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RESUMEN 

El cimccr ccrvico uterino (CaCU) constituye la primera causa de mortalidad por neoplasias 
entre las mujeres mexicanas. Aun cuando son varios los factores asociados al desarrollo del 
CaCU, estudios epidemiológicos señalan al virus del papiloma humano fHPV) como el 
principal agente etiológico. 

Se conocen mas de 36 tipos diferentes de HPVs que infectan el tracto genital, pero el llPV 
16 es el tipo mas frecuentemente encontrado en cáncer de cérvix, apareciendo en 50% de 
los casos, en tanto que el lll'V 18 aparece en 10% a 20% efe los casos. Estudios en distintas 
partes del mundo han mostrado la existencia de variantes moleculares de los HPV 16 y 18 
que probablemente difieren en sus propiedades biológicas y bioquímicas. Se piensa que 
dichas variantes poseen diferentes grados de patogenicidad, provocando una infección 
persistente o la progresión hacia una enfennedad cervical invasiva. Creemos que conocer la 
prevalencia de variantes de HPV en muestras tanto de CaCU como de lesiones premalignas 
del cérvix en la población mexicana aportará información muy valiosa acerca de las 
posibles diferencias en el comportamiento biológico entre variantes. Ésto podría arrojar 
datos que pcm1itan distinguir a las pacientes con mayor riesgo a desarrollar cáncer de 
acuerdo a la presencia de distintas variantes de los HPV de alto riesgo. 

El interés de nuestro proyecto fue identificar las variantes de HPV 16 y Hl'V 18 en biopsias 
de CaCU de mujeres mexicanas positivas a éstos virus así.como en muestras de lesiones 
premalignas y en tejido cervical de mujeres sanas. De ésta manera se intenta establecer 
alguna asociación entre las variantes encontradas y los diferentes aspectos clinico
patológicos que ayude a detenninar posibles diferencias en su potencial oncogénico. 
Para ello analizamos un grupo de muestras de cáncer cervical positivas a HPV 16 y HPV 18 
y un grupo de muestras de lesiones premalignas y de muestras control positivas a HPVs de 
alto riesgo. Usando las técnicas de PCR-SSCP y la de secuenciación agrupamos las 
muestras en variantes y sub-variantes de los tipos 16 y 18 y encontramos datos que apuntan 
a la mayor agresividad de algunas de éstas variantes y sub-variantes. 
La variante 1 de HPV 18 y la variante AA de HPV 16, especialmente la sub-variante AA-e, 
parecen tener un comportamiento más agresivo. asociado a cáncer invasor incluso en 
mujeres jóvenes. También podemos decir que el comportamiento biológico de la variante 
AA de HPV 16 podría inducir un progreso más rápido de una lesión premaligna a cáncer. 
Por otro lado, la variante 2 de HPV 18 parece menos agresiva pues se asocia con tumores 
epidem10ides, que tienen un mejor pronóstico relativo que los tumores de otros tipos 
histológicos. Todo ello nos hace pensar que la presencia de ciertas variantes y sub-variantes 
en lesiones premalignas podrfa llegar a ser un indicador pronóstico de la lesión. 

El análisis de un mayor número de muestras, y que incluya el seguimiento de pacientes, 
ayudará a definir con certeza a las variantes virales de mayor riesgo oncogénico. 

resúmen 



INTl{ODUCCION 

CANCER: UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA 

El cáncer es . una de las causas de mortalidad mas importantes, especialmente en las 

naciones tecnológicamente desarrolladas. La Organización Mundial de la Salud estima que 

esta enfermedad 'produce anualmente 6 millones. de muertes en el mundo. En México se 

estima q~e ;i cÍe ca·d; 10 mexicano~ en algú~ momento de su vida tendrán alguna forma de 

cáncer y 1 cl~'~;cla' : 5\norÍrá "por ésta causa. La información disponible para nuestro país 

confirm'a , qu~··~t·~óJh~~~ '. total de pacientes con neoplasias malignas ha aumentado 
- ... ··:.·.:.····-.. 

signi ficativament~~ En 1992, la tasa de mortalidad general por cáncer fue de 14.2 por cada 

100 000 h;bit,antes~ y en 1994 habla aumentado a 40 por cada 100 000 habitantes. En 1994 

.ocupó' el 2o. lugar éomo causa de mortalidad general y generó 11.1 % del total de muertes 

ocurridas en ése año (44 423). En ése mismo año se notificó un total de 62 725 casos 

nuevos de neoplasias malignas con predominio en el sexo femenino (64.7%). Los primeros 

lugares, según la topografia, sin importar el sexo, fueron: cuello del útero (23.2%), mama 

(10.2%), próstata (4.9%) y estómago (3,7%) (Herrera ei al., 1999). 

CANCER DE CERVIX 

El cáncer cérvico-uterino (CaCU) es u.n probl~~~ :d·e s~I~~ públi5a en México. Es la 

primera causa de muerte por cáncer en muj.eics.: sé -~stin{~ 'que c~da 2 horas muere una 

enfemm a causa de ésta neoplasia. La mdyorl; d~· l~s ·~íc;i;¡,~~ já..iids se lmbían sometido a 

un estudio citológico cervicovaginal(Alc;j;i ~;;,~1:;.J'9~9j, A nivd mundial, el CaCU 

ocupa ~I 2o, lugar en frecuencia en l~p~bl;~ftnNme~iná:.'cada año se detectan cerca de 

500,000 nuev~s casos, de los cuales .el. 80o/o ·c~rresponden a paises en vías de desarrollo 

(Alons~ et al., 2000). Ca~i .200 000 .;,~e~~~ ~on atribuibles a ésta enfem1edad. De acuerdo 

con el Registro Histopatológico de las N~~lasias, en México en 1995 se diagnosticaron 15 

749 casos, los cuales constiÍu)'en 21%de73 299 casos nuevos de neoplasias malignas 

en general. En el caso específico de las mujeres, el CaCU representó 33.2% de 47 456 
introducción 
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casos nuevos, cifra que es el doble de la frecuencia del cáncer de mama, él cual se ubica en 

el 2o. lugar. En EU ésta neoplasia ocupa el 60. lugar, o sea 9% de la prevalencia en general. 

La notable diferencia es resultado de la amplia disponibilidad y éxito de los programas de 

detección con citología cervicovaginal, .·que ·lia~ ::. c.~ntribu.ido a la disminución de la 

incidencia de cáncer invasor en los últimos 5{)'~ai'lds (Al~alá et al., 1999). En México, el 

cáncer de cérvix ·ocupa el 4o: lugar como ~allsit' de Üi~~rte en general en la población de 

mujeres entre 35 y 45 ai'los de edad (Alonso et al., 2000)'. ·· 

HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE CERVIX 

Actualmente se tiene un profundo conocimiento de la historia natural de la enfermedad, 

: conociéndose desde los cambios incipientes de una célula normal hasta su completa 

transformación en célula cancerosa, pasando por las diferentes etapas de transformación de 

epitelio normal a metaplásico a displasia leve, moderada y grave, a cáncer microinvasor y 

finalmente invasor. El cáncer del cuello uterino se presenta en la zona resultante de la 

unión de 2 epitelios: el vaginal y el endocervical. Esta zona se conoce como zona de 

transformación. La mayor parte de los invesiigadores está de acuerdo que el cambio a 

células premalignas y malignas sucede a lo :¡a;go de varios ai'los. En promedio, la 

trmisformación de un epitelio n~mml a ~á~c;r i'n si tu es de 5 años y el cambio de un cáncer 
. ~ - : - -~ :'. . . 

in si tu a invasor en promedio es de 7 años (Alcalá et al., .1999). 

LESIONES PREINVASORAS . .·, - . . 

La progresi6n de las lesiones preinvasoras de cuello uterino implica una serie secuencial de 
' '· ·.· ... _' 

cambi~s epit~liales que pueden evolucionar desde eventos fisiológicos, como la melaplasia 

escanÍÓsa; hásta cambios displásicos que finalmente se encaminan hacia el desarrollo de 

cánc~r cervical. No obstante, es importante señalar que la progresión de la enfermedad 

puede.revertirse, ya sea de manera espontánea o por medio del tratamiento oportuno de las 

.lesiones. d.etectndas tempranamente. Se estima que aproximadamente 5 a 15% de las 

d.isplasias graves progresan a cáncer invasor dentro de un periodo de 3 años, mientras que 

d~ las. 'neoplasias intraepiteliales leves sólo 1% progresa a cáncer invasor. La mayor 

frecuencia de neoplasias intraepiteliales cervicales ocurre en mujeres entre 20 y 34 ai'los 
__ introducción __ 



de edad, en contraste con la del cáncer invasor cuyo pico_ se reporta en mujeres de 45 a 

50 años. Esta diferencia entre los picos se atribuye al perlado de latencia entre el inicio de . 

los cambios epiteliales y el desarrollo de cáncer cervical invasor (Hinojosa et al., 1999). 

Todos los . grados de dlsplasla· son lesiones . preinvasoras que se limitan al epitelio 

escamoso sin rebasar l~··;;¡e~brh'~a ba~aÍ.EI concepto de "displasia cervical" comprende 

una serie de c~Ínbiris celula~~s • .:Uo~fológi~os que incluyen: atipia celular con núcleos 
. .· . ·-· . . ·, 

hipcrcromáticos; aumento del índice de relación núcleo:citoplasma e incremento del indice 

mitótico. La presencia de éstos cambios en el tercio inferior, tercio medio o en el espesor 

completo del epitelio pavimentoso, da lugar a displasia leve, moderada o grave 

respectivamente. Tanto la displasia grave como el carcinoma in situ implican el reemplazo 

total del espesor del epitelio con células indiferenciadas. El ténnino Neoplasia 

lntraepitelial Cervical (NIC) se introdujo en 1970 para clasificar las lesiones en grados. 

As!, NIC 1, NIC 11 y NIC 111 equivalen a displasias leve, moderada y grave respectivamente 

(Hinojosa et al., 1999). 

En 1988 se propuso el sistéma . de clasificación "Bethesda" para lograr una mejor 

correlación con el pronóstico y la terapéutica y es ampliamente utilizado en la actualidad 

sobre todo en EU. Este sistema toma en cuenta además las alteraciones citológicas causadas 

por la infección del virus del papiloma humano: 

Lesión intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEDG). Incluye tanto cambios celulares 

vinculados con la infección por HPV como displasia leve (NIC 1). 

Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG). Incluye tanto la displasia 

moderada (NIC 11) como la displasia grave (NIC 111). 

Células escamosas atlpicas de significado indeterminado. Comprenden la descripción de 

células que no son claramente displásicas y de cambios inflamatorios como respuesta a 

infecciones concomitantes (Hinojosa et al., 1999). 

CANCER DE CUELLO UTERINO 

Dependiendo de la estirpe celular en que se origine, el cáncer de cérvix es de 3 tipos: 

introducción 
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• epidcnnoidc o escm11oso 

• adenocarcinoma 

• mixto o adenoescamoso 

Muchos autores consideran éste último dentro de los adenocarcinomas. Existen además 

otras variedades histológicas menos frecuentes. 

El carcinoma epldermoide o de células escamosas constituye 80 a 85% de los casos. 

Puede ser queratinizante o no queratinizante, de células pequeñas o grandes y puede 

mostrar diferentes grados de diferenciación. 

El adenocarcinoma constituye el restante 15 a 20%. Se desarrolla en el conducto 

endocervical. Se puede presentar en diferentes variedades, por ejemplo, endometrioide, de 

células claras, adenoideoquístico, adenoma maligno y adenoescamoso (Alcalá et al., 1999). 

Siendo muchas las causas que se asocian al desarrollo de CaCU, de acuerdo a estudios 

epidemiológicos un agente infeccioso parece ser el factor de riesgo más importante: el 

virus del papiloma humano o papilomavirus (HPV). En la mayoría de los carcinomas 

cervicales se han encontrado genomas de tipos específicos de papilomavirus (Bosch et al., 

1995). De entre ellos, el HPV 16 se ha asociado predominantemente con carcinomas de 

células escamosas y el HPV 18 con adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos 

(Bosch et al., 1995). 

PAPILOMA VIRUS 

Los papilomavirus son un grupo heterogéneo de pequeños. virus de ADN que inducen 

tumores epiteliales o fibroepiteliales de la piel o mucosa de .vertebrados superiores. Estos 

tumores, llamados papilomas, son· ·generalmente benignos y de limitado crecimiento. Sin 

embargo, ciertos miembros de . la familia . inducen tumores que pueden progresar a 

carcinomas epiteliales malignos, generalmente después de un largo período de latencia. 
' .: ' ,: ' 

Los papilomavirus forman un género de la familia Papovaviridae y son partículas 

icosaédricas de diámetro aproximado a los 55nm. Poseen una molécula de ADN circular de 

Introducción 
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doble hebra, con un tamaiio promedio de 7.8 kbp. Su clasi licación se basa en el tipo de 

huésped y en similitud del ADN. 

Los diferentes tip~s ele papiloma~irus é~J1ibcn un rango restringido de hospederos, pero 

todos son estrictamente e~ite/ i.otró licos., Hásta ahora se han reportado mas de 70 tipos 

distintos de' papilomavi~!;"h~ínririos (Human Papillomavirus, HPV). Si bien presentan 

estructuras simllares, in~~siran tainbÍé~ una fuerte especificidad por Jos epitelios que 

infectan y el tipo de lesiones que producen. Basados en su asociación con tumores 

invasores, lesiones precursoras· de alto grado o proliferaciones epiteliales benignas, los 

HPV se han clasificado en 2 categorías de riesgo oncogénico: de alto y bajo riesgo 

(Schiffman et al., 1993; Stoler el al., 1992). La definición original para incluir HPVs como 

de alto riesgo se basaba inicialmente en su frecuente presencia en cánceres cervicales y 

anogcnitales (zur Hausen H., 1986). Posteriormente, otros hallazgos pennitieron hacer mas 

clara Ja distinción entre virus de alto y bajo riesgo: los HPVs de alto riesgo eran capaces de 

inmortalizar keratinocitos human:os (DUrst et al., 1987; Pirisi et al., 1987) mientras que los 

de bajo riesgo no lo hacían; oncÓprotelrias de HPVs de alto riesgo se unen a pRB y p53, en 
•;,¡\_,··;.··. : •.• 

contraste con las onco¡iroteínasde HPVs de, bajo riesgo (Wemess et al., 1990; Dyson et al., 

1989); la ind.uccióll de abel"l'~c,ioÜ~~ :~r6111osÓ;nicns como consecuencia de la intervención 

de las oncoprotelri~~ de.H§s'c!I ali~ ri~sgo;n l~s mecanismos de control del ciclo celular 

(Whitc ci a1.;)991~ D~~;e;5·'é(~í.; 1994; Hi~kman ~t ~1:, 1994; Slebos ~tal .. ·1994; Kessis 

, et al., 1993).pa~~ce';sér'JadistinéiórÍ funcional mas importante"icntré HPvS de alto y bajo 

,~~!~iil~~~~;wj:C~~~~~~~f~~~t::;:: 
•'o,,•:v'•• "• 

, Tod~s los"p~pilom'~virus'exi1ibe~ Ü~a organización genómica similar que consiste de al 

m~nos 1 b' regi()Je~\1otenciales d~ c~dilicación de proteínas llamadas Marcos Abiertos de 

L~ctura ·coRi· por ·~us siglas en inglés), todas ellas en la misma hebra de ADN. La otra 

hebra de ADN contiene solamente ORFs no conservados y se asume que no es codilicante. 
introducción 
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Los genomas de los papilomavirus pueden ser divididos en 3 regiones: 2 regiones 

codilicantes separadas por una región no codilieante de 0.4 - 1.0 kb. La región 

tcmpr~na E (Early) contiene los genes tempranos El-E7 (El~E8 en algunos papilomavirus 
'. . '. , .. ,,.,. . 

como BPVI .del ganado bovino; Sousaet.al., 1990), que poseen información necesaria para 

la replicación viral y la transr6ím:~ció~ ~elÚlar .. La región tardía L (Late) contiene los genes 
,,· •. -.:··.·', ¡."- - . • 

LI y L2, que codiliclln para p~o'teínas ~~Íructurales del virus (zur Hausen H .• 1996). La 

región no codilicante, q~e d~b~;'~lr~d¿dor del 10% del genoma, se localiza entre el final 

del ORF de LI y el pri~~i~i,o d~Í óRJ:.de E6 y exhibe rasgos característicos como 

regiones ricas en los nucleóti.closAT~ varios promotores de RNA polimerasa 11, así como un 

sitio de unión pára lll. p~c:>t~ína regÚladora transcripcional de E2. Así, ésta región se 

involucra en el control de lae~presión génica del virus y se conoce como Región Larga de 

Control (LCR) (So~sa e~ al., 1990). 

