferencias significativas en su capacidad de anular la
diferenciacién que se lleva a cabo en queratinocitos humanos bajo ciertas condiciones; a
su vez, la actividad de las proteinas E6 variantes y su capacidad de inducir la degradacion
de p53 in vitro, estaban directamente relacionadas. En este sentido, resulta importante
realizar ensayos comparativos entre distintos aislados virales, que permitan apreciar las
consecuencias de los cambios nucleotidicos en regiones especificas, sobre procesos como

la replicacién viral, la transactivacion de genes celulares o virales y finalmente, la
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transformacion. Al analizar la secuencia del fragmento LCR que obtuvimos de nuestras
variantes, notamos que las mutaciones en las posiciones 7485 y 7521 de HPV-16 se
sobrelapan con sitios de union para YY!. Aunque su papel resulta controversial, se ha
visto que este factor de transcripcion reprime la expresion de genes tempranos y que
mutaciones en estas regiones de HPV permiten que en estado episomal, el virus escape a
la represion celular (Bauknecht et al., 1992; May et al., 1994). Por lo tanto, los cambios
en estos sitios entre otros, de la variante de HPV-16 encontrada en la poblacion

mexicana, podrian alterar los mecanismos de control o regulacion de dicha variante.

Se sabe que una gran mayoria de mujeres infectadas con HPV nunca desarrollaran
cancer (Koutsky et al., 1988)). Una proporcion de estas mujeres estan infectadas con
tipos de HPV con bajo potencial oncogénico. Sin embargo, aun en los casos de infeccion
con HPV de alto riesgo, muchas lesiones revierten espontaneamente y solo algunas

desarrollaran neoplasias intraepiteliales o cancer de cérvix.

En la busqueda de los factores que determinan que una infeccion por HPV persista
y/o progrese, se ha puesto atencion en eventos exdgenos (como infecciones por otros
agentes, paridad, uso de anticonceptivos orales, cigarro) y particularmente en la
respuesta inmune del huésped (Bosch et al., 1992; Tsukui et al., 1996). Actualmente se
sospecha que las variantes virales puedan conferir diferentes riesgos a la enfermedad
(Lizano et al., 1997; Xi et al, 1997). De ser cierto, se explicaria en parte, como es que
algunas mujeres infectadas con los HPV de alto riesgo presenten enfermedad persistente

0 progresiva, mientras que otras no.

De este modo, el conocimiento del comportamiento biolégico de las variantes de
HPV tiene implicaciones importantes para el disefio de vacunas. Hoy en dia los esfuerzos
para desarrollar vacunas profilacticas o terapéuticas contra los HPV contintian (Schiller
et al., 1996, McNeil et al., 1997). Las vacunas terapéuticas se encaminan principalmente
hacia la estimulacion de la respuesta inmune celular del huésped contra el virus, que
permita a los individuos con enfermedades relacionadas con HPV, dirigir sus defensas

contra la lesion neoplasica infectada con HPV. En contraste, las vacunas profilacticas
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mas recientes van dirigidas a inducir una respuesta de anticuerpos, capaces de neutralizar

al HPV y de prevenir o limitar una infeccion inicial con el virus.

Extendiendo el conocimiento de que los determinantes antigénicos de las proteinas
L1, L2, E6 y E7 difieren en las variantes naturales de HPV, las vacunas efectivas deberan
de incorporar estas variaciones en sus formulas. Cabe mencionar que los cambios en los
aminoacidos de las posiciones 379 y 415 en la variante mexicana de HPV-16 y 399 de
var-2 en HPV-18, constituyen parte de epitopes lineales ya identificados (Pushko et a.,
1994; Zhou et al, 1992; Heino et al., 1995), lo que podria reflejar la existencia de
cambios en epitopes conformacionales. A este respecto, Cheng y colaboradores (1995)
muestran la existencia de reactividad cruzada entre variantes de HPV-16 de grupos muy
distantes. Sus estudios se basan en epitopes conformacionales de las particulas tipo virus
(VLPs), compuestas por la proteina mayoritaria de la capside, L1 (Cheng et al., 1995).
Sin embargo, existe otro estudio en que se propone que tanto el haplotipo del complejo
principal de histocompatibilidad (HLA) , como la variacion de la cepa de HPV-16 deben
de considerarse en la bisqueda de individuos de alto riesgo (Ellis et al., 1995). En dicho
trabajo identifican variaciones especificas de la proteina E6 de HPV-16, que alteran un
epitope presentado por HLA-B7, de una manera tal que puede influir en el
reconocimiento inmune por linfocitos T citotoxicos (CTL) restringidos por HLA. De ahi
la importancia de conocer si cambios especificos de ciertas variantes repercuten en la

antigenicidad de blancos importantes para el disefio de vacunas.

