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RESUMEN

El cancer cervico tterino (CaCU) constituye la primera causa de mortalidad por ncoplasias
entre las mujeres mexicanas. Aun cuando son varios los factores asociados al desarrollo del
CaCU, ecstudios cepidemiolégicos sepalan al virus del papiloma humano ¢(HPV) como el
principal agente ctiolégico.

Se conocen mas de 36 tipos diferentes de HPVs que infectan cf tracto genital, pero el HPV
16 es el tipo mas frecuentemente encontrado en cincer de cérvix, aparcciendo en 50% de
los casos, en tanto que el HPV 18 aparece en 10% a 20% dec los casos. Estudios en distintas
partes del mundo han mostrado la existencia de variantes moleculares de los HPV 16y 18
que probablemente difieren en sus propicdades bioldgicas y bioquimicas. Se piensa que
dichas variantes poseen diferentes grados de patogenicidad, provocando una infeccién
persistente o la progresion hacia una enfermedad cervical invasiva. Creemos que conocer la
prevalencia de variantes de HPV en muestras tanto de CaCU como de lesioncs premalignas
del cérvix en la poblacién mexicana aportard informacion muy valiosa acerca de las
posibles diferencias en el comportamiento biolégico entre variantes. Esto podria arrojar
datos que permitan distinguir a las pacientes con mayor riesgo a desarrollar cancer 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 HPV 18 en biopsias
de CaCU de mujeres mexicanas positivas a éstos virus asi.como en muestras de lesiones
premalignas y en tejido cervical de mujeres sanas. De ésta manera se intenta establecer
alguna asociacién entre las variantes encontradas y los difcrentes aspectos clinico-
patoldgicos que ayude a determinar posibles diferencias en su potencial oncogénico.

Para ello analizamos un grupo de muestras de cancer 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 secuenciaciéon 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 variantc AA de HPV 16, especialmente la sub-variante AA-c,
parccen tencr un comportamicnto mas agresivo, asociado a cancer invasor incluso en
mujeres jévenes. También podemos decir que el comportamiento biolégico de la variante
AA de HPV 16 podria inducir un progreso mas rapido de una lesién premaligna a cincer.
Por otro lado, la variante 2 de HPV 18 parece menos agresiva pues se asocia con tumores
epidermoides, que tienen un mcjor prondstico relativo que los tumores de otros tipos
histolégicos. Todo ello nos hace pensar que la presencia de ciertas variantes y sub-variantes
en lesiones premalignas podria llegar a ser un indicador prondstico de la lesién.

El analisis de un mayor nimero dc muestras, y que incluya cl seguimiento dc pacientes,
ayudara a definir con certeza a las variantes virales de mayor riesgo oncogénico.

resumen




INTRODUCCION

CANCER: UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

El cincer es una de las causas de mortalidad mas impdrtantes, especialmente en las

naclones lecnoléglcamente desarrolladas. La Organizacién Mundial de la Salud estima que

esta enfen ucc anualmente 6 mnllones de muerles en el mundo. En México sc

'cstxma que mcxlcanos en algun momento de su vida tendrdn alguna forma de
céncer y. Tdec orird por ésta causa. La informacién disponible para nuestro pais
: ponﬁﬁn total ‘de . pacientes con neoplasias malignas ha aumentado

: : ‘sxgmf canvamente En 1992 la tasa de mortalidad general por cancer fue de 14.2 por cada

7100 000 h.abltame‘ pa en 1994 habla aumentado a 40 por cada 100 000 habitantes. En 1994

: ;vocupé el 20 lugar como causa de mortalidad general y generé 11.1% del total de muertes
: ocumdas en ése aflo (44 423). En ése mismo afio se notificé un total de 62 725 casos
ntievos de neop]asnas malignas con predominio en el sexo femenino (64.7%). Los primeros
) lugares seglin la topografia, sin importar el sexo, fueron: cuello dcl tutero (23.2%), mama
(10.2%), préstata (4.9%) y estomago (3.7%) (Herrera et al., 1999)

CANCER D'E‘ CERVIX
EI cincer cérvico-uterino (CaCuU) es un pr iib ca en Meéxico. Es la
primera causa de muerte por c{\ncer en I a '2‘horas muere una
- enferma a causa de ésta ncoplasm La n
S csludno citolégico ccrvxcovag,lkal
,ocupa cl 20 lugar en frccuencm en
"7500 000 nuevos casos, de los cuales
. (Alonso ct al 2000) Casn 200 ) 3
S con el Regxstro Hlstopalologlco de las Neoblasnas, en Mexlco en 1995 se diagnosticaron 15
e 749 casos, los cuales c{onsmuygnZl% de 73 299 casos nuevos de neoplasias malignas
en general. - Enel caso gispe’éiﬁcb “de las mujeres, el CaCU representé 33.2% de 47 456
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casos nuevos, cifra que es el doble de la frecuencia del cancer dc mama, ¢l cual se ubica en
cl 20, lugar, En EU ésta neoplasia ocupa el Go. lugar, o sea 9% de la prevalencia en general.
La notable diferencia es resultado de la nmpha dlspomblhdad y éxito de los programas de
_deteccién con cltologin cervncovagmal que “han onlnbmdo a la disminucién de la
a]é ‘et al., 1999). En México, cl

. cancer de cérvnx ocupa el 4o. lugar como causn de muerte en general en la poblacién de

mcndencm ‘de cancer invasor en los ulumo s

. mu_|eres entre 35 y 45 afios de edad (Alonso ctal, 2000)

' HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE CERVIX
‘ Actualmente se tiene un profundo conocimiento de la hlstona natural de la enfermedad,
" 'conaciéndose desde los cambios incipientes de una célula normal hasta su completa
: trah;foﬁﬁacidn en célula cancerosa, pasando por las dif‘erénles etapas de transformacién de
:v épilelid normal a metaplésico a displasia leve, moderada y grave, a cancer microinvasor y
“finalmente invasor. E! céncer del cuello uterino se presema en la zona resultante de la
kuniéh de 2 epitelvios: el vaginal y el enddi:eri'iéal Esta zona se conoce como zona de
transformacién. La mayor parte de los mvesugadores estd dc acuerdo que el cambio a
o celulas premalignas y mahgnas sucede alo largo de varios afios. En promedio, la

ltu es de 5 ailos y el cambio de un cancer

transformacién de un epneho nomml a c{mcer

in situ a invasor en promedxo es de7 aﬂos (Alcalé et al 1999).

LESIONES PREINVASORAS

La progr de las Iesxoncs preinvasoras de cuello ulermo 1mpllca una serie secuencial de

"camblos epllellales que pueden evolucionar desde eventos fisiolégicos, como la metaplasia

cscamosa, hnsta cambios displasicos que finalmente se encaminan hacia el desarrollo de

’ cancer cervxcal No obstante, es importante sefialar que la progresion de la enfermedad

,'puede revemrse ya sea de mancra espontinea o por medio del tratamiento oportuno de las

: lesnones detecladas tempranamente. Se estima que aproximadamente 5 a 15% de las
: dlsplasms graves progresan a cancer invasor dentro de un periodo de 3 aiios, mientras que
de, las, ‘neoplasias intraepiteliales leves sélo 1% progresa a ciancer invasor. La mayor

frecuencia’ de ncoplasias intraepiteliales cervicales ocurrc en mujeres entre 20 y 34 afios
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decdad, en  contraste .con la del - cancer mv.lsor cuyo plco sc rcpona cn mu_|ercs de45a
50 afios. Esta dnfcrcncla entre los picos se atrlbuyc al pcnodo de lalcncla emrc cl inicio de -

los camblos epuehales yel desarrollo de cnnccr cerv:cal invasor (HmOJosa el al 1999).

Todos los &rados dc dis on esnones premvnsoras que se’ llmltan al. cplleho

escamoso sm rcbas r l basa El conceplo de “displasia cervical” comprende

_una sene de camblos [ es morfoléglcos que incluyen: atipia celular con nticleos

. _hlpercroméucos, aumenlo ! mdlce de rcluc:on niicleo:citoplasma e incremento del indice

: ‘ 'mlléucd La presencm ‘de éslos cambxos en el tercio inferior, tercio medio o en el espesor
. completo del epneho pavxmentoso, da Iugar a displasia leve, moderada o grave
‘respectivamente. Tanto la displasia gravé como el carcinoma in situ implican el reemplazo
total del espesor del epitelio ‘con' células indiferenciadas. El término Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) se kintrod'ujo en 1970 para clasificar las lesiones en grados.
Asi, NIC I, NIC Il y NIC 1II equnvalen a dxsplasnas leve, moderada y grave respectivamente
(Hinojosa et al., 1999).

En 1988 se propuso el Sistgnja_dé “clasificacién “Bethesda” para lograr una mejor

correlacién con el pronéstico y la terapéutica y es ampliamente utilizado en la actualidad
sobre todo en EU. Este sistema toma en cuenta ademas las alteraciones citol6gicas causadas

por la infeccion del virus del papiloma humano:

‘ Lesion intraepitelial escamosa de bajo grade (LIEBG). Incluyce tanto cambios cclulares
_ vinculados con la infeccién por HPV como displasia leve (NIC I).

Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG). Incluye tanto la displasia
moderada (NIC 1) como la displasia grave (NIC II).