La regulación de la expr~~ió~'del genoma viral es compleja y está controlada por factores 

de transcripción vlr~l~; . y ·~~lulares. La mayoria de éstas regulaciones ocurren dentro de la 

Región Larga ci{cci~t~b(qÍi~ v{ria sustancialmente en su composición de nucleótidos entre 

tipos individual¿s ci~;fip\; (z~; Hausen H., 1996). . , · ... < ··-' ~_·,. -. -·- ; 
>~-~·, __ :;: :·:.:·~/: 

TRANSFORMACION POR HPV 

Los princl;~1{J i~~e~ ;ransformantes de los HPVs lo constituyen E6 y E7. Estudios 

· n;~lec~lar~~ han deiúostrado que las proteínas originadas de las regiones tempranas E6 y 
·' ·., ·.,·, .. . 

E7 .de HPV. 16 son capaces de inmortalizár keratinocitos humanos in vitro, aunque existe 

buena.évidencia ele que además de la p!eseneia.cl.e lo~ productos de éstos oncogencs virales 

se requiere· el mal funcionamiento· d~. ciertos' genes éeÍulares ·como prerequisito para la 

· in~1ortalización {zur Hausen H., 1996). Estas protdnas virales están involucradas en la 

transformación maligna del. epitelio cervical interactuando ·fuertemente con p~oteíllas 

reguladoras del ciclo celular, especialmente p53 y pRb (Dyson et al.,1989; Wemess et al., 

1990; Van Knebel et al., 1994). Mas aún, parc!ce necesaria una continua expresión de las 

oncoproteínas de E6 y E7 para mantener un fenotipo maligno (Von Knebel et al., 1988). La 

interacción de las oncoproteínas virales con sus blancos celulares resulta en una pérdida de 

la regulación normal en la progresión del ciclo celular y en la expresión de un conjunto de 
introducción 
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genes. Esto.s sucesos aparentemente son eríÍicos en el desarrollo del cáncer cervical. 

PROTEINA E6 

La prole!~~ E6 de HPVs ·de ~ho rics~o ·.pos-ce uná ~cric de propiedades biológicas 

interesan!~'~. c~J~i:~~ e6~: Í~,p~~i~l~~ E7 c;/¡¡j iÍÍm~~~lii~ciÓ~ de células humanas (MUnger 
;· .,. ... ·:·. ; .. · ,,·::,·--.··;··(~:·~,·~-l".:' ::-;::_,,:~-t>-:\·:º.:,-.~'-.:: ?::·.,:);_.-:e,,;_.'":·'-:;':"_'~'.-_:;·:;~- <::·.~:";_<·:· "( ,., .. _,-.·~-~-<-: ·.: 

· et.al:,1989).~La,introaucción dcéstc gene en cél~las~amarias· humanas especificas 

. ;;.;#~~1f i~~~~~*~::~::.:t.~t.:·,:;~:.:~ ::: : ~;;~::':; 
proteína celular p5~: prov()~ando 'su degradac1on (Scheffner et al., 1990). p53 actúa 

.· .. · no~á-fril~;¡r\C:~~ri{~\k~·c:;¡~~d~~ u'ansénpci6~a(u11iéndose a secuencias específicas de 

ADN'{i<erii;~;"~l:)'i~'9J)~se~;ie~üiérepara<letin~r el ciclo celular después de un daño al 

'ADN c~1~d~>(~Üe~~Yti~eÍ aL.t992; Lin et aÍ., l9~2). Esta función es inhibida por E6 de 

HPV Úl (G·~\i~ti'aJ:;,1994). Laacumulaciónde·mutaciones resultantes en el curso de 

. subse~~e~ili~'.dl~Í~i6'~~s' ~~luÍares después del da~~ al.·· ADN celular en presencia de p53 
. __ ;;._-

funcionahnente. inaciivo: 'es probablemente una condición muy importante para la selección 

de 61o~~s 'cel~1~res c:~n mutacion~s-de g~nes queprovoquen inmortalizacion celular (zur 

Hah~e~k. Í99G) .. · 

· Se rec~11oce también· que p53 tiene propiedades sup~é;oras ¡je tumo~ (Fin lay et al., 1989; 

Eliyahu et .al., 1989): No obstante, el mal funciona~1icnto '(J~ p53 parece no deberse 
,·._,-,-.. .-._--·_. 

exclusivamente a su interacción con E6. El gene.que· codifica'á./p53 se ha encontrado 

· mutado en líneas celulares cancerosas HPV negativas·:(c-3'3\,)ÍT~3) (Scheffner et al., 
- '"e 

· 1991 ). Esto apoya la hipótesis de que la inactiváción',de Jás fur1ciones nommles de p53, ya 

sea por mutación o por la interacción con .E6; .~~: ul1.~dsÜ
0

i1~1portanie en la carcinogénesis 

cervical humana. 

Ha sido demostrado que variantes E6 de Hl;'y,_tC(d'i.fieren en sus propiedades biológicas y 

bioquímicas, y se piensa que esto se r~rléja\i~· ~if~;~ncias en su patogenicidad (Stoppler et 

al., 1996). Se ha encontrado que; alg~~:~~ .. ~~Íi~~te~ E6 de HPV 16 están presentes mas .. '·- , .. ···' - . 

comúnmente en carcinonia ce..Vical invasivc:í'(liasta eri 94%), sugiriéndose que las variantes 

de E6, especialmente aquéllas é¡úe.contieneri· uiía sustitución en el residuo 83, pueden ser 

mas oncogénicas que la protcitip_o yc¿~i'Je~an entonces un mayor riesgo para el desarrollo 
__ introducción __ 
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de cáncer (Zehbe et al., 1998). 

PROTEINAE7 

Las ~~ote_lnasE7 de, '1~s'virus: de alto riesgo contribuyen a la progresión oncogénica 
; <·.·.·.·--·.,: ·.,:·~~>·-~\·~· .. ·,·,,:.:., " : ·,.• 

mediante ~u, interacción·. con, la protelna de susceptibilidad a retinoblastoma (pRb). La 

an'nid¡d ~~~ E7 por:~Rb ~n l~s ~P\rs'de alto riesgo es 1 O veces mayor que la mostrada en "·' .. ,,,_., . ' ' .. , . ,' ' 

HPVs d~ b~jq riesgo (Huibregtse etal.>1994). La interacción E7/pRb libera el factor de 

trans~ripciónEÍFclel com~lejo con pRby se activa la transcripción de genes que regulan la 

proHferación celular (Chapellapan et al., 1992). E7 sola puede transformar células de 

roedor establecidas tales como NIH 3T3 (Kanda et al., 1988; Phelps et al., 1988; Vousden 

et al., 1988; Watanabe S. & Yoshiike K., 1988; Bedell et al., 1989; Tanaka et al., 1989) y 

puede cooperar con el oncogene ras activado para transformar células primarias de rata 

(Phelps et al., 1988). La unión de pRb a oncoproteínas virales parece inactivar la actividad 

supresora de tumor de pRb. En retinoblastomas humanos y otros cánceres esporádicos, se 

han encontrado mutaciones en regiones involucradas en la unión con las oncoproteinas 

virales (Hu et al., 1990; Huang et al., 1990). Las formas mutadas de pRb no se unen con las 

oncoproteínas virales en células tumorales, sugiriénd,o que pueden ser deficientes en su 

habilidad para unirse con sus blancos cel~l.are~ normales (Hu et al., 1990; Huang et al., 

1990; Kaye et al., 1990). En '.estudios cori'bi¿psiás de mujeres con neoplasia intraepitelial . .. , ... _,., ,._ ..... ,, .. · 
cervical y cáncer invasor se. ha' encontra~o 4~e' las variaciones en E7 de HPV 16 son 

extremadament~ raras (4% e~ N!C ii1 {6% ~ii'~ii~cer cervical) (Zehbe et al., 1998). Esto 

sugiere que E7 eti HPV ,16 está altamente cónseivado y que su estructura terciaria no tolera 

PROTEINA E2/ 

Los prod~dtos' de los gene~ ,E2 de papil~ma\firus' son proteínas reguladoras importantes 

' in~olucradas eii ~I ~~íÍt;~(d~ la r~pJi¿déióky I~ Ír~~scripción del ADN de HPV (revisado ... . .. ; . ·-, ' ' .- ..,. ,·, .. , 

en Ham et al., 1'99J;I'vlcBrld~ ét aL, 1991).:EI 'n1arco de lectura abierto (ORF) de E2 

codifica al meno~ i (posiblcmeii;e J) proteín~s diferentes, todas ellas actuando como 
introducc•ón 
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factores de transcripción (Bou~nrd et al., 1994); ,Expcrim~nlosin vitrnhan demostrado que 

los promolores de HPV Í6 y HPV '.iil·(P97 y P.Í.os ·;ésp~dtiv~méntc) que regulan la 

transcripción de los genes E6 y jfr son a ~u ~ez r~~~lad~s p~r la proteína viral E2. Esta 

proteína se une como'un dillle~o -~ ~~~;/¡i·;¡~~;d~ recC>noclmiento palindrómico en LCR y 

puede reprimir o acti~ar I~ 'eipr~siÓ~ 1~lEJy E7 'dependiendo de la concentración de E2 

(Doslatni el al., 1991; Steg~rG:?&~~r~h-~h S., 1997; Tan et al., 1994). Se reporta que la 

integración del ADN viral en .~igellom~:ho'spedero ocurre en la región ORF de El y E2, 

con consecuente deleción cidi~riipéiÓn 'de estos genes (Chao et al., 1987; Das et al., 1992; 

El Awady et al., 1987)'en fa mayoría de los cánceres cervicales y menos comúnmente en 
- - \ ·, -· 

lesiones premalignas (Cullen et al., 1991; Das et al., 1992). Existe entonces la hipótesis de 

que la pérdida de la integridad del gen E2 durante la integración resulta en desrepresión de 

la transcripción de los genes E6 y E7. y la sobre-expresión de sus productos. Mas aún, se 

sugiere un papel may~r d_e _ E2 en el cáncer debido a la observación de que la 

introducción del geri;E2 ·de· BPV en !!neas celulares cancerosas no sólo decrece la 

expresión dé E6 f E7, sin'ci,qJe también decrece la proliferación celular (Hwang et al., 

1993).Porotro_ladÓ, sepiensa',que·i:I aumento en la expresión de los genes E6 y E7 
.. .~ . : . ~: .> ·'.·.-:~. -:1"·' .- <:·'_.-" ''.f-':':: ' ... ~.: 

puede,.también,serdeb:ido.~ Ia~~esencia .de un gran número de copias del genoma, aún en 

ausencia de integ~aciÓ./~i;ÜJ Js'erúmen et al., 1994). El papel funcional de E2 en la 

. patogéllesis de: .ia eÍtfe~ecÍ~J ~ii ~~. tC>davfa claro. El gen E2 intacto es frecuentemente 

detectabÍe en cáncer~~ ;C>sitivcis'~·Hl~V 16 o HPV 18 (Matsukura et al., 1989; ,Cull~n et al., 

1991 ), aunque . su esi~cÍC>-risic()' (epl~omal o integrado) es usualmente cÍ~s~~nocido. Una 

noció11 ampH~~eií,té difüÜdld~: ~- 1~· ~~. ~~~ ¡e,; carci~~rnas cé~i~~le~· \ri'r~~t~~·a~:~~n HPV 

is conti~~éri Ai>N'J~1 i:lr~~~ól~-~n ~~ fomia i~íegrad~ (B~ruin;~ ~t ~1:,Hd4;'cuUen et al., 

1991), en -~~nt~~~t~-~ 1ciitu·~;~r~~ infectado~ por HPV 1 ~ e~ 'donde ~l·A~~ d~I HPV puede 

estar en fcinna int~g~acÍa () episomal (Das et al., 1992). óé he~l1()~;-~e ha sugerido que la 

naturaleza agr~siva cÍe los cánceres .infectado~· con if"py .1s'pu~d~··~sta~-relacionada a los 
'. . ... , .. 

consistenÍ~s patrones de integración del ADN viraÍ debid~~ ~~~pérdida mas completa de 

Ei y por tanto una mayor desregulación dé E6 y E7 (CullerÍ ~tal., 1991). Hecht et al., 
' ._ -'.· ... :' .'- ' 

( 1995), encontraron la pérdida de E2 de HPV 18 ':n muestras de cáncer de mujeres jóvenes 
__ introducción __ 
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(en sus 30s), pero pudieron amplificar E2 en muestras de cáncer_ de mujeres_ en sus 60s, 

sugiriendo que la disrupción de E2 no es esencial para eldi:sarrollo 'de cáncer Y, q~e la 

pérdida ele E2 es u~ f~ct<lr qJé;pJede actuar redlÍcii:ndo .el nú~Íemde'e~enÍos. tiempo

dependientes qu~ podrlan ~er, réquerldos para la oric<lgénesisen preseri~iad~ É:{. f~~Y i:t · 

al_ .• _< 1997)~~,f~ITI~.if ?:i~i~,~¡~~~~~- ~~g~~;~~!1~r: ~n·_· .• ~.ú~s,t~~-· c,~~-N~~x?.1,~;}ª~~Jifi.?:ª~~º . 
secuencias·compleias:de E2'en 86%'de''muestras de eánéer, ci>ñC!üyenéli>.que la.disrupción 

·· · .-.. · /: · .. . :_'/,;::.·>.;~}···.-:·~;::~;.:·\:.-¡::,:;:~~.:;·;~~1 .:.:!·-.,-;:;f> r· ·;·:· .<>-~ :«,.\ .. -.f:· ;<,~- :. ·. 1:~ ~-'·_'.· ·-
1
·."· \·'.<. :.:: ,J:FA".'.:"' .--\ -·· ·,- -., · ~ 

del ORF de E2 ·no: es ~n pre~reqms!~º para el desarrollo de cancer cerv1cal:,?t .. :¡./ . 

v li;¡0i~'~"~~{~~Z{~~~S.IJE HPVs DE ALTO~~~'~'~··· ;f ... 
, '·. :' .·,, - :}:; ,'','. ~\·~ -~'- ~ .. ;. , ' 

Estudios de variadó~-~~¡~¡:~enom'as de aislados de papilomavirus de especímenes cHnicos 

de tbdo eÍ mÜn.dé/iiari'¡:,~rrnitidol~ co~strucción de árboles filogenéticos de tipos virales 

rel~cionados (Ho\:t al., t993; Ong et al., 1993); dentro de un tipo especifico, variantes y 
- - ' . 

subiipos filogí:néticamente relacionados tienen alteraciones en común en sus bases 

nucleotidicas, tanto en regiones codificantes como no codificantes del genoma. Durante la 

Conferencia Anual en Papilomavirus 1995 llevada a cabo en la ciudad de Quebec se acordó 

que diferencias mayores al 10% en la región ORF de Ll de HPVs respecto a prototipos 

establecidos se considerarian como nuevos tipos (zur Hausen H., _1996). 