Hoy en dia, dado los pocos estudios publicados al respecto, existe la necesidad de
saber con certeza si realmente las variantes de HPV presentan un comportamiento
biologico diferente, que determinen el tipo de enfermedad o la respuesta inmune del
huésped. Ademas, no se conoce si las asociaciones entre variantes y enfermedad, son el
resultado de diferencias especificas en la actividad biologica del mismo virus (en este
caso, las mismas variantes serian de mayor riesgo en todas las poblaciones), o se debe a
la co-evolucion especifica y adaptaciéon de variantes particulares en diferentes
poblaciones (en este caso, diferentes variantes podrian tener un peor prondstico en

diferentes poblaciones).
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Con este panorama resultaria importante lograr esclarecer la etiologia de HPV y
sus variantes, mediante amplios estudios capaces de determinar la asociacion de estas
variantes con la enfermedad en diferentes poblaciones. Sera de gran importancia precisar
la prevalencia de cada variante en la poblacion normal para determinar su riesgo relativo

en el desarrollo de cancer de cérvix,

El cancer cérvico uterino, como la mayoria de los tumores, tiene un origen
multifactorial. Si bien HPV es el factor etiolégico principal, podria existir una importante
gama de factores que intervengan en su desarrollo. El estudio del papel que juega cada
uno de estos factores en cooperacion o de manera independiente, aportara informacion

muy valiosa para entender el proceso de la carcinogénesis del cérvix.
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Conclusiones

1) En tumores del cérvix con componentes glandulares, K-ras se encuentra
frecuentemente mutado y no asi en los tumores de origen escamoso. Esto podria
reflejar una contribucion de K-ras en los mecanismos de transformacién neoplasica de
estos tipos celulares.

2) K-ras es capaz de transactivar la respuesta del promotor de HPV en ensayos con
lineas celulares. En los tumores de cérvix esta activacion positiva de los genes virales
por ras no resulta evidente, probablemente debido a la participacion de muchos otros
factores.

3) De las variedades histologicas de cancer de cérvix analizadas en este estudio
(carcinomas escamosos, adenoescamosos, de células pequefias y adenocarcinomas), los
tumores de células pequefias presentaron, aparentemente, la menor frecuencia de
secuencias de HPV. Esto podria indicar la participacion de otros factores distintos a
HPYV en la génesis de este grupo de tumores.

4) La técnica de SSCP-PCR ha probado ser practica y sensible para tamizar la presencia
de tipos y variantes de HPV en un gran nimero de muestras de cincer de cérvix.

5) La variante de HPV-16 detectada en la poblacion mexicana, podria tener un
comportamiento mas agresivo, dado que se encuentra en mujeres mas jovenes, en
relacion con la clona de referencia.

6) La variante de HPV-18, var-2, podria asociarse a un comportamiento biologico menos
agresivo, dado que se encontro exclusivamente en los carcinomas de células
escamosas, las cuales presentan un mejor pronéstico relativo que los otros carcinomas
estudiados.

7) Pudiera ser que var-2 y probablemente var-1 representen a un subgrupo de variantes
de HPV-18 con un comportamiento biologico menos agresivo. Esto se deduce del
reporte que muestra que una variante de HPV-18 se presenta exclusivamente en
lesiones precancerosas del cérvix (Hecht et al., 1995).

8) Los aminodcidos que cambian en las posiciones 379/415 y 399 de L1 en las variantes
encontradas de HPV-16 y 18 respectivamente, constituyen parte de epitopes lineales
ya identificados, lo que puede reflejar cambios en epitopes conformacionales.

9) La asociacion de ciertas variantes de HPV con tipos histologicos especificos de cancer
cérvico uterino, sugiere que: a) diferentes factores celulares influyen en la capacidad
de transformacion viral, o b) variantes especificas de HPV presentan alguna ventaja en
crecimiento en ciertos tipos celulares, sobre otros aislados virales.
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Perspectivas

Dada la asociacién de variantes especificas de HPV con factores
clinicopatolégicos de los tumores, resultaria importante conocer la prevalencia de cada
una de las variantes en la poblacion normal, para determinar su riesgo relativo en el
desarrollo de cancer cérvico uterino. Por otra parte, seria importante determinar si estas
asociaciones reflejan verdaderas diferencias funcionales entre variantes virales, que
afecten el riesgo relativo de progresion de lesiones precancerosas. Para ello resultaria
necesario analizar la implicacion de las variaciones no solo en el promotor viral, sino en
genes virales criticos en los procesos de regulacion y replicacion virales y en la
transformacion celular.

La Ginica variante de HPV-16 que se encontré en la poblacién mexicana estudiada,
se ubica en la rama Asiatica-Americana y parece ser caracteristica de los grupos con
componente indigena en América . Esto concuerda con la composicion étnica principal de
la poblacién mexicana. Si esta variante resulta tener un comportamiento biologico mas
agresivo, esto podria explicar, en parte, la particular incidencia de cancer cérvico uterino
en mujeres muy jovenes, caracteristica de la poblacion mexicana. Por ello resultaria
importante el analisis de la prevalencia de esta variante en un grupo grande de mujeres
mexicanas con lesiones preneoplasicas y malignas del cérvix

El estudio de las implicaciones de las variaciones en distintas proteinas virales en
la inmunidad celular y humoral podria ser relevante para las estrategias de disefio de
vacunas. Ademas de que daria informacion a considerar dependiendo de a que poblacién
va dirigida la vacuna. Si las variantes de HPV prevalentes en determinada poblacién son
mas agresivas, se debe de considerar si las variaciones repercuten en la funcion inmune,
de manera que afecten la respuesta a una vacuna que se base en los aislados de HPV de
referencia

Los tumores de cérvix tienen un origen multifactorial y pudiera existir una gran
variedad de factores que influyan en su desarrollo. De esta manera resulta muy complejo
lograr observar efectos directos del oncogen K-ras, en la expresion de HPV en los
tumores. Para poder entender el mecanismo de cooperacion entre ras y HPV resulta
necesario abordar sistemas donde se logre controlar algunas variables, lo que tal vez
ayude a extrapolar a los mecanismos que ocurren en el cancer cérvico uterino. Por otra
parte, para poder establecer un papel pronostico para el oncogen K-ras en los tumores de
cérvix con componente glandular, es necesario analizar su prevalencia en lesiones mas
tempranas.
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