Células escamosas atipicas de significado indeterminado. Comprenden la descripcién de
células que no son claramente displasicas 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 cincer de cérvix es de 3 tipos:

infroduccion




» - cpidermoide o escamoso -

' adenocarcinoma

e mixto o adenoescamoso o
Muchos autores consideran éste Gltimo dentro de los adenocarcinomas. Existen ademds
otras variedades histolégicas menos frecuentes.

El carcinoma cpidermoide o de células escamosas constituye 80 a 85% de los casos.
Puede ser queratinizante o no queratinizante, de células pequefias o grandes y puede
mostrar diferentes grados de diferenciacion,

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, adenoideoquistico, adenoma maligno y adenoescamoso (Alcala et al., 1999).

Siendo muchas las causas que se asocian al desarrollo de CaCU, de acuerdo a estudios
epidemioldgicos un agente infeccioso parece ser el factor de riesgo mas importante: el
virus del papiloma humano o papilomavirus (HPV). En la mayoria de los carcinomas
cervicales se han encontrado genomas de tipos especificos 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).

PAPILOMAVIRUS

‘Los pnpllomavmls son un_grupo helcrogcnco de pequeﬁos Vlrus de ADN que inducen
tumores epiteliales o fbroepnehalcs de la piel o mucosa de veriebrados supcriores. Estos
tumores, {lamados papllomns son generalmeme bemgnosy delmmado crecimiento. Sin

v embargo, ciertos mlembros de a famlha mducen tumores que pueden progresar a

" carcinomas epltellales mahgnos, generalmente después de un largo perfodo de latencia.

Los papllomavnrus‘ forman un género de la familia Papovaviridae y son particulas

: |cosaedr|cas de dlamelro aproxnmado alos 55nm, Poseen una molécula de ADN circular de

introduccion



doble hebra, con un lamaﬁo promcdlo de 7. 8 kbp Su clas:l’camén se ban en el tipo de

. hucspcd yen smulllud del ADN ;
Los dlfcrcnlcs upos de papllomawrus cxlnbcn un rango rcstnngldo de hospederos, pero

todos son es(nclamente epneho(réf cos. Hasta “ahora se han reportado mas de 70 tipos

‘kdlsuntos dc papllomawrus huma os (Human Paplllomawms HPV). Si bien presentan

m lran mmblén una fuerte especificidad por los epitelios que

eslrucluras slmxlares,
~infectan 'y el tlpo de lesxones que producen. Basados en su asociacion con tumores
iv,mvasores lesiones precursoras de alto grado o proliferaciones cpiteliales benignas, los
“HPV se han clasificado en 2 categorias de riesgo oncogénico: dc alto y bajo riesgo
(Schiffman et al., 1993; Stoler et al., 1992). La definicién original para incluir HPVs como
de alto ricsgo se basaba inicialmente en su frecuente presencia en canceres cervicales y
anogenitales (zur Hausen H., 1986). Posterionm_mte. otros hallazgos permitieron hacer mas
clara la distincién entre virus de alto y bajo rieng‘ los HPVs de alto riesgo eran capaces de

inmortalizar keratinocitos humanos (Dilrsl et al,, 1987; Pirisi et al., 1987) mientras que los

de bajo riesgo no lo hac:an' oncoprotefnas de HPVs de alto riesgo se unen a pRB y p53, en
contraste con ' las oncoprotcma de HPVs dc bajo nesgo (Werness et al., 1990; Dyson et al.,
1989), la mduccnon de berrncl cromosomlcns como consecuencm de la intervencién

los m amsmos dc comrol del c1clo celular

menos 10 gloncs polencnales de codlf'cacnon de proteinas llamadas Marcos Abiertos de
Lcclura (ORF por sus SIglas en mgles), todas ellas en la misma hebra de ADN. La otra
‘ g khebra de ADN contlene solamente ORFs no conservados y se asume que no es codificante,
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Los genomas de Ios papnlomavnrus pucdcn ser dlvuhdos en 3. regiones: 2 regiones
codificantes separadas ‘ por una“ reg,lén no: . codificante de 0.4 — 1.0 kb. La region

lemprana E (Early) conuene los ge es tempranos El E7 (El -E8 en algunos papilomavirus

; 1990), que poseen informacion necesaria para

; La reglén tardfa L (Late) contiene los genes

L] y L2, que codlf can: p ara proteinas slructurales del virus (zur Hausen H., 1996). La

e E6 y exhibe rasgos caracteristicos como

g nes transformames de los HPVs lo consmuycn E6 y E7. Estudios

encs : elulares como prerequisito para la

: se requlere cI mal funcnonamlcnto de cnen

o mmonallzacnon (zur HausenH 1996) Eslas proteinas vnrales “estan mvolucradas en lalvk;"

‘ fktransfommcnon maligna del eplteho cervncal -interactuando fuertemenle con protemas o

regu]adoras del ciclo celular especnalmenle pS3 y pRb (Dyson et al 1989 Wemess et al.,

1990; ‘Von Knebel et al., 1994). Mas aun, paréce necesaria una conunua expresxon de las
oncoproteinas de E6 y E.7 para mantener un fenotipo maligno (Von Knebel et al., 1988). La
'mt’eracclén de las oncoproteinas virales con sus blancos celulares resulta en una pérdida de

.-la regulacién normal en la progresion del ciclo celular y en la expresién de un conjunto de

introduccion




genes. Eslors sucesos aparentemente son criticos en ¢l desarrollo del céncer cervical.

' PROTEINA E6_

¢ el al‘, 1990; Wazer et al., 1995)

‘.“Se recon cc tamblcn que p53 tiene proplcdades supresoras de lumor (leay et al., 1989;

Ellyahu et al 1989) No obstnmc. el mal funcmnaﬁ i

. cervical humana. )
thsido demostrado que varianles;l’éé " e H
bioquimicas y se piensa que. est'c\)'s‘e"re eja en _l‘er_eZnéiaS en su patogenicidad (Stéppler et
1, 1996) Se ha cnconlrado que algu vanantes"rEG de HPV 16 estan presentes mas
. comunmenle en carcmoma cervncal invasivo (hasta en 94%), sugiriéndose que las variantes

de EG, especxalmentc aquéllas que contlenen una sustitucién en el residuo 83, pueden ser

mas oncogénicas que la protoupo y c .nllevan emonces un mayor riesgo para ¢l desarrollo
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de ci’mccr (Zeh_bc et al.'7 1998)., .

‘ PROTEINA E7

;Las proteinus E7 de “los virus - dc allo rlesgo conmbuycn a la progresién oncogénica

"transcnpcnén E2F del compcho con pr y se activa la transcripcion de genes que regulan la
: prohferacnén celular (Chapellapan et al., 1992). E7 sola puede transformar células de
- roedor establemdas tales como NIH 3T3 (Kanda et al., 1988; Phelps et al., 1988; Vousden
- ét 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 unién de pRb a oncoproteinas virales parece inactivar la actividad

supresora de tumor de pRb. En retinoblastomas humanos y otros cénceres esporadicos, se

han encontrado mutaciones en rcgiones involucradas en la unién con las oncoproteinas

virales (Hu et al., 1990; Huang et al., 1990) Las fonnas mutadas de pRb no se unen con las
. oncoproleinas virales en células tumorales, suglrléndo que pueden ser deficientes en su
‘ (Hu et al., 1990; Huang et al.,

1990; Kaye ctal, 1990) En’ estudlos ‘co biopsias de ﬁmjeres con neoplasia intraepitelial

habilidad para unlrse con sus blancos celulares ormal

cervu:al y.céancer mvasor se ha encontrado que: la: vanacnones en E7 de HPV 16 son

‘extremadamenle raras (4% e"" NIC u y.6% ‘en-cincer cerv:cal) (Zehbe et al., 1998). Esto

¢ suuerc que ‘E7 en HP 6 esta altamente conservado y que su estructura terciaria no tolera

: ’susmucnones ammoacnda

. PROTEINAE
" Los productos son proteinas reguladoras importantes
la éhscfipcién del ADN de HPV (revisado
éréo de lectura abierto (ORF) de E2

-diferentes, todas ellas actuando como

i codxf’ ca al menos 2 (posnblcmenle 3) protel
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' v.patogenesw de 1

factores de lranscnpclén (Bouvnrd ct aI 1994) Expenmenlos in vnro khan demoslrado que

los promolores de’ HPV 16 y HP 05 espccnvamentc) que regulan la

tmnscnpcnén de los’ genes E6 y E s rcgulados por la proteina viral E2. Esta

protefna se une eomo un dimero de econocnmlenlo palindrémico en LCR y

6,y E7 dependlcndo de la concentracion de E2
1997, Tan et al., 1994). Se reporta que la

puede reprimir o acuvur Ia' e:g es
(Dostatni et al., 1991; Steg
integracién del' ADN vxr'I
con consecuente deleclénw
El Awady et al., 1987) en

lesiones premahgnas (Cullen etal, 1991 Das et al., 1992). Existe entonces la hipétesis de

osbedero ocurre en la regién ORF de E1 y E2,
de estos genes (Choo et al., 1987, Das et al., 1992;

a ‘de los canceres cervicales y menos comunmente en

que la pérdlda de la mtegndad del gen E2 durante Ia integracién resulta en desrepresién de
“la transcnpcnén de los genes E6 y E7. y la sobre-expresion de sus productos. Mas atin, se
suglere un papel mayor de’ EZ en el cincer debido a la observacién de que la

mtroduccnon del ge" 2.d BPV en lineas celulares cancerosas no sélo decrece la

. _expresnén de E6 y E7, smo‘que'tambxen decrece la prohferacnon celular (Hwang et al,,