Antes ya se nabla acordado que los genomas de aislados ~ue difiriesen entre un 2% y un 

JO% res'pecto cl~i genoma de un tipo establecido;se co~sid~r~rlari.como subtipos (Van 
. : '·, : _. ' ' . ·. :'. ' ."' "•·.· --···'···'.·.,:-. .-.•.. •.,;,;-··,_ ·.": ' ... ·. 
Ransi et al., l 992). Si, la . variáción éra·lllenor2a.1 2o/.)'~~'io~~es:~e ·•considerarían como 

'variante~· (B~i;;ard •et ~l., _19~4).••·,Da~(;s•~e;·s~~~~~~j'~~!~~:~~,á~Íd¿~ n~cleicos demuestran 

qUe existen ~uchas\·~riántes naturales' de HPv'(y~~1ada~Í ai:;-1997) y algunas de éstas 

. ~::~:~::~¡::4!: ·•i:Dº::::i;:º;:d::~:~j~~¡¡~fü;61·±f li:1ii~J1~~:~~:ª:';u::~~é;.~::: 
diferencias en comportami~nÍo. · ~:'.; : ·':•:, l:;,; ,',';; .'',· .. 
Se conocen 1iias de 36 tipos diferentes' de. HPVs:que infectan el tracto genital (Bemard et 

" . ' '" .·.- ... , ·, .. ¡, ,~- ' '. - --' - ·-. ' . 

al.; 1994). Un esÍudio a niveimÜndial qiie'~llaliZ~ más de 1000 tumores invasores de cérvix 

reveló la presencia de algún· ti~c; de HP:Y·e~·"~~;.•Jel 93% de las muestras (Bosch et al., 

1995), ~iendo el HPV 16 el 
0

de oiay~r pr~v~le~cia(~erca del 50% de los casos), seguido por 

los HPVs 18, 31 y 45. Medi~nÍe co . .;;paraciones en las secuencias de nucleótidos se ha 

introducción 
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podido rcconstrnir fa dispersión de éstos virns en las poblaciones hunmnas (Bcman.1 el al.,_ 

f 994a). A pesar de la . cnonnc heterogeneidad de éste grupo de virus, sus cambios 

mutacionalcs parecen ocurrir a muy baja frecuencia, .indicando.diversificación de tipos ya 

en tiempos prehistóricos (zur Hausen H., 1996). Esta antigu~ dispersión de éstos virus y sus 

bajos ritmos. de evolución sugieren que los HPVs. han co-cvolucionado junto con sus 

hospederos naturales durante un perlod~ de. varios rriiflo~es -d~ años. Asl, datos obtenidos 

de 25 difdreiites regiones geográficas en el mund~ ·~C:riuÍtiérón establecer en un principio 

que el HPV, 16 ha c~olucionado en 5 rama~ m~yore~': · ·.Europea. (E), Africana (Af) (2 

ra~as), Ásiática (As) y Asiática AmC:rlc~~a CAA) (H6, et al; 1993). Esta filogenia, 

inferlda por Hoy colaboradores; se basó'C:n et'~náHsis, de secuencias nucleotídicas en 

fragmcnt~s dC:. LCR, cjue es una regiÓ;, no codiflca~te que regula la transcripción y contiene 

el origen de la ieplicacÍÓn. La región LCR se di~e qUe es hipervariable, pues se sabe que fas 

secuencia~gé~Óiuiéas ~o-c6dificantes divergC:n mas que las codificantes. Se ha observado 

•que 1~ LC~ ~~·rl~;d~ ~()Jéi i~porta.nie ~Íit;e tdsÚerentes tipos de HPV, sin por ello perder 

su ru~ci~~a1icl~d (cho;,~ ~t' 3{, i99o). "Uri~ sexta rama se estableció posteriormente, 'ª 
Noriéamerlcan~ (NAI); estiecham~~tC: relacionada con la Asiática-Americana (Yamada 

~to:1·~~::~~~·~e-?Ya:ad:e/L;}l995), basados en sccucnciaciones del genoma de las 

::::.::.~i: :m:f 1i~~~q;~~:,:,~:::,:: ::7::.=~~:: ~:.~:7:. ~: 
mayoda de l~s rii~~á~i6~~~ ~;~~r~~ las .~arlantes en 2 grandes grupos: uno que contiene 

·' ~ ~- -. 
todos los aisladÓs'curopc:os (Effoti-o que contiene tod,os los aislados de AA, Afl, Af2 y 

NÁL Elpimto n;edio;delá~boÍ ~c~rr~sp~iideaÍ probabl~ ancestro de HPV. El genoma de 

referencia de 1.:rpv Í6~~. uh aislado alemán miembro del Íinaje Europeo (Ho et al., 1991; 

Ho et al., 1993; ·seedorf.eÍ ni., 1985). La región L2 es la que más variaciones presenta en 

comparación : con .la~' otras. regiones codificantes, yes tan variada como. la LCR. ·Los 

cambios b_ásicamente se presentan en la región carboxifo terminal del ORF d~ L2, en.tanto 

que la amino terminal se presenta extremadamente conservada (Yamada et al., 1995). . . 
· Un estudio posierior de Yamada y cols. ( 1997) analizando tumores colectados de 22 paises 

diferentes · en los 5 continentes, pudo establecer un mapa más claro de fa distribución de 
__ introducción __ 
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éslas varianlcs (fig. 1 ): la varianlc Europea e•:), que predomina en . Europa y Norteamérica; 

las Africanas (Afl y Af2) que predominan en Africa; la variant~ asiática (As) que fue 

encontrada principalmente en el sureste de Asia y la Asiática-Americana (AA) agrupada en 

centro y sudamérica, así como en Europa (principalmente en Españá), a donde pudo haber 

entrado a través de los conquistadores españoles que regresaban de América (Yamada et 

al., 1997).Los patrones de migración humana han sido.ia~bié~ un factor importante en la 

distribución geográfica del HPV. ";~':};:::;· 

Con respecto al HPV 18 se han detectado 3 ramas:fil~~enéticas principales: Europea, 

Africana y Asiática/Amerindia (Ong et al., 199J) :(flg) i)})ú genoma de referencia de HPV 

18 pertenece a la rama Asiática/Amerindia. ' ''.';. -~:~ .~:> . ' 
De acuerdo a éstos estudios; se observa que' I~ '.d:ive!'sidad viral se correlaciona con las 

poblaciones étnicamante homogéne~s ~a~'.'.~"~~·¡'~6~".-ta úbicación geográfica y que la 

filogenia de las ramas principales ~e l~sHP\;\·6~'~:;·~ i~ ~ocia con las ramas principales 

de la evolución de l()s grupos ét~icos (Ca~alli-Sfo..;;a et al., 1992). 

DIFERENCIAS EN EL POTENCIAL ONCOGENICO DE ALGUNAS VARIANTES 

DEHPV 

Las lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado son las que tienen mas probabilidad de 

PF~gre¿a~ 1i;iÍcia ~áncer cervical. No obstante, la mayoria de las lesiones NIC sin tratamiento 

ob~e~an regresión natural, demostrándose que la mayoría de los individuos son capaces de 

generar· una respues1a inmune específica efectiva contra HPV. Algunos estudios han 
... , .-_ 

sugerido que las diferentes variantes de los HPVs presentan.diferente comportamiento 

biológic_o y por tanto diferente grado de asociación con lesiones cervicales. Esta asociación, 

si causal, podría explicarse por diferencias en_la regulación de la transcripción del virus en 

· diferentes variantes, en las actividades biológicas de las proteínas codificadas por las 

diferentes variantes, o en la habilid~d del h~ésped para responder inmunológicamente a 

epi topes ' virales esp~cífico~- codificados por las variantes (Hildeshcim et al., 2001 ). 
- \ :··. ·: .. ,: ..... ·-. -:. <:-: 

Varios 'inve~tigadores h~· ~eport~do diferencias en los comportamientos de las variantes 

asociándolas. c~~ · difere~t~s . lesiones cervicales, aunque algunos otros no han encontrado 

una correlación en-tre la varia~te y el tipo de lesión. 
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Figura 1. DISTRIBUCION DE VARIANTES DE HPV 16 POR CONTINENTES 
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se l8·4b 

A•iatica-Amerindia 

VPH-18 

TlB·ll 

,. TJ8-10 ' 

F,i~~ra :r r.iapafilogenético del HPV 18 (tomado de Ong et al, 1993) , 
. '.' ' . "• .'.'..::;··-. ,· .. ' -

Londesborough y su grupo; estudiando v~riabiliclad·g~n~¡'¡~'~;~:·el·ge~EG de HpV 16 en 
. . ··'.: . ' . ., ··"-· . ·" ; '.·'-'.": ,:-.._~·::.:. , ~ ._~/ '·.- -" _- -· -

mujeres en Inglaterra, describieron una sustitución- G por ~na'T 'en el nt 350 de la variante 

Europea (E~350G, denominada L83V pUe~ ca;;'.;bi·~·~ri~:;í.:e'J6'i~i/por una Valina en el aa 83) 

sorprendentemente asociada con persistencla',;dé·e~i~s y.:riesgo de neoplasia cervical 

(Londesborough et al., 1996). Ellos ~nca'nttái;;~:; ~[{~ IÓ d~ 12 mujeres infectadas con ésta 

variante de E6 de HPV 16 desarrollar~·n:; N"i2;;IU independientemente de su status 

morfológico inicial, comparado con ·sólo'. I• <lé<Í·6cmujeres infectadas con la prototipo. 

Zehbé y cols. reponaron resultados si~i-laie~ ~!.encontrar que 94% de muestras con 

cá;cinoma cervical im;aslvo pre~ellia~dn c~si ~xelusivamente variantes E6 de HPV 16 y 

raramente 'el pro'totipo (6%), mientras que en NIC 111 se encontró una distribución mas 

unifo~e. de variantes. (5G%). y pr~totipo (44%). Aqui, la variación mas frecuente de E6 fue 

en~ontrada tambÚn en el residuo 83 (Zehbe et al., 1998). Es interesante mencionar que 2 

Hneas celulares derivadas de carcinomas cervicales, Caski y SiHa, también contienen este 

TESIS CO~J 
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polimorfismo L83V. Mas uím, en mujeres con cáncer cervical_ invasivo en Centro y 

Sudamérica, el cambio en E6 de L83V se encontró significativamente incrementado 
'.-- ' .. ', 

comparado con la variante prototipo (Yamada et al., 1997). Esto podría':, indicar que las 

variantes E6 HPV 16, especialmente aquéllas conÍcnicndo la ~usÚiu~iÓn ~n el residuo 

83 (L83V), pueden scir mas oncogénicas que la prototipo :l:' pÓr ;~~í()'-;~p~cseniar un mayor 

riesgo para, el desarr'ollo de cáncer invasivo. No se sabe aún 'como éstas sustituciones 

especificas en aminoácidos afectan las propiedades biolÓgicas de las protelnas, pero se cree 

que son posiciones· importantes en el reconocimiento inmune del huésped. Hildesheim A. 
' ' 
reportó resultados que asegura proporcionan evidencia epidemiológica de que diferentes 

'vari-antes de HPV 16 tienen diferente potencial oncogénico. De acuerdo a su estudio, las 

~~jcres infectadas con variantes NE (non-European) de HPV 16 tienen 11 veces mas 

probabilidades de ser diagnosticadas con cáncer cervical que aquéllas infectadas con la 

prototipo, concluyendo que el riesgo asociado con la infección de variantes NE es en 

verdad grande (Hildesheim et.al., 2001)._0tro estudio reportó un cambio en el ni 647 de E7 

d-e HPV 16 mas frecuenteme~te _encontrado en carcinomas cervicales (Song et al., 1997). 

Xi y su grupo observaron que varlánÍcs NPL (non-prototype-like) de HPV 16 estuvieron 

mas fuertemente asociadas 'con e{d~~arrollo de lesiones cervicales que las variantes PL 

(prot~type-like) (Xi ~tal., 1997).'AÍg~ si~1ilar se observó en una serie de carcinomas anales 

donde variantes NPL ~~a~ l11as -,~revalentes que las PL (Xi et al., 1998). Villa y cols. 
. " - ..... '.•""''-·' .,. ·-

parecen corroborar_ los resullad<Ís _encontrados por Xi en 1997. Encontraron que infecciones 

con variantes de la'ra.m'a':'~~::ÉuiJ~ea)é HPVÍ6 y 18 tienen una tendencia general a 

persistir mas, frecue~t~mci~t~y'.esiá~ ITl~sasociad;Ú; con lesiones pre-invasivas (Villa et al., 

200Ó). Ellis et a1:; ( 1 ~~s{ci~~irÍbi~~~1i ~~~ ~ari~~;e de HPV 16 con una sola sustitución en 
-· '· .. _._ .. ;_,, ._:::,;,\· ·"~,_:r:.':~··::~~A. ·'·'~1:J<.':'<,".·'·_: -:. _ .. --,: : 

el ni 131 del on~ogenéE6:(A'por'T)',qt1C'normalmente fue encontrado en un grupo de 

mujeres HLA-B7 (i-i~ii'ui1fU~íc~fü~;;K~(¡~~n) p~sitivas con cáncer cervical. El genotipo 

H_LA~B7se ~ª- :¡gcici~~o '~'°~-~~:B;~R~~tico más pobre en éstas pacientes. Se ha sugerido 

que, tanto.la baja Í-egulació'n dé HLA'~B7,:Vista en células tumorales como su asociación con 
. .. . ... • ·¡-. ; .. ;.-,:·'··:' 

la variante de HPV 16, contribuyen'a la evasión de la respuesta inmune. Stoppler et al., 

(1996), encontraron una correlación directa entre la actividad biológica de las proteínas de 

variantes E6 de HPV 16 y sus habilidades para inducir degradación in vítro de p53, lo que 
introducción 
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sugiere que varianles nalurales de HPV 16 pueden tener diferencias en patogenicidad. Una 

variante Af2 préserító: la menor actividad en la degradación de p53, en tanto que una 

variante ÁA p-rese~tó.·l~ m~yor. actividad. Lizano M. y su grupo observaron que en 

carcinomas de-célula~:esca~osas la variante AA de HPV 16 estuvo presente sólo en un 

grupo de muestras de mujeres de 28 a 40 ailos de edad, mienlras que la clona de referencia 

estuvo presente en una alta proporción en el grupo de 40 a 55 ai\os (6 de 8 individuos con la 

clona de referencia tenfan de 41 a 55 ai\os; los otros 2 eran menores de 40 ailos). En otras 

palabras, 5 de 7 mujeres entre 28-40 ailos con carcinoma de células escamosas tenfan la 

variante, mientras que O de 6 mayores de 40 y hasta 55 tenían la variante. Esto sugiere que 

la variante de HPV 16 encontrada en la población mexicana y aparentemenle caracterlslica 

de las mujeres amerindias puede representar una variante de alto riesgo. Esto podria 

explicar, al menos en parte, la alta incidencia de cáncer cervical observada entre las mujeres 

latinoamericanas (Lizarío et al., 1997). Otro hallazgo importanle de Lizano y su grupo fue 

la asociación aparentemente exclusiva entre la variante 2 de HPV 18 y el carcinoma de 

células escamosas,"'en éontrasle con la clona de referencia, asociada con todos los olros 

tipos hi~totÓgÍc-os 'é~~~p¡o ésle. La otra varianle de HPV 18 (varianle 1) se observó en . . ' -:, .. '-~. "'' , - .. ' '· 

tcidcis lcis Üpos histológii:os excepto en carcinoma de células escamosas. El hecho de que la 
- __ .. ;.: .. ·~-:-/,, -.::·.<:;:·v:- ;_':·_~'"'-' ·-· +';-~·> .. ,·: _,:· 

-•variante 2 ·de"HPV·-18-se·enc'ontrara exclusivamente en carcinomas de células escamosas 

. sugiere ~~~,~~1'i~i~l~~~·;úed~ estar asociado a un comportamiento menos agresivo, pueslo 
... ·. ·>'·.-,·. ~;}J·;"<;';,;~. ·. -- , 

que ésle. grup(i ~~)-~:n1Óres tiene un pronóstico relativo mejor que el de adenocarcinomas o 

· carcinolll~S.adenti~s~iíínosos. Ótro estudio encontró 3.3 y 2.8 veces mayor actividad en el 

· pr()J11o·t.~f~:§l~~-~la~~·ariantes AAc y.NAI respectivamente comparado con la variante 

Euro~ea-,_de'~eférenciá'. en.tanto que las variantes Af la y Af2a exhibieron aclividades de 

P97 sirni 1~-r~~ a· I~ é d7 referencia (Klimmer et al., 2000). Parece que el incremento en la 

. acÍivid~d J~':¡>97 p~~de'~eratribÜido a las variantes AAc en general. Xi et al., (1997), 

démostrarCin-~r/Í~~r~~1énto eri la tendencia de la progresión en infecciones con variantes no 

~roloti~~c í;i~~-C:~ffi.CI Í~-~c. Este mayor potencial oncogénico de las variantes AA podría 

. atribuirse enÍonces l~to alas diferencias en la ac1ividad biológica de la proteína E6 como a 

unasobre~regut.adión del promotor P97. Comparando !odas las variaciones en secuencias en 
' . . 