’a‘lisencie"vde"lnteg cid men et al, 1994) El papcl funelonal de E2 en Ia

,deteetable en'ca
.1991)! aunqu

nocién amp

'eslar en : forma m(egrada o epxsomal (Das et al 1992) 'De hecho, se hn sugendo que la

‘k atura]eza agreswa de los cancercs mfectados con HPV 18-pued tar relacionada a los

. conslstemes patrones de integracién - del ADN v1ral'deb|do a una perdlda mas completa de

g2 y por tanto una mayor desregulaclon de EG y E7 (Cullen et al.,1991). Hecht et al.,

(1995) encontraron la pérdida de E2 de HPV 18 en mue ras de cancer de mujeres jovenes
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-,relacxonados (Ho et al.

enes clinicos

de todo el mun ' rmmdo la conslruccnén de arboles fi logenetxcos de tipos virales

5 1993 Ong et al., 1993); dentro de un tipo especifico, variantes y

subupos fi logenéucamente relacnonados tienen alteraciones en comin en sus bases

fnucleoudlcns, tz_mto en reglones codificantes como no codificantes del genoma. Durante la

: Conferenéia Anﬁal en Papilomavirus 1995 llevada a cabo en la ciudad de Quebec se acordé

que dlferenclas mayores al 10% en la region ORF de L1 de HPVs respecto a prototipos

eslablecndos se consxderanan como - nuevos upos (zur Hausen H., 1996)

_ AfAnles ya se habia acordado que los gcnomas de alslados que dlrnesen entre un 2% y un
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podido rccdns(mir la dispersién de éstos virus en las poblaciones humanas (Bemard et al.,
1994a). A pesar de la.cnorme. heterogencidad de ' éste grupo -de v:rus sus cambios
mutacionales parecen ocurrir a muy baja frecuencm. mdlcando dnvers:ﬁcacnon de tipos ya
en tiempos prehlstérlcos (zur Hausen H., 1996). Esta anuguﬂ dlspersufm de éstos virus y sus

-bajos rltmos de evolucnén sugieren que los’ HPVs han [ -evolucmnado junto con sus

. hospcdcros nalurales durante un perfodo de vanos Ilones e nﬁos Asi datos obtenidos

- " de 25 dlferentes reglones geograf'cas en el mu do | keslablecer en un principio

‘ uc el HPV 16 ha evolucxonado en S ramas k Europea (E) Africana (Af) (2

ce que es hlpcrvanable, pues se sabe que las

mns que las codificantes. Se ha observado

regloncs

mvcstlga

S mayoria

slado aleman mlembro dcl lma_|e Europco (Ho et al,, 1991

que la ammo tennmal se presenta extremadamente conservada (Yamada etal., 1995)
-Un estudlo postenor de Yamada y cols, (1997) analizando tumores colectados de 22 paises

dxfercr)lcs en los 5 continentes, pudo establecer un mapa mads claro de la distribucion de

introduccion

con las otras reglones codificantes, y es tan ‘variada como la LCR Los B

mente se presentan en la regidn carboxilo terminal del ORF de L2 en tanto :

1985) La regién L2 es Ia que mas vanacnoncs prcsema en



éslas van.mlcs (fig. 1): la variante Europca (E), que predomina en 'Europa y Norteamérica;
las Afncdnas (Afl .y Af2) que predominan en Africa; la varlanle asidtica (As) que fue
) cnconlrada prmcxpalmente en el sureste de Asia y la Asnauca-Amencam (AA) agrupada en
cemro y sudamérica, asi como en Europa (pnnclpalmcnte en’Espaﬁa) a donde pudo haber

entrado a través de los conquistadores espaiioles que regr nde Amerlca (Yamada et

al,, 1997) ‘Los patrones de migraciéon humana han sldo ta 1 'kun l'aclor importante en la
dlstnbucnén geografica del HPV. :

,Con respecto al HPV 18 se han deleclado 3 ram; néticas principales: Europea,

vnral se correlaciona con las
ublcacuSn geografica y que la
asocia con las ramas principales

os (Cavalli-Sforza ct al., 1992).

. Las lesione: ntraepnehales cervicales de alto grado son las que tienen mas probabilidad de
progresnr hacna cancer “cervical. No obstante, la mayoria de las lesiones NIC sin tratamiento
. observan regresnén natural, demostrandose que la mayoria de los individuos son capaces de
I na’ respuesta inmune especifica efectiva conlra HPV. Algunos estudios han
sugendo que las diferentes variantes de los HPVs® presentan diferente comportamiento
blologlco y por tanto diferente grado de asocxacnén con lesiones cervicales. Esta asociacion,
: ‘SI causal podna explicarse por dnferencms en la regulacxon de la transcripcion del virus en

'tf dlferentes vanantes, en. las acuvxdades bloléglcns de las proteinas codificadas por las

dlferenles varmntes, o en la hablhdad del huesped para responder inmunolégicamente a

. epltopes '. codlf' cados por las variantes (Hildeshecim et al., 2001).

Virios mvestugadorek han reponado dlferencxas en los comportamientos de las variantes
. .-asociandolas con dlferentes Ies:ones cervicales, aunque algunos otros no han encontrado
una correlac)on g:mre la vananle y el tipo de lesion.
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Europa (n=50})
Sureste Asia {(n=35)

0E=60.1% QE=84%
WAA=S57% BAA= 14%
MAf2=8.6% OAs=2%
OAs=25.7
Africa (n=64)
DE=9.4%
OAN=61%
BAZ= 29.7%
Norte América (n=30) Centro y Sudamérica (n=229)

GOE=93.3%
BA12=3.3% ONA1=0.4
OAs=3.3% OAf1=2.1%

WA= 1.3%

Figura 1. DISTRIBUCION DE VARIANTES DE HPV 16 POR CONTINENTES
Modificado de Yamada et al, 1997
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: Wh
: = AM18-1
Variante 1 11 .’!a‘l : |

5C18-4%

Emuﬁea 1 - Asiatica-Amerindia

Londesborough y su g,rupo, estudnando vanab ad gen > ’:ECk‘.de{Hl’?V‘ 16 en

\qklAni'JBSOAde la variante
| por una Valina en el aa §3)

'.sorprendcntememe asocmda con pers:stencm riesgo de neoplasia cervical

"(Londesborough et al., 1996). Ellos enco ra 10 ,dc;‘”llz mujeres infectadas con ésta
variamc vde E6;dc HPV' 16»dcsar|‘dllaron ) ;klrndeberidientementc de su status
morfoléglco mlcml comparado con 's6l de 16;lnujeres infectadas con la prototipo.

Zehbe y cols. rcponaron resullado sxmllares al® encontrar que 94% de muestras con
g carcmoma cervxcal m\'asnvo presentaron casx excluslvamenle variantes E6de HPV 16 y
“raramente el prolonpo (6%) mlcntras que en NIC Il se encontrd una distribucién mas
; mforme de vanantes (56%) y proloupo (44%) Aqui, la variacién mas frecuente de E6 fue

kcncontrada tamblen en el resxduo 83 (Zehbe et al,, 1998). Es interesante mencionar que 2

lineas celulares - derivadas de carcinomas cervicales, Caski y SiHa, también contienen este
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polxmorl‘smo L83V. Mas dun, ‘en n1u1crcs con céncer ccrvxcal mvaswo cn Ccnlro y

Sudamérica, cl- camblo cn EG de L83V sc cncomré su&.mfcanvamcntc i

fcomparudo con la vanantc protoupo (Yamada ct al.,'1997)." Esto 'po(’lrf’ mdlcar quc las

variantes EG HPV 16 espccnalmcme aqucllas conlemendo l’ stitucio en el residuo

83 (L83V), pucden ser mas oncog,emcas quc la prolonpo y por tanto reprcsemar un mayor

_nesgo para el desarrollo de cancer lnvaswo ‘No se sabe aun como éstas sustituciones
especi fi cas cn dmlnoac:dos afectan las propicdades blolégxcas de las proteinas pero se cree
que son posxcnones |mportanles en el reconocnmlemo mmune del huésped. Hildesheim A.
'w,i ‘reporté resultados que asegura proporclonan evndencm epidemiolégica de que diferentes
k ‘varlanles de HPV 16 tienen dnferenle polenclal oncogemco De acuerdo a su estudio, las
E mu_|eres mf‘ecladas con vanantes NE: (non-European) de HPV 16 tienen 11 veces mas

5 'probablhdades de ser dlagnosucadas con canccr cervical que aquéllas infectadas con la

’ protollpo, concluyendo que el nesg asocu\do con la infeccién de variantes NE es en
: verdad grande (Hlldeshelm et al 2001) vOtro estudio report6 un cambio en el nt 647 de E7

‘~de HPV 16 mas frecuentemente e ! Vntrado en carcinomas cervicales (Song et al., 1997).

Xi. y su grupo observaron qu ”van tes kNPL (non-prototype-like) de HPV 16 estuvieron
. mas . fuertemente asocmdns con’el dkgsarArApyllo de lesiones cervicales que las variantes PL

,‘—;(prololype-llke) (Xl el al., 1 997) Algo sirﬁilé:r se observé en una serie de carcinomas anales

;donde vanantcs NPL ‘eran:mas prevalenles que las PL (Xx et al., 1998) Villa y cols.

~parecen corroborar los resultado enconlrados por X| en 1997 Encontraron que infecciones

n) positivas con cancer cervical. El genotipo
0 mis pobre en éstas pacientes. Se ha sugerido

sta en células tumorales como su asociacion con

la vaname de HPV 16 contnbuyen ala evasu&n de Ia respuesta inmune. Stéppler et al.,
( 1996), encontraron una correlacion dn’ecla entre la actividad bioldgica de las proteinas de

“‘variantes EG de HPV 16 y sus habilidades para inducir degradacion in vitro de p53, lo que
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sugiere que variantes nalurulcs de HPV 16 pucden tener diferencias en patogenicidad. Una

" variante Af2 presenté la mcnor -actividad en la degradacién de p53, en tanto que una

vanante AA present la’ mayor actividad. Lizano M. y su grupo observaron que en

kcarcmomas de células cscamosas ‘la variante AA de HPV 16 estuvo presente sélo en un
: grupo dc muestras de muJeres de 28 a 40 afios de edad, mientras que la clona de referencia
: estuvo presente en una alta proporcnSn en el grupo de 40 a 55 afios (6 de 8 individuos con la
clona de referencla tgnian de 41 a 55 aflos; los otros 2 eran menores de 40 afios). En otras
palébras, Sde? mujeres entre 28-40 afios con carcinoma de células escamosas tenfan la
variante, mientras que 0 de 6 mayores de 40 y hasta 55 tenian la variante. Esto sugiere que
la variante de HPV 16 encontrada en la poblacién mexicana y aparentemente caracteristica
de las mujeres amerindias puede representar una variante de alto riesgo. Esto podria
explicar, al menos en parte, la alta incidencia de cincer cervical observada entre las mujeres

latmoamencanas (leano et al., 1997). Otro hallazgo importante de Lizano y su grupo fue

la asocnaclon nparente ente exclusnva entre la variante 2 de HPV 18 y el carcinoma de

celulas escamosas. en contraste con la clona de referencia, asociada con todos los otros

. llpOS hxstoléglcos excepto este. "La otra variante de HPV 18 (variante 1) se observé en

,.lodos Ios upos histolégicos exceplo en carcinoma de células escamosas. El hecho de que la

: .jvananle 2°de’ HPV:18'se'en ntrara exclusivamente en carcmomns de células escamosas
o puede estar asociado a un componnmlento menos agresivo, puesto

uenc un pronosuco relativo mejor que el de adenocarcinomas o

a E'de ef‘érencm (Kﬁmmcr et al., 2000). Parece que el incremento en la

ser atnbundo a las variantes AAc en general. Xi et al., (1997),

en In lendencm de la progresion en infecciones con variantes no

protoupo tales como la AAc. Este mayor potencial oncogénico de las variantes AA podria

"fatnbmrse en(onces tanlo'a las diferencias en la actividad bioldgica de la proteina E6 como a
~una sobre—regulacnon del promolor P97. Comparando todas las variaciones en secuencias en

-»;Ia parte E6 proxlmal de LCR entre las variantes mas activas y las menos activas, Kiimmer
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y su 1,rupo (2000): xdcmlf'caron una sola SUSlllUCIOn en cl nt 7729 (Citosina en lugar de

Ademna) rcslrmgld a. AAc y NAIL, Con Ia: ayuda dc mulu;,cnesns smo-dlrlgxdn la
"transwxén AfCene m 7729 fuc revertida en AAc y NAl dejando el resto de la cadena

.v'mtac(a "encontraron quc la actividad de Mut-AAc y Mut- NA1 se redujo en comparacién

“con los clone ongmalcs, obleméndose niveles de expresién similarcs a la Europea. Bible y

u‘ grupo'(2000) ta bléh cncontrnron diferencias entre variantes con el gen ES de HPV 16

pbsilivas eran en promedio 7.7 afios mas jovenes que las pacientes E

; Sll‘l embargo, otros mvesngadores

‘rado resultados que apoyen las

asocmcnones de dlferentes= van S»gradds de lesiones. Luxton et al.,

concluyen que una vanante EG de ga un papel importante en la patogénesis

de HPV 16 cn relacién’ a la enfermedad ervncal en mujeres del area del sur de Londres
(Luxton et al., 2000). Esto cs.interesante. pues se trata de la misma variante que Ellis y su

grupo (1997) habian rcpoﬂado c n 30% de incidencia entre mujeres con anormalidades

citolégicas persmtentes Luxton oIo repona una incidencia de 3% (3 de 95 muestras, 2 con

histologia normal y 1 c n NIC II), en tanto que encuentra la variante prototipo en 97% (92
de 95 muestras) Un terclo de las muestras estudiadas procedian de displasia de alto grado.
La prevalencm de ta]es variantes probablemente sea afectada por locaciones geograficas y

" por tanto el ongen etmco de los pacientes puede ser un factor importante.
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; PLANTEAMIENTO DEL I’ROBLEMA

Dado que el « cancer ccrvxcoulenno cs Ia prmcnpal causa de muerte por céincer entre mujeres

cn Mexlco es |mpenosa la neccs:dad de entender mejor los faclores que intervienen en el

desarro]lo de ésta enfennedad y asi poder encontrar me)ores formas de combatirla o de

evxtar su apancnén.

: Sc conoce muy, bxen la asoclacxén que exlste entre ciertos tipos del virus del papiloma

‘fhumaho (HPV) y el éancer de cérvix. Tamblen se postula que las variantes de éstos tipos,

importante conocer la presencia de éstas variantes en las diferentes etapas de la lesién del

“cérvix que finalmente llevan a la aparicién de la lesién cancerosa. El conocimiento de todo

lo”relacion do con las variantes de éstos tipos virales puede ser fundamental para la

elaboracién de vacunas dirigidas a una poblacién determinada.

problema
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OBJETIVOS

General:
Conocer la dlstnbucnén de vannmes de HPV l6 y HPV 18 asocmdas a neoplasias del cérvix
en Mexico: en: te_udo ccrvncal de mu_|eres sanas, en lesiones premalignas y en cancer

invasor.

Especificos:

e Determinar la dls(nbuclén de’ vanantes deklo tlpos HPV 16y 18 en muestras de CaCU

previamente selcccnonadas por U po tividad a éstos upos virales.

,d’.ek_va'riantcs de HPVs 16 y 18.

. Deteﬁﬁmar Ia eficacia del método de SSCP. pzirfa Qétectar tanto tipos como variantes de
©OHPV. G

e ' Tratar de‘cstablecer alguna:asociacion entre las variantes encontradas y los diferentes
dspeclos clmlco patologlcos que ayude a detcnmnar posnblcs diferencias en su potencial

oncogénico.
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MATERIAL Y METODOS

ORIGEN DE LAS MUESTRAS

Un primer 1,rupb cdnsistié de un total de 87 muestras de ADN procedentes de biopsias de
cancer . de cervnx tomadas a pacientes del Instituto Naclonal de Cancerologia (Tabla 1) y
que habfﬂn rcsultado posmvas a HPV 160 HPV 18 (Camllo A., Tesis de Maestria, 2001 pg
44) medxame PCR con los j Juegos de ollgonucleoudos EG/E7

HPV 16 'HPV 18

(n=67) - gri=20!
epidermoides 56 - 213
adenocarcinomas :
adenoescamosos

diagnostico incierto

El segundo grupo consistié de 114 mucstras de cérvi 9.con dnignéstico de NIC I aNIC
-I11'tomadas a pacientes que acudieron-al Servncw de Palologia y Colposcopm del Tracto

Genital Inferior Femenino de un hospnal de’ tercer mvel de nlencnon mednca del Instituto

: Mexicano del Seguro Social (IMSS), y 35 muestras con cntologla apnrentememe normal E

(sm alteraciones de NIC o céncer) lomadas a mu_jercs que a una umdad de pnmer

técnica de captura de hibridos (Prucba de¢ Caplura de Hib dos'Il'de’ ADN de HPV Dlgene

¥ Corp), Esta tccmca mdlca la presencia de HPV de_a}tg nesgp pero nq ‘el upo especifico.

’Capturn de Hibrldos .
‘La captum de hibndos es un ensayo comercnal basado en la hibridacién de ADN blanco con

ARN de prueba y en su’ postenor detecclon quimioluminiscente, y se basa en 5 pasos

material y métodos



simples:

Lnbcracmn y dcsnalur.