·la parte E6 proximal de LCR enlre las varianles mas activas y las menos activas, Kiimmer 
introducción 
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y su grupo (2.°00)_identilicaron una sola sustitución en el ni 7729 (Citosina en lugar de 

AdcllirÍaj, restringida a AAc y NAI. Con la ayuda. de mutagénesis sitio-dirigida, la 

transición NC ~.'. el ·n; 7729 fue revertida en AAc y NA 1 dejando el resto de la cadena 

intacta y enconlr~·róri qÚC la actividad de Mut-AAc y Mut-NA 1 se redujo en comparación 

conlos cI~rie~·.¡;i-Ígi~~les,' obteniéndose niveles de expresión similares a la Europea. Bible y 

-su.grup6'{~~0o)'t~'~ibién encontraron diferencias entre variantes con el gen ES de HPV 16 
.,! •'• •• ··, •• 

míit~cio:('su~ resultados muestran que una variante, que denominaron variante 2 RFLP de 

HPV\16~;;·¿-~;~~te~Úda por perdida del sitio Sspl), está asociada predominantemente con 

'neo~Í~i~-"2~;t\i:'~Í y con actividad transcripcional alta. Hccht y cols. (1995) reportan un . . ., . ' - -.,,, ;.'.;..\_·~· ·. - -

s_Übtipc(déáPv· 18 encontrado en sus muestras con una oncogenicidad disminuida. Este 

s~b~ipo\~·~~'i:hni~ó· eri mas del 40% de las muestras con NIC, pero no se encontró entre los 

. . c;s~s· :d6'·~~i\rig:~. .Recientemente, Berumen y su grupo encontraron que la frecuencia de 

.. ::variaiite~:·AA···d·e HPV 16 en muestras cervicales de pacientes con cáncer fue 21 veces 

~ay~; ¡¡··;~:~~~~~!rada en muestras control, en tanto que la diferencia con variantes E fue de 
- . . .. . - . '~ -

... só1(;'~·'.1:;~~i~{eri el mismo sentido (Berumen et al., 2001). También reportan que 

·.las páciéntés'''AA ... · positivas eran en promedio 7.7 ailos mas jóvenes que las pacientes E 

·. ~o~itÍ~ai;;·~, tj~e !~·variantes AA se asociaron con carcinomas de células escamosas y 

'adencícar~inomas, en tanto que las variantes E' sólo con carcinomas de células escamosas. 

P~recier~<sei ent~n~es que las variante~ ,'\A sof .Üás oncogénicas que las variantes E. 

Sin. ~mbarg~~ o'tros . irivesligadori~. n~/~~ri; ~~contrado resultados que apoyen las 

asociacion~s de diferentes variarit~s'~J'k<ú'f~f~~l~s'grados de lesiones. Luxton et al., 

concl~yen que una variante E6 d6 ~'p'y¡'{6:~6'JJ~i'a'un papel importante en la patogénesis 

de HPV 16 en relación a la e11f~~~d~d_f~~;q~~¡c~ri ~ujeres del área del sur de Londres 

(Lux ton et al., 2000). Esto es infores~llte' pues se trata de la misma variante que Ellis y su 
. •::, :;,. ·.·. ~ ,, -7 . 

grupo ( 1997) habían reportádo ·c:.o.11 íiri 30% de incidencia entre mujeres con anormalidades 

cito lógicas persistentes. Luxton .s.ólo reporta una incidencia de 3% (3 de 95 muestras, 2 con 

histología normal y 1 con NIC 11), en tanto que encuentra la variante prototipo en 97% (92 

de 95 muestras). Un tercio de las muestras estudiadas procedían de displasia de alto grado. 

La prevalencia dé tales variantes probablemente sea afectada por locaciones geográficas y 

por tanto CI origen étnico de los pacientes puede ser un factor importante. 
introducción 
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PLANTEAMIENTO DEL l'ROBl,EMA 

Dado que el cáncer cervicouterino es la principal causa de muerte por cáncer entre mujeres 

en México,, es Imperiosa la necesidad de entender mejor los faclores que intervienen en el 

desarrollo 'de ésta enfennedad y asf poder encontrar mejores formas de combatirla o de 

e.vitar su a~a;Í~ión: 
,·:," 

Se co.~oce'''~ij:Y'. bien la. asociación que existe entre ciertos tipos del virus del papiloma 

hu~imo {ijP\ff-Y·,é1 ·cán~er de cérvix. También se postula que las variantes de éstos tipos, 

princip~llllerii~ de{HPV:J6 y IS, tienen comportamientos biológicos diferenles. Es 

: i~p~rl~ni~'~~t¿~~é~~.c~Ü~c~r la distribución de éstas variantes en la población mexicana y 

. déterminai si 'esÍán ~sodadas a un mayor riesgo en el desarrollo del CaCU. Así también es 

iriíport~t~~()~ci6'~r la presencia de éstas variantes en las diferentes etapas de la lesión del 

cérvii que flnatÍll.~nte llevan a la aparición de la lesión cancerosa. El conocimiento de todo 

·.10 relacionado con las variantes de éstos tipos virales puede ser fundamental para la 

elaborációri de vacunas dirigidas a una población delerminada. 

__ problema __ 
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OBJETIVOS 

General: 

Conocer la distribución de variantes de HPV 16 y HPV 18 asociadas a neoplasias del cérvix 

en Mexico: en tejido cervical de mujeres sanas, en lesiones premalignas y en cáncer 

invasor. 

Espccificos: 

• 

• 

Determinar la distribución de'v~an't~s de los,.tipos HPV 16 y 18 en muestras de CaCU 

previamente seleccfonad~ po; ~U p;isiÚ~idad ~ éstos tipos virales. 
' . . -.~ .' . 

Determinar la distribu'ció~ :de t~dd~\ JÓ~'tipo~de' H¡>V en muestras provenientes de 

mujeres saria~ o ~i~ l~~~?~~s.~~e,~;1!f{~~·;~~t{c.ci,~nadas por su positividad al método 
de captura híbrida pára lcis tipos: de" alto riésgo;·:. 

En éste mi~m;'ii~i. :~~t~~~t~~l~'2si~~uci~~ de variantes de HPVs 16 y 18 . 
V~>::: ;-: .... ~ • ., ~~::. • '.• ,• ,v· -

:::·~:: :·:·::-.:·:_·-;:·· 

Determina~ la efi~acia d~Imétodo de SSCP para detectar tanto tipos como variantes de 

HPV. 

Tratar. de establecer alguna asociación entre las variantes encontradas y los diferentes 

aspectos clínico-patológicos que ayude a determinar posibles di fcrencias en su potencial 

oncogénico. 

__ objetivos __ 
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MATERIAL Y METODOS 

ORIGEN DE LAS MUESTRAS 

Un primer grupo consistió de un total de 87 muestras de ADN procedentes de biopsias de 

cáncer de cérvix tomadas a pacientes del Instituto Nacional de Cancerología (Tabla 1) y 

que hablan resultado positivas a HPV 16oHPV18 (Carrillo A., Tesis de Maestría, 2001 pg 

44) médiante PCR c~n los juegos de oligonucleótidos E6/E7. 

epldermoides 
adenocarcinomas 
adenoescamosos 
diagnóstico incierto 

HPV16 
(n=67) 

56 
3 
7 
1 

HPV18 
(n=20) 

13 
4 
2 

'1 · 

Tabla 1. Grupo de muestras de cáncery~G·~iag'rióstico~ 
El segundo grupo consistió de 114 muestras de cérvix; 79cci~ diagnóstico de NIC 1 a NIC 

111 tomadas a pacientes que acudieron al Serviéi~ :<l6'r~t~logía y Colposcopía del Tracto 

Genital Inferior Femenino de un hospital de tercer ·~i,vel de ntenciÓn~ médica del Instituto 

Mexicano del Seguro Social (IMSS), y 35 muéstras con citología aparentemente normal 

(sin alteraciones de NIC o cáncer) tomadas a mujeres que acudieron aulla unidad de primer 

nivel de atención médica del IMSS (grupo control) (Tabla J)~'·T~d~~'.ésias muestras fueron 

tomadas en el periodo comprendido entre octubre de 1998 ~ e~e~o1d~Í:2ooo:· 
.. - : . :·' :·:· . ~: J(' _;~,:-_:::.·."l,:::;··-,· ~ -

A éste segundo gmpo se le diagnosticó la presencia de ;H~y,, de alto riesgo mediante la 

técnica de captura de híbridos (Prueba de Captura dé ~í~;:jd~~'íi J:~AbN de HPV, Digene 
:· _. _ _;.·;,,: , .... , ·-" 

Corp). Esta técnica indica la presencia de HPV de.alto nesgo pero no el tipo especifico. 

Captura de Hlbridos. 

La captura de híb.ridos es un ensayo comercial basado en la hibridación de ADN blanco con 

ARN de prueba y en su postedor detección quimioluminiscente, y se basa en 5 pasos 

__ material y métodos __ 
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simples: 

1- Liberación y desnaturalizaéiór1 del iicido nucléico de especímenes élínícos'.vnginales o 
- ' . . . .· .. · ''·' 

cervicales. 

2- Hibridación del A.oNbt~·ri~;, líb~~ado con ARN d~ prueb~ para ~rear hlbridos ARN-

ADN. 

3- Captura de t'oirt~í6;id6'i'ARN-Í\DN e¡Í una' fase sólida por un anticuerpo especifico para 
tos hlbrid'os.• ; , . . . ..... 

4- Marcado de ;'o~ t;Í~rld~scapturados con múltiples conjugados de anticuerpos. 

5- Un . s~strato>·~u.irrrloluniiniscente produce entonces luz que es medida en un 

luminóll'i~tro. L~ cantidad de luz generada es proporcional a la cantidad de ADN blanco 

en el especímen onginal. 

Extracción de ADN de las muestras de captura de híbridos 

La extracción del ADN de las muestras tomadas mediante la técnica de captura de hlbridos 

se realizó de acuerdo a lo descrito por Miller y col. ( 1988): 

• Tomar 500 ul de la muestra previamente tratada para captura híbrida. 

• Añadir 500 ul de buffer de lisis (Tris.et 10 mM pH 8, EDTA 0.1 M pH 8, SOS 0.5%, 

proteinasa K 200 µg /mi, RNAsa 20 ug/ml). 

• Incubar a 55ºC durante toda la noche: 

Extracción con fcnol:cloroformo y precipitación con etanol al 100% y acetato de 

amonio de acuerdo a lo descrito por Sambrook et al ( 1989). 
·~··, -

·~.~~:-• ;•t;~''·.~e•, 
, .. ;¡-,;;'."·-._:/'• 

TIPIFICACIOI~foEHPVs E IDENTIFICACION DE VARIANTES MOLECULARES 
, ~~-. ,; . };: .... -;~:· 

PCR CO~IO té~~ic~deÚpificación de HPV 

La técnl6~:.d~\PCR (polymerase chain reaction) fue usada para amplificar una región 

blan~~·d~l··ÁiJN vi~al contenido en las muestras. La amplificación requiere la presencia de . , .. ·;,. ,._ ·.·-~· •[' . 

un par de. oligonucleótidos complementarios a los extremos de la región blanco en cuestión, 

tanto el extremo 5' como el 3 '. Estos oligonucleótidos son conocidos como "primers". La 

__ material y métodos __ 
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amplificación se lleva a cabo a través de ciclos repetidos de desnaturalización del ADN 

blanco, hibridación del primer y elongación del ADN. .. 

Posterior a la desnaturalización del ADN (que pem1ite la apertura de la doble hebra) los 

primers de amplificación hlbridizan con sus secuencias complementariÍis ·de ÁD.N. La 

ADN potimerasa usa entonces el ADN como molde para extender cada hebra a partir del 

primer. La repetición de éstos ciclos provee un acumulado de la secuencia blanco, 

pudiéndose obtener aproximadamente 1 ~1g de ADN. 

Ensayos de PCR-SSCP. 

Amplificación de rragmentos virales de ADN mediante ensayos de PCR con d-CTP pJl 

Las muestras se sometieron a reacción de PCR para amplificar una región blanco del ADN 

viral y poder después identificar el tipo o variante de HPV presente mediante la técnica de 

Polimorfismo conformacional de cadena sencilla o SSCP (del inglés Single·Strand 

Conformation Polymorphism). 

En la reacción de PCR se incluyó un nucleót.ido radiactivo (d-CTP P32
) para lograr su 

incorporación en la. cadena. de ADN viral f se llevó a cabo usando aproximadamente 60-

200 ng de AD~ por tubo de reaccióll' d~ JO f!1.'Úabla 2). Se utilizaron los juegos de 

oligonucleótidos uni\;ers'ales GP5+/GP6+ (van der Brule, 1990) que amplifican 

región de 140 pb dci' ORF del gen LJ de HPV, nucleótidos 6624-6765: 

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 

GPS+ 5'TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC3' 
GP6+ 5'GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC3' 

una 

Se usó una temperatura media (TM) de 43ºC. Se incluyó 0.1 µl de d-CTP pll en cada tubo 

de reacción de 1 O µl. 

__ material y métOdos __ 
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DESNATURALIZAClON lNlGlAL 
1 O minutos · · · 94°C 

REACCÍON DE AMPLIFICAClON (38 ciclos) 
Desnaturalización . ' 40 segundos 94°C. 
Hibridación . : 1 minuto ; · 43°C 
Extensión · · 4o segundos nºc 

EXTENSiON FINAL 
JO minutos < nºc 

La reacción de amplificación ~~- ll~vÓ ~·cabo .usando un termociclador Perkin Elmer modelo 

480 progra:u~do:para J8Ci~l~;;.:·Á1:término de la reacción se añadieron 2 µI de 

solución sto~ (9s% roi.in~id{:Ío 'ri:;M EDTA, 0.05% aiul b~omofenol, 0.05% xilencianol 
-~ . , " ,, .. , ". ' -·, ~ .. -- .. , . _., ''"' -- . 

FF) a cada 'uno de I~~ tubos d~ reacción . . . ... .'~~<:: ~~ .. 

Buffer 
MgCh 
dATP 
dGTP. 
dTT~·. 
dCTP 
dCTP32 

.. 

· GPS+ •> · 
. GP6+. <: 

AmpliTaq (jold(Perkin Elmer) 

-.. , . 

;~bla 2. Condiciones de reacción de PCR (JO µI) 

El 'siguienic paso para tipificar el HPV de las muestras se hizo mediante la técnica de 

SSCP. E~ta técnica se basa en el principio de que las moléculas de ADN de hebra simple 

toman estructuras secundarias específicas (conformórneros) de acuerdo a su secuencia de 

nucleótidos. Esta estructura secundaria está determinada por el balance entre fluctuaciones 

..-------------.-material y métodos __ 

TESIS CON 
FALLA DE: UHIGEN 



25 

ténnicas y fuerzas estabilizadoras débiles tales como apareamientos cortos intracatenarios 
. . . 

entre bases (Orita· et al:, · J 989). Moléculas de ADN de hasta 1000 pares de bases . que 

difieren ~ún ~~·'uri'~~rri n~ctéóúdo',puedén fonnar diferentes confonnómeros que migra~ 
diferend~Jmd~¡~.~·~ 1 g~lesi~~ d~s~atúralizantes de poliacrilamida cuando se someten a 

electrciro;~~i~\fi~:.'j>:{E~t~'rriét'o'd~iru~ prlmeramente reportado por Orita y cols. en 1989 

d~scri~l~~~~i~ff~~.m~·,[:~~~%ti~~'.t~.1~f p~ ·.de detectar alteraciones genéticas pequeílas, 
particularinente:ínutacioiíes'puntuales (Orita et al., 1989). 

i ?:;·.· 'j@';f}<,,~~¡;Jf j~f ·;·l;·~:;;if[j];-j<:·· .· . . ·. 
Se ha observado.é:Jue~vanos factores pueden afectar la sensibilidad de la técnica, tales como 

,-_,_·, ·-. ~ : :; ·~::. .' .. :.'.:.:.r:-,f,::.:~~,-~~t';·~~:'.·i··; ?.:~--;\;-~~.:: ;i~~~~J'.!~,,_4"':.il:~: .1'.0':;~~/ J:"~:.:·. ". , ·. • • · • • • 
temperatura, compos1c1ón del gel; fuerza 1ómca, aditivos ad1c1onados al gel (glicerol), entre 

''.:~e' .. ·.:;··.-. ,'' ·-·~'~ '/;-.,,::.\;'.'C:,'·~;~1 "'./:~,.:. ;,~¡~'.•~~c',:'-_-f):~· \~:,:~~'.:',.,':"~.-:.;''{~? '::;:•\-~:·_ - . ?,· ' . ·~ ~ -. . • 
otros (Glavac et al.~:1993).:De estos; el factor mejor entendido es el tamaílo del fragmento 

'-·~ _ ~¿--.;;·: ,··: ·1i~:.r·:::;:;-~>r1~_:.:·-.;~,~~-,-.:¡::_~;\~.):~i}~~~::·y:-::\~Y-~\=··i·.,:~\, . .:<:':;,~··, : ·, • • • • 
de ADN. Vanos estudios han reportado_un decremento en la sens1b1hdad con el incremento 

'.<·~ ... '· ·:-~:_,>": ',.>'.:.'; ·, ~:;";·.~:'}1<:·?:;:-,:,,r, ~:~ ·-· ., .. > ~:;,:;<_~:{ ·'..,."d.:--.'i-'·.~-~r-~0:i:"'"'°:''~ '- · ·. ·- . . · 
del tamaño delfra&mentó (Sarkar et'iil.;<1992;'Sheffield et al., 1993), sugiriéndose que un 

fr~gme~to m~;~;a 2ocí'~6 g ~l_;ue ~'~jor~~~i~ult?dos produce. 