“5- Un’ sustrato _Iﬁioluniiniscente produce entonces luz que es medida en un
B lummémelro. La canudad de luz generada es proporcional a la cantidad de ADN blanco

-en el especlmen ongmnl

Extraccién de ADN de las muestras de captura de hibridos
.~ La extraccnén del ADN de las muestras tomadas mediante la técnica de captura de hibridos
‘ser rea]lzé de ‘acuerdo a lo descrito por Miller y col. (1988):

e Tomar 500 uklk de la muestra previamente tratada para captura hibrida.

o . Afiadir 500 ul de buffer de lisis (Tris.Cl 10 mM pH 8, EDTA 0.1 M pH 8, SDS 0.5%,

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

e ' Incubara 55°C durémlc lodayla noche.’

e Extraccién con fenol clorof'onno y. precnpltaclon con etanol al 100% y acetato de
lo de ‘rno por Sambrook et al (1989)

amonlo de acucrdo a
TlPlFICAC'l\QN iPVs E lDENlelCACION DE VARIANTES MOLECULARES
de tipificacién dé HPV
VCR'('polymcrnse chain reaction) fue usada para amplificar una region
viral | contenido en las muestras. La amplificacién requiere la presencia de

uh ph'r ohgonucleétldos complementarios a los extremos de la regién blanco en cuestién,

tanto eI exlremo 5’ como el 3°. Estos oligonucleétidos son conocidos como *“primers”. La

material y métodos
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e mcorporacxon en la cadena de ADN vxral
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amphl’cacnon se lleva a cabo a través de-ciclos repetidos dc dcsnalurdhz:lcnon dcl ADN :

bl.mco. hlbndacxon del primer y elongacion del ADN.

. Pos(cnor a la desnaturalizacién del ADN (que pemnlc la apenura de la doblc hcbra) los
pnmers de amplificaciéon hibridizan con sus secuencias complemenlarms de ADN ";,kLay
ADN polimerasa usa entonces el ADN como molde para extender cada hebra a pamr del
pnmer. La repeticién de éstos ciclos provee un acumulado de la secuencia blanco,

pudiéndose obtener aproximadamente 1 pg de ADN.

Ensayos de PCR-SSCP.
Amplificacion de fragmentos virales de ADN mediante ensayos de PCR con d-CTP p¥

Las muestras se sometieron a reaccién de PCR para amplificar una regién 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 reaccién de PCR se mcluyo un nucleétldo radlacllvo (d-CTP P*?) para lograr su

se. llevé a ‘cabo usando aproximadamente 60-

~200 ng de ADN por tubo de reaccldn drekl pl (tabla 2)..Se utilizaron los juegos de

oli gonucleoudos"

"nwersa]es GPS+/GP6+ (van ‘der Brule, 1990) que amplifican una
- reglon de 140 pb del kORF del gen'L1 de HPV, nuc]eoudos 6624-6765:

OLIGONUCLEOTIDO . SECUENCIA

GP5+ STTTGTTACTGTGGTAGATACTAC3S'
GP6+ S'GAAAAATAAACTGTAAATCATATTCI'

Se usé una temperatura media (TM) de 43°C. Se incluyd 0.1 pl de d-CTP P* en cada tubo

de reaccién de 10 pl.

material y métodos
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DESNATURALIZACION lNlClA!..
10 mmu(os - ;i : 94 C

k REACCION DE AMPLIFICAC!ON (38 cnclos) ;
Dcsnaturaluacnon e L
Hibridacién
Extensién® -

EXTENSION FII AL
72°C

bo ‘ﬁsahdd un termociclador Perkin Elmer modelo
n_r}l;i'lio’j'de‘ la reaccién se afladieron 2 pl de
! EDTA‘, 0.05% azul bromofenol, 0.05% xilencianol

AmpllTaqGold(PcrkmElmer) o gy 0,1 U/mucslra

Tabla 2. Condiciones de reaccion de PCR (10 pl)

) El sxgunenle paso para tipificar el HPV de las muestras se hizo mediante la técnica de
: SSCP Esla técnica se basa en el principio de que las moléculas de ADN de hebra simple
loman eslmcturas secundarias especificas (conformémeros) de acuerdo a su secuencia de

) nucleétidos. Esta estructura secundaria esta determinada por el balance entre fluctuaciones
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tenmcas y fuerzas cstablhzadoms déhnlcs tales como apareamicntos cortos intracatenarios
1989) AMolecqus de ADN de hasta 1000 pares de bases que

en(re bascs (Orna et al'

: de delectar alteraciones genéticas pequeilas,
(Orita et al., 1989).

992;’Shefﬁ¢!d et al,,

resultados produce.

1993), sugiriéndose que un

‘ fragmeqt  menor a 200 pb es el ‘que mejor
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PCR

\ ADN de doblc hebra

desnaturalizacion l

\ ADN de hebra simple

condiciones no desnaturalizanies l

‘ E ’ 5 Conformacién secundaria

electroforesis l

Electroforesis

Para la electroforesis se utilizé un gel no desnaturalizante de acrilamida al 6% de una
- solucién stock de acrilamida/bisacrilamida (19:1)/TBE. Se tomé 1 pl del ‘p‘r‘odbuclo de cada
tubo de reaccién y se diluyé en 13 pl de la misma solucidn stop. Los tubos se calentaron a

" 95°C. durante 10-15 minutos parasu  desnaturalizacién y después fueron rapidamente
material y métodos
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colocados en 'hieio‘ También sc incluyeron controles posilivos para HPV 16 y HPV 18,
tanto de las clonns de referencia (tomadas de ADN extraido de las lineas celulares Caski y
: Hela, posmvas aHPV 18 y HPV 16 respectivamente) como de sus variantes. 3-4 pl de cada
' ‘tubo de rencclén se cargnron en cada uno de los carriles del gel y se llevé a cabo la
: electroforesxs con un corrimiento de 4-5 hrs. a 4°C a 20 W. Después de esto el gel se colocéd
'ben un cassette Jun(o con una placa fotografica (Kodak X-OMAT XK-1) para exponerse de 1

a3 dias y revelarse.

Identificacién 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.
Secuenciacién directa de los productos de PCR

Cuando los patrones de corrimiento de las muestras en el gel de acrilamida”no: se

ldenllﬁcaron plenamente comparando con los patrones de commlento de los ontroles se

‘ ;Temnnator Cycle Sequencing (USB Amcrshnm) Esta ecm

o (dNTPs) yves

- tnfosf‘ato an{llogo (ddNTP) que no permue que contmue la elongaclon (de aqui el nombre

: de “tcrmmadores de cadenas ) ‘En Ia reaccién con este kit, un nucleotido radioactivo es

- ) mcorporado enel extremo 3‘ medlame el uso de un terminador [o->*P] ddNTP (Amersham

maleriol y métodos
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Life Science, 1996). Una sccuencia legible s¢ oblicne cua'nvdo los productos de la sintesis de
un conjunlo de 4 reacciones nucledtido-especificas (A C G T) son separados por tamafio
en un gel de poliacrilamida de alta resolucidn, s ;

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

region a ser sccuenciada debe estar en forma de hebra simple, al menos temporalmente.

Preparacién del molde de ADN

Para obtener una buena secuenciacién se debe tener una buena calidad del ADN usado
como molde. El ADN debe prepararse entonces para que otros icidos nucléicos, proteinas y
lipidos sean suficientemente removidos.

En este estudio usamos ADN obtenido de amplificacién por PCR, el cual produce una
buena calidad de secuenciacion si se purifica previamente.
El PCR se llévé a cabo ébrho se describi6 previamente, pero en un volumen de 20 — 25 ul
por tubo de- rencclén Después de la reaccién se tomaron 5 pl del producto para checar la

amphﬁcacxén del_ADN enun gel de agarosa con bromuro de etidio. La punﬁcaclén del :

) ADN se hizo con lé lgmeme metodologia:

1- Pasar el producto sm acelte a un tubo eppendorf de Iml y. completar aun volumen de e

400 pl con agun estenl

2- Afiadir a cada tbo 1 ml de. alcohol etilico absolulo a —20°C> 40°pl de acetato d amonlo
75M yzpldetRNA[lmg/m] : e
3- Poner los tubos a —70°C por 20-30 min.
4- Cemnfugar a 13000 rpm durante 40 min." "
5- Decantar el sobrenadamc vy lavnr el pellet con 400 ul de alcohol etlhco 70% a
20°Cy volver a centri fugar 30 min. ‘ :
6- Decantar y dejar evaporar completamente,

. 7- Afadir 20 plde H;0 y tomar 5 pl para checar su punfcaclon en un gel de agarosa.

material y métodos
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Reaccion de secuenciacién,

adiolabeled “Terminator Cycle
chuen‘c‘:inz, Lo MRS S ‘

‘PO[II)IGI‘(I.\‘(I ADN T/lel mo Se{/uenase

. Buﬂ‘er de reaccton 260 m_ i
. deTP Nucleoude Ma er-Mlx

Soluc:on s!op
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ICR E e .
- > Gel Agarosa para checar
) amblificacion

* Precipitacion de pfoducios de PCR .

:10-14 ! ADN obtenido del PCR
2 pl polimerasa *ADN scquenase’
-+ -2 pl buffer de reaccion

", 2 pl primer (10 pmol/pl)
H,O para completar 20 pl

0 ul master ‘mix .
.5 Wl ddTTP .