1111? c 1'1 ,., ON J. !.JLJ lJ \,1 ·· 

FALLA DE ORIGEN 
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PCR 

~ 
"''l'lllllltrtlli:11dá11 l ADN de doble hebra 

ADN de hebra simple 

co11dicio11es 110 des11at11ra/iza11tes 1 

~5' Conformación secundaria 

electroforesis 1 

Figura 3- Pri~ci~i~ de la técnic~ de SSCP 
. , --- . '· .. ~·· ' .: . -. . . 

Electroforesis 
.· '- : 

Para la electroforesis se utilizó un gel no desnaturalizante de acrilámida al 6% de una 

solución stock de acrilamida/bisacrilamida (19:1)ffBE. Se tomó 1 µI del producto de cada 

tubo de reacción y se diluyó en 13 µI de la misma solución stop. Los tubos se calentaron a 

9SºC durante 10-15 minutos para su desnaturalización y después fueron rápidamente 

1ES1S CON 
FALLA DE_ OfüGEN 
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colocados en hielo. También se incluyeron controles positivos para HPV 16 y HPV 18, 

tanto de las cloims.de referencia (tomadas de ADN extraldo de las líneas celulares Caski y 

Hela, p~sitivas a HPV 18 y HPV 16 respectivamente) como de sus variantes. 3-4 µ1 de cada 

tub~ .de rencció~ se cargaron en cada uno de los carriles del gel y se llevó a cabo la 

electroforesis con un corrimiento de 4-5 hrs. a 4°C a 20 W. Después de esto el gel se colocó 

en un cassette junto con una placa fotográfica (Kodak X-OMAT XK-1) para exponerse de 1 

a 3 dlas y revelarse. 

Identificación de tipos y variantes de HPV 

Mediante la técnica de PCR-SSCP pudimos identificar variantes de los HPVs 16 y 18 

comparando los patrones de corrimiento de las muestras con los patrones de corrimiento de 

los controles, tanto de HPVs de referencia como de sus variantes. 

Secuenciación directa de los productos de PCR 

Cuando los patrones de corrimiento de las muestras en el gel de acrilarnida no se 

identificaron plenamente comparando con los patrones de corrimiento de los controles se 

hi_zo uso de la técnica de secuenciación directa de productos de, PCR generados c.on el 

mis~o juego de nucleótidos universales, utilizando el kit Thenno Seque~as~'Rddi~labeled . ' . ·. ·. - ~· ·- .. 

Tem1inator Cyele Sequencing (USB Amersham). Esta técnica nós periilitió identificar 

otros •.. tipos de HPV presentes. Una vez tipificados,• se. utiifzai~~ c~ri;~ 'controles en 

·subsecuentes ensayos de PCR-SSCP. -~"~·. ;-,..~.· 

La secuenciación de ADN mediante dideóxidos'. tenn,i,na~ores de cadenas es un método 

estándar cjue se basa en la síntesis enzimátiéll cie''una'cadena'cie ADN usando una ADN 
• '• '• - • ; , •• ·-- •' <' ·'·.····.· -', •• • .,· •• 

polimerasa y un nÍolde de ÁDN de cadena senéilla. Ü si,ntesis se' inÍ¿ia en el sitio donde el 

primer se hibridiza al. molde. La elo~;;ciÓn del. ext~e~~ 3'. deI ~rimer hibridado es 

catalizada por. lá ADN poÚmeras'a :e~ .presencia d~ 2<ti~oxinucleosido-5'- trifosfatos 

(dNTPs) y es fi~aÚzaci'~ por l~, incorp~ración de un 2',3'-dideoxinucleosido-5'

trif~sf~to análogo (ddNTP) que no p~rmit~ que continúe la elongación (de aqul el nombre 

de "terminadores de cadenas"). En la reacción con este kit, un nucleotido radioactivo es 

incorporado en el extremo 3' mediante el uso de un terminador [a-33P] ddNTP (Amersham 
__ material y mélOdos __ 
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Lifc Scicncc, 1996). Una secuencia legible se obtiene cu¡¡ndo los productos de la síntesis ,de 

un conjunto de 4 reacciones nucleótido-cspcclficas (A, C, a; T) son separados por tamaño 

en un gel de poliacrilamida de alta resolución, 

Para que la polimerasa pueda sintetizar un polinucleótido complementario, el ADN en la 

región a ser secuenciada debe estar en forma de hebra simple, al menos temporalmente. 

Preparación del molde de ADN 

Para obtener una buena secucnciación se debe tener una buena calidad del ADN usado 

como molde. El ADN debe prepararse entonces para que otros ácidos nucléicos, proteínas y 

lfpidos sean suficientemente removidos. 

En este estudio usamos ADN obtenido de amplificación por PCR, el cual produce una 

buena calidad de secuenciación si se purifica previamente. 

El PCR se llevó a cabo como se describió previamente, pero en un volumen de 20 - 25 µI 

por tubo de reacción:_Después de la reacción se tomaron 5 µI del producto para checar la 

amplificación' del_ ADN en un gel de agarosa con bromuro de ctidio. La purificación del 

-ADN se hizo con I¿ siguiente metodología: 

1- Pasar el producto 'sin aceite a un tubo eppcndorf de 1 mi y complet~r a !:1.n v9lumen de 

400 µ1 con agÚa estéril. 

2- Añadir a cada tubo 1 mi de alcohol etílico absoluto a ..:2o?c, 40,J.il de ac~¡ato de a~~nio 
7.5 M y 2 µI de tRNA [! mg/ µI]. 

3- Poner los tubos a -70°C por 20-30 min. 

4- Centrifugar a 13000 rpm durante 40 min. 

5- Decantar el sobrenadante y lavar el 

-20°C y volver a centrifugar 30 min. 

6- Decantar y dejar evaporar completamente. 

. «>.. . - ·. 

péBeL c~n doo µI dealc~hol etílico 70% a 

7- Añadir 20 µI de HzO y tomar 5 µI para checar su purificación en.un gel de agarosa. 

;,; .... 
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Reacción de sccucuciación. 

Para ésta reacción se usó el kit "Thermo Sequenáse . Radiolabcled T~rminator Cycle 

Sequencing": \~\ 

Polimerasa ADN Thermo Seq1~e11a~c. <V i,·:.,~ >. •·• 
Buffer de reacción: 260 mMT~is.HCl/pÍI 9.}: 6s1iíMM¡jC/] . . ·. • 

dGTP NucleorideMas;er~i';:: h';;u~Á;t_.~¿;¡.t,\'dai?. drrp 

Solució11 stop . . •. . .... • · .. · .•. • :. ;: ;~.;~¡~;f }/!i~/j'.~[ ,:.\~!'~;7;,'.,· . f ~: . 

. Terminadores : .· ~arc~d~)~~~;!;~1~}~~j~~2~t;~~t~~;.~·.e·.··~i~at~rs>'{a-JJp)ddNTPs, Amersham 
Pharmacia Bi~tech);:•,:y ;:./:, • '. ':~:i! • <~ ; · ·. 
ddGTP.:d.3 iTiM r~-JJ~¡~j¡a·;.¡,á~oa biJ1/l;~;'f,{4s_o'mci · 11110 

. ··,._- ,'_·-: .;·-.-.•;• ,,, ... -, .. - . 
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4.5 ¡ti 

Gel Agurosa para checar 
nmnlificación 

pilación de productos de PCR 

10-14111 ADN obtenido del PCR 
2 111 polimerasa 'ADN sequenase' 

{ 

2 111 bulTer de reacción 
2 111 primer ( 1 O pmol/111) 

• H,O para completar 20 111 

/;\~ 
··0u·············;ur .. 

2.0 µI masrer inix' 2.0 µJ ii,~srdr ¡;:;¡¡ 
0.5 µI ddGTP 0.5 111 ddCTP :\: 

. ·.;· 

. 2.0 ¡ti master mix 
0.5 ¡1! ddTTP 

30-60 ciclos con las siguierlies cénÍdiéiones: 

;,.~~,~ir~~t~~r .. · .· • 
., . ""'·:.. •-'·':.' ~-! .. . 

. ELECTROFORESIS (20 W¡ 

.···_··_,.':C,,[!l ' 
. AUTOAADIOGRAFIA 

Figura 4~ Técnica de SECUENCIACIÓN. 
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lde11tilicació11 de snb-varlantes de llPV 16 

Finalmente se hizo la identificación de las sub-variantes encontradas de HPV 16. Para esto 

se utilizaron los oligonucleótidos especificas para un fragmento de 124 pb del gen E6 de 

HPV 16 (5'HZ27/E6' y F6-3 '),cuya secuencia se muestra a continuación: 

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 
F6-3"C; .. ; ·· 5"-CCTCACGTCGCAGTAACTGT -3" 

E6 5'HZ27 • · ,,., 5"- GGG GGA TCC ATG TTT CAG GAC CCA CAG GAG CGA- 3" 
.. .,_~:<· ·¡: 

Se hicieron e.~~~~o's ,c~~·: I~ técnica de PCR-SSCP y se encontraron pequeñas diferencias en 

los patrones de c~rn.iiie~to' entré las sub-variantes. No obstante, se utilizó nuevamente la 

técni~a de ~~ciÜe~ci~ciÓrÍ para la clasificación final. 

__ material y métodos __ 
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RESULTADOS 

Con el objeto de establecer la prcsencia:cle,v~riantes y sub-variantes de HPV 16 y HPV 18 

en uri grupo de muestras de. Íesicmes de cáncer dé céÍvix,· de lesiones prémalignas del cérvix 

y de muestras de cérvii sill 1e~i61le~ y ~n~li~ar asl la distribución de éstos HPVs se hicieron 

primero ensay~s de':péR~Sst{ y despÜés algunos ensayos de secuenciación para 

comple~entar los resulÍadO's. 

Los ens~yo~d~Pb'R~SSCP nos permitieron un primer agrupamiento de las muestras en los 
·. . .. 

2 tipos de interés principales: HPV 16 y HPV 18, referencia y variantes (figura 5). 

A)HPV18 

R 
E 
F 

2 

8) HPV 16 

R 
E 
F 2 3 4 

Figura 5- Patrones de corrimiento de variantes de llPV 16 y llPV 18 en ensayos de PCR-SSCP. Se 
analizó un fragmento de la región LI del genoma de HPV mediante la técnica de SSCP después de su 
amplificación por PCR con los oligonucleótidos GPS+/ GP6+. Las muestras se corrieron en un gel no 
desnaturalizante de acrilamida al 6% durante S hrs. a 4°C. A) Muestras positivas a llPV 18: carril t- control 
posilivo (clona de referencia), carril 2- variante de HPV 18 (muestra de carcinoltlil escamoso). O) l\lues1ras 
positivas a HPV 16. Carril 1- control positivo (clona de referencia); carril 2- variante HPV 16 (muestra de 
cáncer escamoso); carril 3- variante HPV 16 (adcnocarcinoma); carril 4- variante HPV 16 (lesión 
precancerosa NIC ill). 
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Para conlinnar los resultados obtenidos por PCR-SSCP se hicieron ensayos de 

secuenciación directa de productos de PCR de algunas muestras tanto de HPV 16 como de 

HPV 18, variante y referencia (figuras 6 y 7). 

A) 11 PV 16 referencia B) HPV 16 variante 

cambio de GxA 
nt6721 

cambio de AxC 
nt 6695 

Figura 6- Diferencias en Ja secuencia de llPV 16 rererencia (var E) y variante. Secuenciación directa de 
Jos productos de J>CR generados de una región de 140 pb del gen LI de HPV 16 usando Jos oligonucleótidos 
GPS+/ GP6+. A) Sección del fragmento secuenciado de la clona de referencia. B) Misma sección pero de una 
muestra con HPV 16 \'ariante. Las flechas señalan las posiciones en donde hay cambios con respecto a la 
clona de referencia (nt 672 J y 6695). 
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A) 11 l'V 1 H \'arianle 1 

nl6626 

CxG 
nt 6625 

11) lll'V IH nrianle 2 

34 

CxT 
nl6626 

Figura 7- I>ircrcncias en Ja secuencia de llPV 18 \'arianle J y \•ariantc 2. Sccucnciación direcla de los 
produc1os de PCR generados de una región de 140 pb del gen LI de flPV 18 usando los oligonucleólidos 
GPS+/ GP6+. A) Sección del fragmento secuenciado de la variante l. que difiere con respec10 a la clona de 
referencia en el nuclcótido 6625 ce X G). O) Misma sección pero de una muestra con la variante 2, que 
presenta el m.ismo cambio con respecto a la clona de referencia que la variante 1, además de un cambio extra 
en el nucleólido 6626 (C x T). 
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En los ensayos de PCR-SSCP de las muestras de captura de híbridos se encontraron 

patrones de corrimienloc diferentes a HPV 16 y HPV 18 (figura 8). Cada uno de éstos 

paÍrones diferentes se tipificaron mediante secuenciación directa de productos de PCR 

(figura 9) y s~ lomaron como patrones para identificar éstos tipos en posteriores ensayos de 

PCR-SSCP. El más abund~te de éstos otros tipos de HPV fue el HPV 59 en las muestras 

control (3 de 12) y el HPV 58 en las lesiones premalignas (8 de 36) (Tabla 3). En algunas 

no se pudo determinar el tipo de HPV debido a que ni los ensayos de PCR-SSCP ni la 

secuenciación directa de productos de PCR permitieron una clara identificación del HPV, 

pues parecía haber coinfección. 

N '° 
.,.. r- ~ 

;;:; o 
~ .,.. 

'° oq- r- '° > > > > > > > g: g: ¡i.. g: ¡i.. g: ¡i.. 

:r: :r: :r: 

Figura 8- Patrones de corrinúento diferentes a HPV 16 y HPV 18 obtenidas de muestras control y de 
lesiones premalignas deJ cérvix. Las muestras fueron tipificadas posteriormente mediante secuenciación 

directa de productos de PCR con los oligonucleótidos GPS+/GP6+. 
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a) l!PV 31 

AGCT 
b) llPV 59 

AGCT 
e) llPV 56 

AGCT 
d) llPV 70 

AGCT 

36 

Figura 9- Sccucncfación de llPVs de otros tipos, cuyos patrones de corrimiento de PCR-SSCP rueron 
dlícrcntes de llPV 16 y HPV 18. Para la secuenciación se utilizaron productos de PCR generados de una 
región de 140 pb del gen Ll de JIPV usando los oligonucleólidos GP5+/ GP6+ A) l!PV 31 B) HPV 59 C) 
JIPV 56 D) HPV 70. 

resultados 
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Se hicieron nuevamente ensayos de PCR-SSCP para identificar sub-variantes de HJ>V 16, 

ahora usando oligónueleótidos especfficos para un fragmento de 124 pb del gen E6 de HPV 

16 (5'HZ27/E6' y F6~3'), Se encontraron pequeñas diferencias de corrimiento entre las 

sub-variantes (figura 1 O) .. 