" AUTORADIOGRAFIA
Figura 4- Técnica de SECUENCIACION.

material y mélodos
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Identificacién de sub-variantes de HPV 16
Finalmente sc hizo la idenliﬁc_:aqién de las sub-variantes encontradas de HPV 16. Para csto
se utilizaron los oligonucledtidos, eSpéCiﬁcos para un fragmento de 124 pb del gen EG de

HPV 16 (5’'HZ27/EG".y F6-3 ").kéuya secuencia se muestra a continuacioén:

. SECUENCIA
:..,-8’- CCT CAC GTC GCA GTAACT GT -3
- GGG GGA TCC ATG TTT CAG GAC CCA CAG GAG CGA - 3°

OLIGONUCLEOTIDO
F6-3'C
E6 5HZa7

Se h|c1eron ensayos con la técmca de PCR-SSCP y se encontraron pequeilas diferencias en

lento entre las sub-variantes. No obstante, se utilizé nuevamente la

los pal;ones ‘de'co

ac16n p ra la clasnt'caclén final.

“técnica de s

material y métodos



RESULTAD‘OS »

Con el objeto de esmblecer la p" sencm de vananles y. sub variantes dc HPV 16 y HPV 18

‘en un grupo de muestras de lesxones de éncer de cérv:x “de lesiones premalignas del cérvix

yde muestras de cérwx sm’ lesiones y anallznr asi Ia dlstnbucmn de éstos HPVs se hicieron

después algunos ensayos de secuenciacién para

. pnmero ensayos “de PCR-SSC
complemenlar los resultados.k

, e PC
e 2 lrpos de mte’r:éswprincipales: HPV 16 y HPV 18, referencia y variantes (figura 5).

Los ensayos -SSCP nos permitieron un primer agrupamiento de las muestras en los

A)HPV 18 B) HPV 16

R R

E E

F F 2 3 4

Figura 5- Patrones de corrimicnto de variantes de HPV 16 y HPV 18 en ensayos de PCR-SSCP. Se

analizé un fragmento de la region L1 del de HPV di la técnica de SSCP después de su
nmphfcacmn por I'CR con los ohgonuclcoudos GP5+/ GP6+. Las muestras s¢ corrieron en un gel no
lizante de acrilamida al 6% d 5 hrs. a 4°C. A) Muestras positivas a HPV 18: carril 1- control

positivo (clona de referencia), carril 2- variante de HPV 18 (muestra de carcinoma escamoso).  B) Muestras
positivas a HPV 16. Carril 1- control positivo (clona de referencia); carril 2- variante HPV 16 (muestra de
cincer escamoso); carril 3- variante HPV 16 (adenocarcinoma); carril 4- variante HPV 16 (lesion
precancerosa NIC I11).
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Para confirmar los resultados obtenidos por PCR-SSCP sc hicieron cnsayos de
secuenciacion directa de productos de PCR de algunas muestras tanto de HPV 16 como de

HPV 18, variante y referencia (figuras 6 y 7).
A) HPV 16 referencia B) HPV 16 variante

cambio de GxA
nt 6721

cambio de AxC
nt 6695

Figura 6- Diferencias en la secuencia de HPV 16 referencia (var E) y variante. Secuenciacién directa de
los productos de PCR generados de una region de 140 pb del gen L1 de HPV 16 do los olig ledtido:
GP5+/ GP6+. A) Seccion del fragmento secuenciado de Iz clona de referencia. B) Misma seccion pero de una
muestra con HPV 16 variante. Las flechas seiialan las posiciones en donde hay cambios con respecto a la

clona de referencia (m 6721 y 6695).
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A) HPV 18 variante | B) HPV 18 variante 2

CxG '
nt 6625 - -, b,
nt 6626 i W qum CxT

nt 6626

Figura 7- Difercacias en la secuencia de HPV 18 variante 1 y variante 2. Sccuenciacion directa de los
productos de PCR generados de una region de 140 pb del gen L1 de HPV 18 usando los oligonucledtidos
GPS5+/ GP6+. A) Seccion del fragmento secuenciado de la variante 1, que difiere con respecto a la clona de
referencia en ¢l nucledtido 6625 (C x G). B) Misnia seccidn pero de una muestra con la variante 2, que
presenta el mismo cambio con respecto a la clona de referencia que la variante 1, ademas de un cambio extra
en ¢l nucledtido 6626 (C x T).

resulfodos
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Enlos . ehsaybs de PCR-SSCP de las muestras de captura de hibridos se encontraron

patrones’ de commxento dlferen!es a HPV 16 y HPV 18 (figura 8). Cada uno de éstos

3 palrones dlferentes se llpnf caron medmnte secuenciacion directa de productos de PCR

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

: 'PCR SSCP El més abundante 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
secuenciacién directa de productos de PCR permitieron una clara identificacién del HPV,

" pues parecia haber coinfeccién.

HPV 16 AA
HPV 18v.2

o

2
=
-
o,
T

£

HPV 52
HPV 66
HPV 45
HPV 31
HPV 70
j HPV 58
HPV 59

Figura 8- Patrones de cortimiento diferentes a HPV 16 y HPV 18 obtenidas de lyde
lesiones premalignas del cérvix. Las muestras fueron tipificadas posteriormente mediante secuenciacién
directa de productos de PCR con los oligonucledtidos GP5+/GPG+.

TRSIS COW
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a) HPV 31 bYHPV 59 c) HPV 56 d) HPV 70
AGCT AGCT AGCT

Figura 9- Secuenciacién de HPVs de otros tipos, cuyos patrones de corrimiento de PCR-SSCP fueron
diferentes de HPV 16 y HPV 18, Para la secuenciacién se utilizaron productos de PCR generados de una
region de 140 pb del gen L1 de HIPV usando los oligonucledtidos GP5+/ GP6+ A) HPV 31 B) HPV 59 C)
HPV 56 D) HPV 70.

resultados

TESIS CON
FALLA Db QRIGEN




Se hicieron nucvainén(c cnsuyos de PCR-SSCP para identificar sub-variantes de HPV 16,
'1hora usando’ ollx,onuclcéudos cspcciﬁcos para un fragmento de 124 pb del gen E6 de HPV
16 (5 H227/E6‘ y F6-3° ) Sc cncontraron. pequedas diferencias de corrimicento entre las

sub-var;nn(cs (_f' g,ura l:O).;

[C]
o
[
>
Tree S
1323333, .5
ﬁﬁé © @ o
< o0.0.9.0q¢q L
=)
.o.n.ono-—oox§§ m§
— N 00 N N Xt <¥ >

R

Figura 10- Diferentes patrones de corrimiento de variantes de HPV 16 en ensayos de PCR-SSCP.
Andlisis de un fragmento de la region E6 del g de HPV 16 medi la técnica de SSCP después
de su amplificacion por PCR con los oligonucledtidos 5S"HZ27/E6’ y F6-3°, La técnica resulté itil para
identificar sub-variantes. El carril 3 mucstra el patrén de corrimiento de una muestra con la sub-
variante AA-a de HPV 16 que ticne un cambio extra TxG en el nt 137 (no reportado antes). Carriles 1-7:
muestras de biposias de cancer, identificadas como 1b,3b, etc. Carriles 8-11: controles positivos.

Para confirmar que las diferencias encontradas mediante PCR-SSCP en variantes de HPV
16 correspondian con sub-variantes se hizo la secuenciacién de algunas muestras con los

mismos oligonucleétidos (figura 11).-

[
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B nt183=T

B) AA-a

Figura 11- Diferencias en la secuencia entre sub-variantes de HPV 16. Secuenciacion directa de los
productos de PCR generados de una region de 124 pb del gen E6 de HPV. 16 usando los
oligonucledtidos 5'HZ27/EG' y F6-3°, para  confirmar las diferentes sub-variantes de HPV 16
encontradas en los patrones de PCR-SSCP.  A) sub-variante AA-c, B) sub-variante AA-a. Ambas
variantes difieren de HPV 16 de referencia en el nt 145, donde se encuentra una T, y entre si por el nt
183, donde AA-c presenta una G y AA-a una T,

La sccuencia nos permitid6 demostrar - que mediante SSCP se pueden encontrar

eficientemente sub-variantes de HPV 16.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En las muestras positivas para HPV 16 sélo se encontraron las variantes E (Europea) y la
b AA (Asx:iuco-Amencana) y dentro de ésta ultima las sub-variantcs AA-a y la AA-c. En 2
mueslras de cadncer se encontraron cambios en secuencias nucleotidicas, extras a los
 cambios propios de la clona AA-a, que no han sido reportados previamente en la literatura.
‘En '1'de ellas se encontré un cambio de G x A en el nt 188 y en otra un cambio de T x G en
el nt 137. Esto se confirmé por secuenciacion en ambas direcciones. En la muestra que
éontiene este Ultimo cambio ya se habia podido observar una diferencia en el patrén 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, | de cancer y otra de LIEAG, se observé 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
Asiatica-Amerindia, As-Am), var 1 (rama Europea) y var 2 (rama Africana). En una

muestra de cdncer positiva a var | se encontré un cambio extrade A x T en el nt 218.

En las muestras control positivas por captura de hibridos para HPVs de alto riesgo (n=35),
: 16 fueron posmvas a HPV 16 y s6lo 7 positivas a HPV 18. Las restantes 12 muestras

T control se repanen entre HPVs de ofros tipos, predominando el HPV 59 (3 de 12). En las

lesnoncs pr mallgnns (n= 79), 36 fueron HPV 16 positivas, 7 HPV 18 positivas y 36 de
; otros (lpos predommando aqui el HPV 58 con 8 muestras (8 de 36) (Tabla 3).