Figura 10- Dlícrcntcs patrones de corrimiento de variantes de HPV 16 en ensayos de PCR-SSCI'. 
Análisis de un fragmento de Ja región E6 del genoma de HPV 16 mediante la técnica de SSCP después 
de su amplificación por PCR con los oligonucleótidos 5'HZ27/E6' y F6-3', La técnica resultó útil para 
identificar sub-variantes. El carril 3 muestra el patrón de corrimiento de una muestra con la sub
variante AA-a de HPV 16 que tiene un cambio extra TxG en el nt 137 (no reportado antes). Carriles 1-7: 
muestras de biposias de cáncer, identificadas como 1 b,Jb, ele. Carriles 8-11: controles positivos. 

Para confirmar que las diferencias encontradas mediante PCR-SSCP en variantes de HPV 

16 correspondían con sub-variantes se hizo la secuenciación de algunas muestras con los 

mismos oligonucleótidos (figura 11). 
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A) AA-e B) AA-a 

Figura 11- l>ircrencias en la secuencia entre suh-\·arianlcs de llPV 16. Secuenciación directa de los 
produclos de PCR generados de una región de 124 pb del gen E6 de HPV 16 usando los 
oligonuclcó1idos 5'11Z27/E6' y F6-3', para confirmar las diferenles sub-varianles de HPV 16 
enconlradas en los palrones de PCR-SSCP. A) sub-varianle AA-e. B) sub-varianle AA-a. Ambas 
variantes difieren de llPV 16 de referencia en el nt 145. donde se encuentra una T. y enlre si por el nt 
183, donde AA-e presen1a una G y AA-a una T. 

La secuencia nos pemlitió demostrar que mediante SSCP se pueden encontrar 

eficientemente sub-\'ariantes de HPV 16. 

TESIS CON 
FALLA DE OPJGEN 

resultados 



39 

ANALISIS DE RESULTADOS 

En las muestras positivas para HPV 16 sólo se encontraron las variantes E (Europea) y la 

· AA (Asiático-Americana), y dentro de ésta última las sub-variantes AA-a y la AA-e. En 2 

muestras de cáncer se encontraron cambios en secuencias nucleotldicas, extras a los 

cambios propios de la clona AA-a, que no han sido reportados previan1ente en la literatura. 

En 1 de ellas se encontró un cambio de G x A en el nt 188 y en otra un cambio de T x Gen 

el nt 137. Esto se confirmó por secuenciación en ambas direcciones. En la muestra que 

contiene este último cambio ya se habla podido observar una diferencia en el patrón de 

corrimiento de electroforesis en los ensayos de PCR-SSCP (fig. 10, muestra 8b). 

También en algunas muestras E positivas se observaron cambios adicionales: En dos de 

ellas, 1 de cáncer y otra de LIEAG, se observó un cambio de G x A en el nt 176 

(previamente reportado por Yamada et al, 1997) y un cambio de A x T en el nt 182 

respectivamente. 

En las muestras positivas para HPV 18 se encontraron las variantes referencia (rama 

Asiática-Amerindia, As·Arn), var 1 (rama Europea) y var 2 (rama Africana). En una 

muestra de cáncer positiva a var 1 se encontró un cambio extra de A x T en el nt 218. 

En las muestras control positivas por captura de híbridos para HPVs de alto riesgo (n=35), 

16 fueron positivas a HPV 16 y sólo 7 positivas a HPV 18. Las restantes 12 muestras 

control se reparten entre HPVs de otros tipos, predominando el HPV 59 (3 de 12). En las 

lesione¿ préltl~tigrias (n= 79), 36 fueron HPV 16 positivas, 7 HPV 18 positivas y 36 de 

otrosÚpo~,pr~d~minando aquí el HPV 58 con 8 muestras (8 de 36) (Tabla 3). 

De las 87 muestras de cáncer analizadas positivas para HPV 16 o 18, 67 fueron HPV 16 

positivas (77 %) y 20 HPV 18 positivas (23 %). Estas muestras provenían de un total de 

134 muestras de cáncer de cérvix en donde el 50% del total resultó positivo para HPV 16 

(tabla 3) (Carrillo A., Tesis de Maestria. 2001 ), dato que concuerda con estudios como el de 

Berúmen (2001 ). El HPV 18 se encontró en el 15% de éstas muestras. 
__ anóllsls de resultados __ 
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FRECUENCIA (%) 
control premalignas cáncer 

HPV (n=35} (n=79) (n=134) 

16. 16 (45.7) 36 (45.56) 67 (50) 
18 J(20) 7 (8.86) 20 (15) 
31 1 (2.85) 3 (3.79) 
33 o 1 (1.26) 
39 o 1 (1.26) 
45 2 (5.71) 4 (5) 
52 1 (2.85) 2 (2.53) 

'• 

56 ' o '' 3 (3.79) 
58 1 (2.85) 8(10.12) 
59 ,3 (8,~7Ji:. '2 (2.53) 
66; 1 (2:85) ,2(2.53) 
67 o 1 (1.26) 
70 .1 c2:s5¡ 2 (2.53) 
nd 2 (5.71)' 7 (8.86) 

Tabla 3. Distribución de HPVs en muestras control, muestras de leslones premallgnas del cérvlx y 
muestras de cáncer de cérvll: deternúnados por ensayos de PCR·SSCP y de secuenciación directa de 

productos de PCR. Todas las muestras control y premalignas fueron positivas a HPV's de alto riesgo. En las 
muestras de cáncer se incluye el to1al de muestras de cáncer analizadas en el trabajo de Carrillo A. (tesis de 

Maestría, 2001) y quien amablemente nos pennitió analizar las 87 muestras positivas a HPV 16 o HPV 18. 
No se reportan los otros tipos virales encontrados en éstas muestras. 

Para HPV 16 y HPV 18 se determinaron variantes en todos los estadios (Tabla 4). Para 

HPV 16 también se determinaron sub-variantes. 
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FRECUENCIA !"lo} 
control premallgnaspremallgnas cáncer 

·bajo grado alto ¡¡redo 

HPV 16. AA-a 7 (30.4) 6 (37.5) 6 (22.22) 22 (25.28) 
o:AA:c o o o 5 (5.74) 

.'E '9 (39'.1) 7 (43.75) 17 (62.96) 40 (45.97) 

HPV 18' ·va'r._1 o o 13 (14.94) 
var.2 2 (12.5) 2 (7.4) 5 (5.74) 

As-Am ¡ref! ... 1 (6.25) 2 (7.4) 2 (2.29) 
totales: 23· 16 27 87 

Tabla 4. Frecuencia de variantes.y 1ub-varl~~te~-~e ~PV 16 y HPV 18 en muestras control, con lesiones 
p~cmalignas de bajo y alto grado y en muestra$ fon· cA.~~er . . ••• Se encontraron 7 muestras control 
positivas a HPV 18, pero no hubo material suficientC para secuenciarlas y clasificarlas adecuadamente. 

'> :};.~!~,.~~.-~~:;t,t?·:·. ~-;::·. 

FRECUENCIA DELASVARIANTES DE HPV 16 
'• .¡·~'.·>~:~.:~·:::~:\::;:<=;'. ~ .. 

La variante E (referencia) de HPV úi'~s-~';'~~c~~tró con mayor frecuencia que la variante 

AA (fig. 12) en todos lo~ ca56&"'(clfri!;~jJ:p~e~aíÍgnas y cancer). La mayor diferencia entre 

ellas se ~bservaen le~io¡¡es ~;~~~llg~-~ cÍe alto grado (LIEAG), con una proporción de 1 

varAA por cada 2.8 yarK 

80 

Figura 12- Presencia(% de mueslras) de HPV 16 E y HPV 16 AA por estadio de la muestra, 
de acuerdo a los dalos de la cabla 4. 

Si observamos la variación en las frecuencias en todos los estadios, tanto para AA como 

para E, podemos ver que las diferencias entre los grupos para las 2 variantes se mantiene no 
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mayor al 15% excepto en el grupo con LIEAG, donde la diferencia llega a más del 40%. 

El porcentaje .aumenta P.ara ambos grupos de variantes al pasar del grupo control al 

grupo de LIEBG (de 30.4% a 37.5% en AA y de 39.1%a43.7% en E), pero hay un cambio 

en I~ ténde~cia ~Í'pasa~ a LIEAG. Mientras el grupo con la variante E conserva una 
. ' .... "· .... •,._,· .. , . . . 

tcndériciá a aumentar'(llega al 62.9%), el porcentaje para el grupo con la variante AA se 
·_. ··- :J.;;'. .. >",i'.~'{(_d;~:.::_\.:_<->·'/,'.'; ·:-.: ':. __ .·. . 
comporta.al 'contr~riri·(alcan.za sólo el 22.2%). Por el contrario, al pasar del grupo de 

LIE~é;'~i g~~(),d¿ ~á~6J;,'. las.tendencia~ cambian. Ahora quien disminuye en porcentaje 

~¡¿t:ef ~'!~l~~:ft:: (~~¡'.'.,;::;.) : ol gru'.o ooo Jo wriooW AA "mooo 

Es interesante notár qúe';!á' sub'~váriénte.AA-i:.'sólo se encontró en mu.estras con cáncer y no 
: ·,_, :~/ ·~. -.."}:;··· -:~:;;:,_(~;.i.':. :·;"' ~,,. ~ ;~:-"':.\\'~-,;>::~ ... =·:~r;:~ ~: :f·~·::;:;r;.:t ;-~~p- /Y;{!,.:~:<.. -~-~ . .1.~=,. :-;-:.;;:~: 

·se ericoritró en lesioriés'premaligrias ni en m'uestiás· i:o11trol :, (diferencias no significativas, 

.. AÁc.·;•~:¿']~lril;;1Jl~l~1~F/f::;~~rr . . . 
DIFERENCIAS DE EDAD DE LAS PACIENTES POSITIVAS A HPV 16 

- -:·.'; ':-,_.. ;. ; " ¡:" : i.::~}f?''?:if·~-lf,.~.-.f!;_'.-)'' 
:) . ' (; -';; ·--~ :~.;· 

En lo referénte a distrilJuCiÓii por ~~des hay algunos datos interesantes (Tabla 5). 
' -, "• ,·:·-· ;- -,v• ' ' 

'_,,_\:_·.- . 

. -,-,,7 -.. _ ----------,,..-....,--::--:----:::-=:-
medias (años) + O.E. 

CONTROL AA 38.57 9.55 
. ·. ,,,·· .. <-. :' '. E 56.5 18.13 

LIEBG AA 29.16 6.01 
E 42.42 15.2 

>LIEAG AA 55.66 15.38 
E 38.47 12.1 

.CANCER AA 49.42 12.28 
E 48.53 12.99 

Tabla S. Dlstrib.uclón.de ¡·~~variantes de HPV 16 por grupo de estudio y por edades. LIEBG =lesiones 
inlraepileliales de bnj~ grn_~~· L_IEAG =lesiones inlrnepileliales de nllo grado, O.E.= desviación eslándar. 

- -.. ~~-"· ::.--- . 

Se observan di~erencias estadísticamente significativas entre las medias de edades de los 

grupos con la variante AA y la variante E en todos los grupos (control, LIEBG y LIEAG) 

excepto en el grupo de cáncer (prueba t de student, p<.05). El grupo control con la variante 

AA es en .promedio 17.9 años más joven que el grupo control con la variante E (referencia). 
anóf1sis de resultados 
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En el grupo de LIEBG Ja diferencia es de 13.2 años en el mismo sentido. La diferencia en 

el grupo de LIEAG también es grande, pero ahora es en sentido inverso, siendo mas joven 

el grupo con Ja variante E que el grupo con Ja variante AA (17.J años de diferencia). En el 

grupo con cáncer Jos promedios de edades son prácticamente iguales (figura 13). 

edad 
DAA •E 

~-------------------~ 

Figura 13-Edades promedio en los grupos de muestras de HPV 16 AA y HPV 16 E 
de acuerdo a Jos datos de Ja tabla 5. 

La diferencia tambié~ fue estad.lstic.a~1ente significati'{a (t~student, p<.05) al comparar la 

::'.:::;:::r~:~~~~·:~t~:~~r;r:.:::;:~·:.: :i:; 
Estas dtferencrns en edades para las ~acte~te~ ccm Ja ya~a~te AA también se aprecia st 

agrup~m~~ 1~~ rnue~tras c.ontrol·Ó~.S7 ~h~~;±.ti~)''~."d~ ~l~BG (29.16 años ± 6.01) por 
,.'':. '., .. -.. ·.:,·__.- . . .. · .· : :·{·"') >:i>\·;.~,:;;:t~,,::t-.-·-f~\:'·'.;:f],~~--

·. un lado, y las muestras de LIEAG_ (55.66 a~os ±,1_5.38) y cáncer (49.42 años± 12.28) por 

el ot~o. Al obtener un promedio para lits!i:i:lades de las.pacientes del grupo control junio con 

él grupo de LÍEBG (34.23 años± 9.19?y'~ci~p~;~Í-lruo con el promedio para las edades del 

~p~ con LIEAG junto con él· grup~· d~ ~~nc.er (50.59 años ± 12.88) se encontró una 

diferencia estadísticamente si&riiífc~ti~a·(prueba t-student, p<.05). 

También se encontró una c.li~erencia significativa en edades entre las pacientes con cáncer 

para HPV 16 sub-variantes AA~c . y AA-a (prueba t de student, p<.05). Las pacientes con 

Ja sub-variante AA-e (37.8 años± 9.36) fueron en promedio 14.3 años más jóvenes que 

TESIS cmv 
FALLA DE ORIGEN 
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las pacientes con AA-a (52.19 años± 11.36) (Tabla 6). Un dato que resalla ésta diferencia 

es que el 0.4 (2 de 5) de las pacientes con cáncer con la sub-variante AA-e son menores de . 

30 años, en tanto que pa.ra el mismo grupo con la sub-variante AA-a sólo el 0.04 (1d.é21) 

son menores de 30 años. La diferencia entre los promedios de edades para AA-e contra E· 

en el gmpo de.cáncer no fue estadísticamente signÍÍlcativa. 

medias (años) + O.E. 
CONTROL AA-a 36.57 9.55 

AA-e 
LIEBG AA-a 29.16 6.01 

AA-e 
LlAG AA-a 55.66 15.36 

AA-e 
CANCER AA-a 52.19 11.36 

AA-e 37.6 9.36 
V-'·· 

Tabla 6. Distribución de t'as s~b~v~;iantes de HPV 16 AA por grupo de estudio y por edades. LIEBG = 
lesiones intraepitelinles de bajo.grado', LIEAG =lesiones intraepiteliales de alto grado, O.E.= desviación 

· · · · · ·estándar. 
. . · .. , ~ .. -. . . 

La diferencia en edades tan;bién fue significativa cuando se compararon las edades de las 

pacientes conla s~b-.~ariante AA-a para el grupo con cáncer (52.19 años± IJ.36) contra 

las pacientes confrCll (38.57 ~ñas ±.9.55) (prueba t de student, p<.05). 

Cuand? se agru'paron 1~~ edades en menores o iguales de 40 años (<=40) y en mayores de 

40 años (>40) .. no ·se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos 

(Tabla 7) (prueba t de student, p<.05). 

AA 
control 
·µremallgnas 
cáncer 
E 
control 
premalignas 
cáncer 

Frecuencia(%) 
<=40 años >40 ai'los 

(n=46) (n=66) 
3 (6.52) 4 (5.66) 
7 (15.21) 5 (7.35) 
7 (15.21) 19 (27.94) 

2 (4.34) 
14 (30.43) 
13 (26.26) 

100% 

4 (5.66) 
10 (14.7) 

26 (36.23) 
100% 

Tabla 7. Distribución de variantes de HPV 16 por grupos de edades y por grupo de estudio. 

onól1sis de resultados 
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FRECUENCIAS DE LAS VARIANTES DE HPV 18 

La variante 1 de HPV 18 fue encontrada en el 14.94% de las muestras de cáncer, siendo la 

variante de HPV 1á.de mayor presencia en éste grupo (figura 14). Esta variante no se 

encontró en lesio.nes premalignas. 

15 

10 

5 

o ~ol 
LIEBG LIEAG cancer 

llilvar1 
•var2 
ORef 

Flgüra 14- Frecuencias(%) de las variantes de llPV 18 por estadio de la mueslra, 
de. ~Cuerdo a los datos de la tabla 5. varl= variante 1, var2= variante2, Ref=referencia. 

La variante referencia de HPV 18 fue la que se encontró en menor número en el grupo de 

cáncer de entie todas las variantes, tanto de HPV 16 como HPV 18, con apenas el 2.2%. De 

entr~· ias ·m~~stras positivas a 1-IPV 18 (tabla 8), la variante 1 fue encontrada más 

frecu~ni~mente en las muestras de cáncer (13 de 20 = 65%), en tanto que la variante 2 se 

encontró en un 25% (5 de 20) y la variante referencia en 10% (2 de 20). En las lesiones 

premalignas el 57% (4 de 7) de las muestras presentaron la variante 2, y la variante 

referencia (3 de 7) el restante 43%. Las 7 muestras positivas a 1-IPV 18 en el grupo control 

no se pudieron clasificar adecuadamente dado que no hubo suficiente material para 

secuenciarlas. 

HPV 18 var 1 
var 2 

ref 

FRECUENCIA(%) 
premalignas cáncer 

(n=7) (n=20) 
o 13 (65) 

4 (57.14) 5 (25) 
3 (42.86) 2 (10) 

Tabla 8. Distribución de las variantes de HPV 18 en muestras con lesiones premalignas y con cáncer; 
var l = variante 1, var 2= variante 2, ref = variante referencia. 
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Al aplicar una prueba de·x 2 se encontró una diferenciá significativa al comparar las lesiones 
- ·. . . ·. ·._ ' ., 

premalignas y con cáncer tanto para var l.ccínio para.var.2 (p<.05). Ninguna de las otras 

comparaciones entre las ~ariantes y los.diÍe;e~tc~ ti~ta'cÍío~füeron si~niÍ.cativa~. 

DIFERENCIAS. DE~~¿gt.~i~1ii~t~:lr~r·~~rr:v,t' · ... · 
No existen diferencias significativas· en lo·referente·a edades'en las muestras con HPV 18. 

· · . : : .. · · ',::;;·_, ... '.i~~:,;: .;,: :,t~~i:.(•,?·, i'~~-.~,~~;)r'¡;f;} .. · ': :~ ;::+i<~'-.'::.~.;,r~·;·~ ¡~~fi·' -,,·;..-.-, ;·.: <:<{; .<:." .·::. :: . ·. ~;,'-
No obstante, al agrupar las; muestraif• (s.iii; incluir' las ~muestras~ control). por. edades en 

> ':. • _.·:.:~· .. ,J;·;.' ~<,:;.,,;,;_;~~-- :~~-~f(--:~'-'~;~ :-.·::/«: ~!,<:·~~-?~·-';.,·,¿:~i.','·:\,:;: '··< ~>- _..· .. -'.':f.'.·._·;·:. __ ''-: ' < ':': 
menores de 40 años (<40) y mayor~~~º iguale1{cle'·40 años . (>=40)°se ·observa· q~e sólo 6 

muestras caen en el gÍlipo d~.'.~~~Js :¡d~ ;¡'(¡°~~~~ (Tabla 9). >De é~t~s. •J el~ 6"p~es~~tan la 

variante 1 (0.5), en tanto que 2d~··6(0~33) presentan la variante de r~f~re~cia ys~lo 't de 6 

la variante 2 (0.16). En ~I iri;~C) ~~mayores o iguales de 40 años, la varia~(~ que ~fui 
prevalece también es var 1, con' 0.45 (9 de 20), el 0.35 para var 2 (7 de 20) y el restante 0.2 

para la variante referencia ( 4 de 20). 

FRECUENCIA(%) 
<40 anos "'"40 anos 

(n"6) (n,,20) 

var 1 3 (50) 9 (45) 
var 2 1 (16.66) 7 (35) 
ref 2 (33.33) 4 (20) 

Tabla 9. Dislribuclón de varlanles de HPY 18 por grupos de edades. 

FRECUENCIAS DE VARIANTES POR TIPOS DE CANCER 

Con respecto al tipo de cáncer. y las va~antes enHPV16 podemos decir que predominó la 

variante·E sobrela v~ri;n,teAA'en.Já~~e~e~id~rÍnoide (62.5% E. 37.5% AA) y en 

adenoescamoso (7L43% ; E;'· 28.57%· '~) .. ''Por él contrario, las muestras con 

adenocarcinomas solo·p~s~nt~ro~ I~ ~~rla~t~ AA (100%) y no se encontró la variante E 

(Tabla 10). 

__ onónsis de resultados __ 



AA 
E 

epldermoldes 
(n=56) 

21 (37.5) 
35 (62.5) 

FRECUENCIA(%) 
adenocarclnomas adenoescamosos 

(n=3) (n=7) 
3 (100) 2 (28.57) 

o 5 (71.43) 

Tabla JO. Frecuencias de las variantes AA y E de llPV 16 en relación al tipo de cáncer. 
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Para HPV 18 también se encontraron algunas diferencias. En cancer cpidermoide y en 

adenocarcinomas se encontró principalmente la vari~nte 1 (61.5% y 75% respectivamente) 

(Tabla 11 ). En adenoescamosos se encontraron igualmente distribuidas las variantes 1 y 

referencia. La variante 2 sólo se encontró en cáncer epidcrmoide, pero no en 

adenocarcinomas ni en adenoescamosos. 

var1 
var2 
ref 

epldermoldes 
(n=13) 

8 (61.5). 
4 (30.7) 
1 (7.8) 

·FRECUENCIA (%) 
adenocarclnomas adenoescarnosos 

(n=4) (n=2) 

3 (75) 1 (50) 
o o 

1 (25) 1 (50) 

Tabla 11. Frecue.nclas de las variantes 1, 2 y referencia de llPV 18 en relación al tipo de cáncer. 

__ anólisis de resultados __ 
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DISCUSION 

Se reconoce que el virus del papiloma humano es un factor importante en el desarrollo del -

cáncer de cérvix. Sin l:mbargÓ; '-al parecer no es del todo suficiente dado que algunas 

lesiones con HPV·s-d/~lto riesgo nunca progresan a cáncer. Por ello se considera que -
,', .,,., ' ... ' . 

ciertas variante~ dci:'C'sío'~-tipos virales podrían ser responsables, en parte, de los diferentes 

comportamÍent~:i bi~IÓ~i~~s; 
'· ' -.: ~·,: : .~· ~ 

' ·_ ~: ... : . :~.'< 

De ahl nubs-Íro:i_~'tbrés:cÍe án~lizar la distribución de HPVs de alto riesgo y sus variantes en 

3 grupos de n;~esif~~:-~il~t~oles si~ lesión, muestras de lesiones precancerosas (de b~Jo y . . . ·-. . . . . ·.' . ''. . . :. ' . ' . . . .- ' ·.· . . . '. \:. 

alto grado)_ y _muestras de :1esiories_ fªn~erosas. En éste último grupo esencialmente se 

analizaron las riíue~traspositivás _a HPV~ _16 y 18 con el fin de deterrninar la distribución de 
,., . . •. ··; '·'· ... 

_variantes de ést_os tiposviralcs: , -_. ' >;:' > 
Para ello ~tili~amós las. técnicas c~~~inadas de PCR y SSCP para hacer una primera 

.. " . ",.;;- . 

identificación de' tip,os' virá_~¿s de ~_PY ~~, ba~e a sus diferentes patrones de migración 
'l ·- ., 

electroforética. La misma téériiCa resultó wlÍil .:pará'identificar tanto variantes de HPV 16 y 

alguna~~;cÍeHPV 18,~ómo ~~ra identi:f.¿~/;~b-v~ri~ntes de HPV 16. 

Po~ otra parte;sabem~s;'q~e-~ffrii~m~n;~ del gen LI que amplificamos por PCR para la 
,.. .· ... _ ... ' ' '<···;· - ,,• - •"·'' - . ··. 

técnica de SSCP no es una región hlpervariable. Por ello, las diferencias entre algunas 

variantes_ de HPV l8 ~~'se '~precian ~n éste segmento de gen. Para poder tipificar tales 

variantes, se uÚlizÓ I~' técnica de secuenciación directa de un producto del gen E6. Esta 

técnica a la vez ayudó a' confi~iar algunos resultados dudosos obtenidos por PCR~SSCP: -• 
Es importante resaltar que, al igual que lo reportado para CaCU, el HPV 16 t~mbién f~e el 

mas frecuente en muestras control y de lesiones premalignas (tablas 3 y 4). 

De las muestras de cáncer de cérvix analizadas positivas a HPV 16 (n=67), se encontró que 

el mayor porcentaje contenía la variante Europea, con un 59.7 % de las muestras. La 

variante AA se encontró en el restante 40.3%. Este porcentaje para la variante AA es 

diferente al reporta.do para otras regiones del mundo. En un estudio llevado a cabo a nivel 

mundial (Yamada el al, 1997) el mayor porcentaje para ésta variante se reportó para Centro 

y Sudamérica con un 20%. Hildesheim y su grupo encontraron un porcentaje (43.7%) 
discusión 
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parecido al nuestro para muestras de cáncer de cérvix con variantes de HPV 16 en mujeres 

en Costa Rica, pero el dato no es exclusivo para v~riant~s.AA; sino.· para variantes no 

Europeas (Hildesheim et al, 2001). 

Berumen reporta un porcentaje similar ·:a¡.· de nuestro estudio para la variante AA en 

muestras de cáncer en mujeres mexic~~~s (4s.7%)(Bérumen et al, 2001). Sin embargo, en 

su estudio la mitad de éste p¡;rd~~tajá2o~~42) ~~~resenta a la sub-v~riante AA-e y la otra 

mitad (22 de 42) a la súb~~~~~~t~AA:a'.'En nuest~o caso, la sub-variante AA-e contribuye 
• ·_, j 

sólo en una mlnimá proporción (5 ílé' 27); mientras que la sub-variante AA-a está presente 

en la mayor propo~cióii"(22~~27). CorÍlo y~ hemos mencionado antes, se piensa que la 

Jlrevalen~ia de 
0

ciert~s,v'ari;~i~~:es ~rectada por locaciones geográficas y por el origen 

étnico de~·· l~s' pnci~~t~;> E'Sl'o ''podrla explicar las diferencias de nuestros resultados 

comp~r~d¡;{ iii>~ · 16'~·. ¿.j~o'nirhdo~ por Berumen, pues aunque en ambos estudios se 

analizaro~ ~~~~;riii cié ~ujeres de una población mexicana, éstas provienen de lugares 
.-:-{·.· ',;.•,. ·,·'··'·-··· .. ''., . 

'diforentes/Las ínllésira5 '«m el análisis de Berumen provienen de mujeres residentes en la 

ciudad de,Mé~l~~#ci~ ~Í°me~os .¡ año y que además fueron canalizadas desde unidades de 

ni~~ici~~ r~'íniliar d~i rr...fss 0

de la misma área. Las muestras de nuestro estudio tienen un 

origen más'_he!~rogé11eo, ya que las pacientes son canalizadas al Instituto Nacional de 

Caiicerolog!á ·ciesde ;diferentes lugares en todo el país. Esto deja abierta la posibilidad de 
'. ·'· ···.··.•· . 

• que las pacientes tengan ongen étnico diferente, además de que muy probablemente han 

estado sometidas a factores ambientales también diferentes. 
. . . 

El porcentaje que encontramos para ambas sub-variantes (AA-a y AA-e) es mayor que el 

. encontrado en otras regiones del mundo. Para AA-a encontramos 32.8% en nuestro estudio 

conira' 14.8% reportado en Cc:ntro y Sudamérica, 12% en Europa, 5.7% en el sureste de 

Asia y 0% en las otras regiones. Para AA-e encontramos 7.4% en nuestro estudio contra 

4.4% para Centro y Sudamérica, 2% para Europa y 0% para las otras regiones (datos 

tomados de Yamada et al, 1997). Se ha sugerido (Berumen al al, 2001) que ésta mayor 

prevalencia de la variante AA en México, comparada con regiones de Centro y Sudamérica, 

puede deberse también a diferencias en los antecedentes genéticos, además de los étnicos, 

ya que México posee una mayor proporción de individuos con ancestros indio-americanos 

y una menor proporción de ancestros españoles. 

discusión 
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Con respecl_o a la variante Europea, el 59. 7% encontrado.· en nuestro estudio es 

parecido al 54.4% encontrado· por Benlmen' (Berun1en ·el ni, 2001 ).· Esto podr!a 

indicamos que la yari~nteEurop~a ~ued6 esl~r ~~,ri~cesm:Ís hrin1~géneai11enle distribuida 

:::~1~~~~~¡~~~~1:~;~~Ziºlr;;~tr~~~~:;,;~~::':,: 
lr~nscurr~ enlre la infección' inidal co.~ é~lavarianle y el desarrollo de cáncer es muy corto . 

. ÁI,Ílo'i~1e~~~(~;~it.;,~~~I~~~c~;5:1'·'.~f~~~de q~é ?A (~ de 5) -~~ l~s muestras de cáncer que 

. encontramo~ c~n ~sta'vari~nt.efueron tomadas de mujeres "'.enores de 30 años, una de ellas 

co~ di'~gn¿~~,i~~··~Ji·¿¿~~~r'aden~escnmoso, uno de los tip~s de cáncer considerado más 

agi~si~~: T~;¡~·,1~;;/;-i;Ü~~t~as f~eron de mujeres jóvene~, menores de 47 años. Todo esto 
: ., :·, .-- :.:.'. -~-"' -~-·,;;:;·:::·:.-~·:t\-'\-\;.'.' -· ·: . 

·apoya lo ~ncon.trado en otros estudios en el sentido de que es una de las sub-variantes más 

on~ogénic~.-~~~orde~os que Xi et al, (1997, 1998), demostraron un incremento en la 

te~dcn~lá <;t¿· 1~··p~ogresión en infeccion~s con variantes no prototipo como la AA-e. 

Klinlme?·é'i'·~C:'c2000), encontraron un incremento en la actividad del promotor p97 3.3 

.. vi~es m~yofen ensayos con Ja variante AA-e comparados con la variante E. Este promotor 

p97·en el ~~tremo proximal de E6 regula .la ;ranscripción de genes virales, especialmente 

E6 ~ E!7.Veress et al, (1999), también e2coni,raro.n ~n. incremento en la actividad de p97 en 

· variantes AA-e. Todos éstos datos s~gie~~n q~e Ía sub-variante AA-e tiene una mayor 
''· :. ,, · .. : ··-~ ~:·:,<tf~:'..:.z:>:_r:}J" ... 

·.agresividad. .. ·. ·•ce:,.-,. ;,·r.· .. ;.::, . ·· .. 

· ::;.::~~~~z~t~~~11mt~;;=;=;.:;::: =:::. 
En tá gráflca de ba;.;.iis de la figura 11 poél~¡.;;c,~ observar comportamientos diferentes para 

las vari~~tes ~ y AA d~HPV 16 asociado~al estadio de las lesiones. El porcentaje de 

· lesi()nes ·de alto grado (LIEAG) infectadas con ·la variante AA (porcentaje debido 

cxc.lusivamentc a AA-a, pues no hay AA-e) es menor que el porcentaje de las lesiones de 

bajo grado (LIEBG) infectadas con la misma variante. El comportamiento es opuesto para 

la variante E, con un porcentaje alto en las lesiones de alto grado y menor en las lesiones de 
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bajo grado. ¿Podrfamos pensar entonces que· la· lesión de bajo grado tiene mayor 

oportunidad de· regresión y no pasar. u una lesión de alto grádo si está• infectada con la 

variante AA (sub~v;riant~ AÁ~á) qúe sl I~ está c~n la Jarian;c E? Por ~I contrario, en la 
,. ; .. '«" .• ' . . ' - ' .. - , .••. . . 

misma gráfica se obsérv~ que el porcentaje de muestras inféi:tadas éon la variante AA es 
_. · .. · ';-"·:·•.; .•.... _, . . . . . i"' . '. - ., 

mayor en mÚesfras con c~nceÍ' (incremento debido a la presencia de AÁ-c además de AA-a) 

que en iñ~e~ti~s\~~·~·I~~i~ri~s de alto grado, y nuevamente ~(~o~po~~mi.ento para la 

varianie ·t~~~~~~~;¿;;Aquí pareciera entonces que en el paso de una lesión éle alto grado 
. ' ' . - . '' - '. ' . ' ;./: " ~ .~·- ·i:. . ' ._ .. - . - . 