& De las' 87 muestras de cdncer analizadas positivas para HPV 16 o 18, 67 fueron HPV 16
/ positivas (77 %) y 20 HPV 18 positivas (23 %). Estas muestras provenian de un total de
134 muestras de cancer de cérvix en donde el 50% del tota! resulté positivo para HPV 16
(tabla 3) (Carrillo A., Tesis de Maestria. 2001), dato que concuerda con estudios como el de

Berumen (2001). El HPV 18 se encontrd en el 15% de éstas muestras.
andlisks de resultados
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FRECUENCIA (%)
--control - premalignas  cancer
HPV ":(n=35) (n=79) (n=134)

: 7 (8.86) 20 (15)
3(3.79)
1(1.26)

1(1.26)
4 (5)
2 (2.53)

2 (5.71) -7 (8.86)

Tabla 3. Distribucién de HPVs en muestras control, muestras de lesiones premalignas del cérvix y
muestras de cincer de cérvix determinados por ensayos de PCR-SSCP y de secuenciacion directa de
productos de PCR., Todas las control y p lignas fueron positivas a HPV's de alto riesgo. En las
muestras de cincer se incluye el total de muestras de cincer analizadas en el trabajo de Carrillo A. (tesis de
Maestria, 2001) y quien amablemente nos permitié 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 (%)
conlrol premalignaspremalignas cancer
- bajo grado _alto grado

HPV16.. . AA-a 7(30 4) 6 (37.5) 6 (22.22) 22 (25.28)

e 1] 0 5 (5.74)
S 7 (43 75) 17 (62.96) 40 (45.97)
HPV .18 : 0 13 (14.94)
: S 2 (12.5) 2 (7.4) 5 (5.74)
As-Am (ref) 1 (6.25) 2 (7.4) 2 (2.29)
- - 27 87

.totales: - 16

Tabla 4. Frccuencla de varlnntes y lub-varlln(es HPV l6 y HPV 18 en muestras control, con lesiones
premalignas de bajo y alto grado y en muestras con ‘céincer, *** Se encontraron 7 muestras control
- positivas a HPV 18, pero no hubo matcnal su cxcntc para sccucncmrlns y clasificarlas adecuadamente.

FRECUENCI‘A’\D NTES DE HPV 16

“La'.variante E (réferéhcih) de H

6 se encontrg con mayor frecuencia que la variante

L AA (f 8. 12) en todos Ios casos’(control premahgnas y cancer). La mayor diferencia entre

o ellas se observa en lesnones premahgnas de alto grado (LIEAG), con una proporcion de 1
.varAAporcadaZSvarE' : g

,.[ 80

P 60

% 40 mE

' 20 BAA

A
L
£
Q
(&

Figura 12- Presencia (% de muestras) de HPV 16 E y HPV 16 AA por estadio de la muestra,
de acuerdo a los datos de la tabla 4.

Si observamos la variacion 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

andlisis de resultados
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nmyor al 15% cxceplo en cl grupo con LILAG donde la diferencia llcg,a a mas del 40%.'
- Rl porcentaje aumenta para : “ambos grupos de variantes al pasar del grupo control al
. [,rupo de LIEBG (dc 30 4% a37.5%en AAyde 39 1% a 43.7% en E), pero hay un cambio ’

LIEAG Mlcnlras el grupo con la variante E conserva una

2 96), el porcenlaje para el grupo con la variante AA se

En lo referente a dist

medias (anos) + D.E.

'CONTROL" AA 38.57 9,55
= 56.5 18.13

29.16 6.01

42.42 15.2
55.66 15.38

38.47 12.4
49.42 12.28
48.53 12.99

Tabla §. Dlstribuclén de las vnrlanles de HPV 16 por grupo de estudio y por edades, LIEBG = lesiones
mlracpnelmlcs de bnj grado, LIEAG = lcsmncs intraepiteliales de alto grado, D.E. = desviacion estindar.

. Se observan dlferencms estadlsucameme sngmficatwas entre las medias de edades de los
grupos con 1a vanante AA y la variante E en todos los grupos (control, LIEBG y LIEAG)
excepto en e). grupo "de céncer (prucba t de student, p<.05). El grupo control con la variante

"AAcsen promedio 17.9 afios mas joven que el grupo control con la variante E (referencia).

ondlisis de resultados



En el grupo de LIEBG la diferencia es de 13.2 afios en ¢l mismo senudo La dlfcrcncm en - :
el grupo de LIEAG también es grande, pero ahora es en sentido inverso, siendo mns Joven .
el grupo con la variante E que el grupo con la variante AA (17.1 afios de dlfererncm)._rEn el

grupo con cincer los promedios de edades son pricticamente iguales (figura 13).

edad

Figura 13- Edades promedio en los grupos de muestras de HPV 16 AAy HPV 16 E
de acuerdo a los datos de la tabla 5.

nificativa (f-studenl. p<.05) al comparar la

La diferencia también fi estadisticamente

media del grupo cont lgrupo de céncer con la variante

dio 10.8 mas joven que el grupo

: el grupo ‘de LIEBG (34.23 aﬁos + 9 19) y. compararlas’ con el promedio para las edades del

grupo con LIEAG junto con el grupovde cancer (50 59 afios + 12.88) se encontré una

diferencia estadisticamente sngmf ic lvab(prueba t-student p<.05).

También se encontré una dlfer } cia’ lgmf' cativa en edades entre las pacientes con cancer

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

la sub-variante AA -c (37 8 aﬂos + 9.36) fueronen promedio 14.3 afios mas jovenes que

andilisis de resultados
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“las pacicntes con AA-a (52.19 ailos * l’l.36) (Tabla 6). Un dato q'l‘w resalta ésta difcréncip
es queel 0.4 (2 dc.S) de las pacientes con cincer con la sub-variante AA-c son méndfés 'dek'\ o
30 ailos, en tanlo‘i]ue ba‘ra el mkiémobg,rupo con la sub-variante AA-a sélo cl 0.04 (l"de 21
son -menores de 30 m’ios ‘La diferencia entre los promedios de edades para AA-c contra E-

en el grupo de canccr no fue esladlsucamcnte significativa.

TR medias (afos) + D.E.
. CONTROL AA-a 38.57 9.55

. AA-c _

LIEBG-  AAa 29.16 6.01
J s AAe -

LIAG - AA-a 55.66 15.38
o AA-c

AA-a 52.19 11.36
AA-c 37.8 9.36

. CANCER

Tabla 6. Dlstribucién de las sub-variantes de HPV 16 AA por grupo de estudio y por edades. LIEBG =
lesiones mtrncpllclmlcs de bajo grado; LlEAG lesiones intraepiteliales de alto grado, D.E. = desviacién

_': “estindar.

La dlfcrencm en edades tamblen fue sxgmf cativa cuando se compararon las edades de las

'pamenles con Ia sub vanante ‘AA-a para el grupo con cincer (52.19 aﬁos + ll 36) contra

las pacncntes control (38 57 aﬁos +9. 55) (prueba t de student, p<.05).

Cuando se ag, 1 baron la edades en menores o iguales de 40 afios (<—40) y en mayores de
40 afios (>40) no se encontraron dlferencms significativas entre ninguno de los grupos
(Tabla 7) (prueba t de studenl, p< 05)

Frecuencia (%)
<=40 aflos >40 arios
AA (n=46) (n=68)

:‘control 3(6.52) 4 (5.88)
‘premalignas 7 (15.21) §(7.35)
cancer 7(1521) 19(27.94)
E
control 2 (4.34) 4 (5.88)
premalignas 14 (30.43) 10 (14.7)
céancer 13 (28.26) 26 (38.23)

100% 100%

‘Tabla 7. Distribucién de varlan}es de HPV 16 por grupos de edades y por grupo de estudio,
andiisis de resultados
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FRECUENCIAS DE LAS VARIANTES DEHPV 18

La varmnle I de HPV 18 fuc cncomrada en el 14.94% de las muestras de cancer S|endo la’

vnrlante dc HPV 8 de mayor presencna en éstc grupo (figura 14). Esta variante no'se

cncontré en leslones premall gnas.

Rvar1
LT

Bvar2

ORef

LIEBG LIEAG cancer

Flgﬁra’ltt- Frecuencias (%) de las variantes de HPV 18 por estadio de la muestra,
de acuerdo a los dates de la tabla 5. varl= variante 1, var2= variante2, Ref=referencia.