(LIEAG} á'cáriC:er quien tiene mayor oportunidad de regresión y no pasar ª· una lesión de 

. cáncer):s l~: i~~i6'~ ~e alto grado infectada con la variante E y no la lesión· de alto grado 

' irifect~cÍ~ cori:la ~arl~nte AA. Este comportamiento más agresivo se podría explicar por la 

>preseri~i';i'dela.sUb~vanante AA-e en las lesiones de cáncer. 
!";> C;_. ·.·,,t• :~ ,· • '.,.;· . . • • 

Es,importaiíle'rríencionar que la gráfica no refleja un seguimiento de las lesiones de las 
. ..,_,;>, . - ,.:,;t•, 

pacientes'd1{Ún estadio al otro, por lo que la interpretación de sus comportamientos no es 

· ' Hilcle~J{i%i'fk~~u·'gl"llpcl(2001) también analizaron muestras con diferentes grados de lesión, 

· ,.aun~¿e )~'Js'f~arl~nt~~ . no Europeas no pertenecen a AA. Si analizamos sus datos para 
• _, , - : .• _,. '•""·- .• ~- - • ·e_ • .· - • ' ... 

lesiÓnes·.·d,e'~lto'gr~do (HSIL) con relación a lesiones con cáncer,·pÓdeJtiosobservar un 

· .• colllp~rta;n'i~·n·t~•si~ilar al de nuestro estudio. En sus datos la .rrecef~nci~·~~ia' rnuestras con 

varlantes'.E~~~pea~ (European + European-like) se •. reduce. d~Í ~6.i;;.':~nclesi~~es de alto 

gr;;{~ .. aI 56:3%. en ~mestras de cáncer, en . tanto qu~·itf.5:~~~~~l~~K~&:'~~r~peas (Non-
Európean) tienen una tendencia inversa, aumentando'deU4.3%.·.enJesiones' de alto grado al 
, -> / : > .;:.-.~<~«,/ : .... '..-, .-- .: ·~. - .. -, · \.i_': :·_: .. ;;I-:< ,. ·.;~>~:/<:¡·~~:.e:'.'.~· ~-~,?.fr5?-~f;\'~,:,;,::~i~~·:\<. ; . -

43. 7% en, muestras de cáncer .. No podemos· saber 'con ':exactitud.Ho::que. encontraron en 
-. , -:<- __ .~·.:.~ •. _ -·.:::.::: ...... ·~<-. :. ·.'. <: · _· ;·¡:0

_ .-. • • • - :; • ··:;.'·.·<·~--·.::·>' ."~':2 ·t;~·: .~:~-:r: :.<rA'.J?i-;~~~.s~:-~7;.·;~,;~~~\< .. _: . . 
muestras, .. control Y. lesiones. de b.ajo grado (LSIL); puestó que ambas las agruparon dentro 

; ¡ ,· • ,. - . 

del grllp.O..t~~~º~2t :?~·. Sr ,'.~·-· 
Las ~dades p;~m~~ici'<l~;Í~~;'~fr~~entes grupos de muestras positivas a HPV 16 también nos 

proporcionan · Ínf~fi-ii~éiÓ~·;• l~t'er~sante. Podemos observar que la variante AA es capaz 

de infectar mujéresjóv~ri~~,-~ás frecuentemente de lo que lo hace la variante Europea 

dado que ya encóntramos lesiones, aunque de bajo grado, en mujeres con 

edades menores . de 30 años asociadas a ésta variante. En muestras de mujeres 
discusión 
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control positivas a la variante AA, el promedio de edad que encontramos (38.57 años ± 
9.55) es parecido al encontrado por' Berumen (34.5 ± 12:0) (8cru.:ncn at a1.:2ooi ). E~ta. 

•• V ,.• • • • , •• _ • " • ' ,,. '• • '•' '' 

capacidad de inrcci:ión ie1i1pra11a pocir1a;apoyar 1a tesis de su maycir agresividad. siri 

embarg~. ·.la edad·p~o~1cdi6 ~arn el \grup~ con lc~ioncs de nito grado (LIEAG) con• la 

variante AA es alúi con1~a';~él~ cori )~' d~ lesi~nc~ de bajo grado para la mlsma varlante. 
' .:. ,.,_ ,• " .. ' : . ' -•;··¡l' -~· "·· : " ',.' •' . . ' -

Quizá hÚya un' lapso considerable dé años entre el paso de una lesión de bajo grado a una 

de alto graclo en pre~:~6ia>~e I~ v~Í"iantc AA, lo que podría dar mas oportunidad a una 

regresión de laI'~sión é~ éste pe~fodo. En el grupo con cáncer y la misma variante AA el 

promedio que .enco~tra~os ~s también parecido al encontrado por Berumen y su grupo. Sin 

embargo, nosotros no encontramos diferencia significativa en los promedios de edades para 

las variantes AA y E en el 'grupo de cáncer. De hecho, las edades fueron muy semejantes. 

Sin embargo; é.i pro~edi~d·e edad para cáncer con la variante AA-e es mucho menor que el 

de la variante AA-a: 
Para la v~rianté E los pronÍ6dios de edades nos indican que la infección inicial con ésta - .··. ·' ,\_ .,_.,,,. 

variante de HP'J: l G se _da ·en' mujeres menos jóvenes comparando los grupos c~n la 

variant~ AA ~~~tr~iy écm :·Íe~iones de bajo grado. En éste sentido, ésta van.~~t~,'.pa~ece 
menos agresiva que la' AA; La edad promedio para el grupo control con la v~riani~'E, (56.S 

años) es in¿lüsÓ'~1a;orque la reportada por Berumen (47.2 años)... . <i:?ii~;; :·. , •' 
Por airo lado, enconiramos una asociación exclusiva. de ~~ .:~~p~ríi:PAA' (AJ\~a 
específicamente) con adenocarcinomas, que es un cáncer conj)r~nóstico'rel~tivo pobre. 

Esta misma asóéiación fue. encontrada en· el• trab~jo ~ealiBdo¡·,~~~~i~riiri;e~;:En ~áncer 
epidermoide, co,nsiderado co~o ú "?ejor pronósti~o ~~latlv~~1fJ~ri~~te q~c prevalece es, 
1a E. . · · . · ¡: .:~,; ' i~ ·• · ·· · · · 

La asociación de la ~ari~~te AAc~~ ni'ujeresfoJ~ries (AA-a en casos control y de lesiones 

de baj~ .. ~rado, AA-~ 'en ~{g;i¡~f; ¿~~~K~¿~;) ·y% asociación con adenocarcinomas, parece 

sugeriruna,~a~~r a;esi'vi1:ci'd·~·1a\~~~~e AA sobre la variante E. Los datos sugieren 

.-··:~}1:i~:~i!?ª~~tA~r~C5~ff itf~!:;iv:1; ~:~:.61;es~::c:;:~:::c~~~:::~ ~: e::::; 

agresivl·d;d-d~.AAp~di~¡:~ ~gtJdizarse en ciertas etapas de la infección, como es el paso de 

una lesión de ait~ gr~do ~ cá~6er. 
discusión 
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Varios estudios previos señalan a la hipótesis de la mayor oncogenicidad de AA: Berumen 

y su grupo (2001) afirman que hay una fuerte asociación de la variante AA con mujeres 

jóvenes y con adenocarcinomas, además de asÓciarlas con un riesgo mayor de desarrollo de 

cáncer cervical; Stoppler y su grupo concluyen que la proteína· E6 de la variante AA-a 

estimula la degradación de p53 mejor de lo que lo· hace la misma proteína de la variante E 

(Stoppler et al, 1996); Casas el al, ( 1999), sugieren que las variantes AA replican mejor que 

las variantes E, pues el mimero de copias de AA por célula es mayor que el de E; Lizano et 

al, ( 1997), observaron que en carcinomas. de células escamosas la variante AA estuvo 
"··'····.-

presente sólo en un grupo de muestras de mújeres de 28 a 40 años de edad, mientras que la 

E estuvo presente en una alta proporcióÍI en ~l ~.:Upo de 40 a 55 años .. 
, ... · 

El mayor porcentaje de muestras con .·cáncer HPV 16 positivas (84.8%) presentó cáncer 

epidermoide, lo que confirma lo encont:;ado 'p;r· Bosch en el sentido de que HPV 16 se . . 

asocia predominantemente con éste tipo de.·.cán.cer(Bosch et al, 1995). En ése mismo 

trabajo se menciona que HPV 18 se asocia predominantemente con adenocarcinomas y 

cáncer adenoescamoso. Nosotros encontramos el 31.5% de las muestras con cáncer 

positivas a HPV 18 asociadas a éstos tipos histológicos, porcentaje que ciertamente es 

mayor que el encontrado en HPV 16. 

La variante 2 de HPV 18 se encontró exclusivamente en ·cáncer epidermoide, que es 

también lo que encontraron Lizano y su grupo (1997). Esto apÓya la idea de que ésta 

variante se asocia con un comportamiento menos agresivo, p~~s re:corde~~s que éste.tipo 

de cáncer tiene un mejor pronóstico relativo. Hecht ta~bién' sugi~re:1a·existencia de un 

subtipo de HPV 18 con menor agresividad, pues lo encuentraexclusi~ámC'rite en lesiones 

premalignas y no en cáncer (Hecht el al, 1995). Esta v~rlante :2·t·a~bléÍl
0

l~·:eÍlcÓntramos en 
, .,, ,. ··,'.: ,•. -

lesiones premalignas. pero su menor agresividad parece reflejaraé también .en el hecho de 

que su presem:ia ~s menor en lesiones de alto grado respecto a las de .baj~ grado y todavía 

menor en las lesiones de cáncer (fig. 14). Cabe mencionar que en el grupo control 

encontramos un mayor porcentaje de muestras positivas a HPV 18 (20%) en relación al 

grupo de cáncer (15%). Esta disminución podría explicarse si las muestras en el grupo 

control que contuvieran la variante 2 no progresaran hacia una lesión y no contribuyeran 

entonces al porcentaje del grupo de cáncer. 

dtseusión 
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La variante referencia de .HPV .18 también se éncuentra en porcentajes bajos, siendo la 

variante con menos representación en lesiolles dé cáncer; tanto de HPV 16 como de HPV 

18. 

En el otro exfrem~, cncont.:Smos 1a·;iírianíe:{de':H~_\Í1tll en la mayoría de las muestras de 
-: . ·.e,: - ,.e~·,.'.~.¡.-:.:· .... - ,·_ .: · .. '~ ;'.::, ~.~'.f-<: .. ,:. :-" i"¡\" __ ,,_.;-·<;·.~~ f·_ ... •. {;'.,";·, \;;.;_ 

cáncer .• HPV 18 positivas i: (13 d~ 20)Y,.:~no 1á 0 :~ncontram_os en lesiones premalignas. Los 

trabaj~s de B~s2hHc~~sl~a~.·ft~~1::·,~iB,~'·;k,~~~;g~H~h~~Kurman et al, 1988) señalan una 

ausencia d~ HP'{) s'en l~sion~~ pr~C:~ñ-cerósas'plante~ndo que, de todos los HPVs, el 

l~:~~~~J~~~tf j~lf:~~~~~f ~~;;~~~~iª~~~ 
positivas a ~p~ :¡·g- ~;ÍAit ÍÜ~e~t~~~~:~ci~:·~~t~ ~~ri~~te, lo que contribuye a considerarla más 

-. , .. ,.,, i ,:_:.·_:> · .. · .. :.- ;<:." t .. ¡ , 

agresiva.' : ;: ·· : :.;·' : • • 
~:.: _:> - ' ':-' -! ~. ~-· -

«:.·; '"' --~ \·, _,_· 

Aunque >no. son •ccinCl~yenÍes,' nÜesfros. datos sugieren que existen diferencias en el 

potenci~I oncogé~i~Ó:¿~ir~~a~;riÍ~~-d~ HPVs. El análisis de un mayor número de casos 

debe a~ojai;'.~e~~lt~d~s rJás ~onflables y estadísticamente importantes para apoyar la 

hipótesis. El .:r;edlr I~ [;~éu~~ci~ de variantes es importante, pero la verdad acerca del riesgo 

au~entado dc'·cie~a~:\,~ri;_;iites se obtendrá mediante el seguimiento de pacientes con 

lesiones pre~~lign~s.':.Es '~~icinces cuando podremos pensar en el diseño de vacunas · 

dirigida~a-~n~-p~bl~~lóri:d.eterminada. Por el momento no seria indicado un tratamiento 

prematuro. 

Aún existe mucho trnbajo por hacer para encontrar resultados definitivos y así poder dirigir 

los esfuerzos hacia la solución del problema de una manera más certera. 
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CONCLUSIONES 

El método de PCR-SSCP es útil para detectar variantes e incluso sub-vari~ntesde HPV . 

No obstante, 'el ~1étodo de secuenciación sigue siendo r~IÍétarÍi~ntár ·en. casos 

especifico~· déi~d.~ '. los, oligonucleótidos utilizados no· p~~i~;~rdciis~~~ir algunas 
variantes. ,.,. ·/,- - '.. .- . ., .:i ... : .:-.:;·:-.,~:-:>Y "',r·. ,:,:/(-

1 
: • , 

L ... ~~;·1k~f ;~~"·f '.'.,'~·":,G ~:j:~;r ,~,~~r1~J¡~~1¡~;1~·~· 
La sub-,vanante;:AA:c·de HPYn6 mfecta;mUJeresJóvenes·: yjse_;asoc_ta eón cáncer 

~;~rilif I : ,, - . ···~;;¡:~~:~ •• :" .,, 
La variante .1 de HPVd 8 también lá enccintra 

. ·. ' <"'. ';f~{!:'.l~~~é:i'.%J;~> ~~t~:)i';!~;~, . ·1;,; :;-, ':;; ·.: ;. ·,,, ' •' ' ' 
AA de HPv.· 16J(especialmente;,-AA:c ,;.y;;,var;: ,;de~HP,\f,' 18 ,muestran tener un 

····'' ' .,:::~:-:;·.-.;~_,__'.,:~>~:.,:;'.;,,:;.- :~;,~N·-~: -,_(,?:.~1 ~ :-".'::.;~{~?::&:;.r:~'/::'¿'i<s·.;>~J:y;;:_;_'·i,'.3~.:?·:i_~- -. ~-~-/~> .. > ;.~::--: ·.:: '~·--> -- -_:. "·- -~ · ·:: ~ 
comportárriiento ·más'agre"sivo 'í¡ue stis'í-esp_ectivos'áisliídos de refeí-éncia. · 

- : (\:_:~~, -:.;~;;;~:~z::~/ ~~~·:{~;)~':;;./ i~ji:.~>;'i*~~:~-~J{?~\~~~~\~~;:.,· ~. · · · ... , ·. _. · . . ~ : · ~· ::·~ ,'. .·: . 
. . __ ·· .• •· ••. _··-•· > ·· .. ··· /._ _ ·• _ cuente -'en lesiones premalignas que en_ cáncer 

~I:?.~:~~~~~{~f ~~:~1t:~3~¿~1~~tr::. 
La presencia de-~i~~~~-~1~~ni~~·yiub~variantes en lesiones premálignas pL~a,llegar a 

·. .: · _ _.:; '. :; .:~;,;,·P:;,?:~,:.'.c;·~·;:~·.t~!~·,· ... ·.'>>; , ·:. ,. . . . . · ·.'. ' >< · , . .:. '· ~· · <:>. . . 

ser un indicador 'pronóstico 'de la lesión: ·<' :• ··· 
. - _:·: .... :>·: J··-~_=:~:_:.,:··~?:J~A\t;¡~· .. , '·.:~\.:~" .. ::;;. 

=~::t.t.!~t'ª~~~~~f~~ri;~~~;!ti:'::::~:~::,:"·"~' 
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