La variante referencia de HPV 18 fue la que se encontré en menor niimero en el grupo de

L frecuentememe en las muestras de cancer (13 de 20 = 65%), en tanto que la variante 2 se

enk ontro ‘en tn 25% (5 de 20) y la variante referencia en 10% (2 de 20). En las lesiones

’ EROT Vpremalxgnas ‘el 57% (4 de 7) de las muestras presentaron la variante 2, y la variante

e ; referenc;a (3 de 7) el restante 43%. Las 7 muestras positivas a HPV 18 en el grupo control

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

secuenciarlas,

FRECUENCIA (%)
premalignas cancer
{n=7) {n=20)
HPV 18 wvar1 4] 13 (65)
var 2 4 (57.14) 5(25)
ref 3 (42.86) 2(10)

Tabla 8. Distribucién de las variantes de HPV 18 en muestras con lesiones premalignas y con céncer;
var 1= variante 1, var 2= variante 2, ref = variante referencia.
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Al aplicar una prueba dex? se cnconlro una dlferencm s:yu(‘callva al comparar las lcsnones

premalignas y con cancer lanlo pnra, : ) ng,una de las olras -

comparacnones entre las vanames y los d

DlFERENClAS DE'

No existen diferencias sign‘/
No obstante, al agfiip

menores de 40 aﬁoé (<40)

muestras caen en el g

la variante 2 (0. 16) En cl grupo de mayores o |guales de 40 aﬁos ln vananle que mas'; o

prevalece tamblén es var I con 0. 45 (9 de 20). el 0.35 para var 2 (7 de 20) y el reslantc 0 2 '

para la variante rel'erencna (4 de 20)

FRECUENCIA (%)
<40 aflos >=40 afios
(n=6) (n=20)
var 1 3(50) 9 (45)

var2 1(16.66)  7(35)
ref  2(33.33)  4(20)

Tabla 9. Distribucién de variantes de HPV 18 por grupos de edades.

FRECUENC]AS DE VARIANTES POR TIPOS DE CANCER

k'ante‘ en HPVT 16 podemos decir que predominé la
m)mdef(62.5% E, 37.5% AA) y en

1 conlrzmo las muestras con

Con respeclo al upo de cancer y la

o

Vadenocarcmomas sélo presentaron la vanante AA 100%) y no se encontr6 la variante E
(’I‘abla 10) : : '
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FRECUENCIA (%)
epidermoides adenocarcinomas adenoescamosos

{n=56)_ (n=3) {n=7)
AA 21 (37.5) 3 (100) 2 (28.57)
E 35 (62.5) 0 5(71.43)

Tabla 10. Frecuencias de las variantes AA yEde HPV 16 en rcl_a:lﬁn at tipo de cdncer,

: Para HPV_18 también sc encontraron algunas dlferenclas. En canccr epldermonde yen
' adenocarcmomas se encontré principalmente la vanante 1 (61 5%y 75% respccuvnmente) ]
(Tabla 11).: En adenoescamosos se encontraron lgualmente distribuidas las vanan(es l y
‘referenma La variante 2 s6lo se enconlro en céncer epidermoide, pero no en L

adenocarcmomas ni en adcnoescamosos,

FRECUENCIA (%)
epldermoides adenocarcinomas adenoescamosos

S (n=13)70 0 (n=4) (n=2)
“vari: " B(61.5) 3 (75) 1 (50)
- var2: 4 (30.7) 0 0

refi R4 (7.8) 4 1 (25) 1 (50)

Tabla 11. Frecuencias de las y"a‘rhnlcs 1,2y referencia de HPV 18 en relacién al tipo de cancer.

andlisis de resullddos
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DISCUSION

Se rcconoce que el v:rus del paplloma humano es un factor |mportante en cl dcsan-ollo del E

“vanantes de HPV 18 no'se apreclan en eslc segmento de gen. Para poder uplﬁcar tales' i

‘ vananles. se utlllzo la tecnlca de secuencmcnon directa de un produclo del gen EG Esla»vf

'Es lmporlame rcsal(ar que, al u,ual que lo reportado para CaCU, el HPV 1

: ""mas frecuente en mucslras control y de lesiones premalignas (tablas 3 y 4)

De las muestras dc cancer de cérvix analizadas positivas a HPV 16 (n—67) se encontré que
el mayor porcentaje contema la variante Europea, con un 59.7 % de las muestras. La
. vnname AA se encontré:en- el restame 40,3%. Este porcentaje para la variante AA es

dlfereme aI_rcponado para otras reglones del mundo. En un estudio llevado a cabo a nivel
" mundial (Yamada et al, 1997) el mhyor porcentaje para ésta variante se reporté para Centro

y Sudamérica con un 20%. Hildesheim ysu grupo encontraron un porcentaje (43.7%)

discusion
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parecido al nuestro para muesiras de c'mccr de cervnx con varlames dc HPV 16 en mujeres

en Costa Rica, pero el dato no es excluswo para vanantes AA sino’ para _.variantes no
Europeas (Hildesheim et al, 2001) AR

i Cancerolog!a desde dlferentes ]ugarcs en todo el pais. Esto deja abierta la posibilidad de
: ;que las pacnentes tengan origen étnico diferente, ademas de que muy probablemente han
: l _;“estado someudas a factores ambientales también diferentes.
",'El porcemaje que encontramos para ambas sub-variantes (AA-a y AA-c) es mayor que el
'.f"yencontrado en otras regiones del mundo. Para AA-a encontramos 32.8% en nuestro estudio
o contra“14.8% reportado en Centro y Sudamérica, 12% en Europa, 5.7% en el sureste de
¥ Aéia y 0% en las otras regiones. Para AA-c encontramos 7.4% en nuestro estudio contra
:4.4% para Centro y Sudameérica, 2% para Europa y 0% para las otras regiones (datos
. tomados de Yamada et al, 1997). Se ha sugerido (Berumen at 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, ademads de los étnicos,
ya que México posee una mayor proporcidn de individuos con ancestros indio-americanos
y una menor proporcion de ancestros espaiioles.

____ Oiscusion ___
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Con . respecto . - a la. varmnlc Europea, el 59.7% encontrado.en liucst'ro estudio cs

cnconlrado p St (Bé?ﬁnidx;b‘étzé 20‘01).';“ Esto podria

parecido al'5 4% A

“ indicarnos que.la variante Europea puede cstar entonces mas homogcncamcnle distribuida

; 1exclus:vamente a AA-a, pues no hay AA-c) 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

discusion
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bajo 1,rado. LPodriamos pensar enlonces que Ia Ics:on de bajo 1,rndo llcne m'lyor

" proporci nan i

de infectar - mUJeres Jovenes mas frecuentemente de lo que lo hace la variante Europea
dado que ya. encontramos lesiones, aunque de bajo grado, en mujeres con

edades menores  de’ 30 afios asociadas a ésta variante.  En muestras de mujeres

discusion
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control posnllvas a l.n vananlc AA, el promedlo dc cdad quc cnconlramos (38 57 aﬂos +
12. 0) (Bcrumcn at al,. 2001) Esla

9. 55) es parecndo .xl encontrado por: Berumcn (34

“de alto 1,r.1do cn‘prcsencm de la vanan(e “AA, lo que podria dar mas oponunldad a una

regresxon de la Icsnon cn »ésle perlodo. En el grupo con cancer y la misma variante AA el

promedlo que encontramo

3 lamblen 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 Een el grupo de cancer. De hecho, las edades fuecron muy semejantes.

Sin embargo, el pr dad para céncer con la variante AA-c es mucho menor que el
dela vananle AA. e
Para la variante E'los pr edlos de edades nos indican que la infeccién mncnal con, esta

variante de:H se da.en mUJeres menos Jévenes comparando los grupo con’

entra’ en el 100% de los adenocarcinomas. La mayor

g agres:vndad de AA “lldl

una Iesnon de alto grado a céncer.

agudiznrse‘ en ciertas etapas de la infeccién, como es el paso de

discusion
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Varios estudios previos seiialan a la hipéleéis dela mayo‘r oncogenicidad de AA: Berumen
y su grupo (2001) afirman. que hay una fuerte asocmclén de la variantc AA con mujeres
jévenes y con adenocarcinomas, ademéas de asocnarlas con un riesgo mayor de desarrollo de
céncer cervical; Stoppler y su grupo concluyen que la proteina"E6 de la variante AA-a
estimula la degradacién de p53 mejor de lo que lo hace la misma protefna de la variante E
(Stoppler et al, 1996); Casas et al, (1999), sugleren que las variantes AA replican mejor que
las variantes E, pues el niimero de’ copxas vde AA por ‘célula es mayor que el de E; Lizano et
al, (1997), observaron que en cnrcmomas de 'células escamosas la variante AA estuvo

presente s6lo en un grupo de mucslras de muJeres de 28 a 40 aflos de edad, mientras que la

E esluvo preseme en una alta proporcu.‘m en 'el grupo dc 40 a 55 afios..

El mayor porcentaje de muestras con c{mcer HP 16 posmvas (84.8%) presentd cédncer

epidermoide, lo que confrma lo encontrado por Bosch en el sentido de que HPV 16 se
asocia predomm:mtememe con éste upo de: éncer (Bosch et al, 1995). En és¢ mismo
trabajo.se menciona que HPV 18 se nsocna prcdommantemente con adenocarcinomas y
cancer adenoescamoso. Nosotros éncontramos el 31. 5% de las muestras con céncer
positivas a HPV 18 asociadas a éstos tipos hxstoléglcos, porcentaje que ciertamente es
mayor que el encontrado en HPV {6. .

La variante 2 de HPV 18 se encontrd excluswamente en cancer epndermonde que es

también lo que encontraron Lizano y su grupo (1997) Esto apoya la idea de .que ésta

variante se asocia con un comportamiento menos agreswo, pues re ‘ordemos que este tipo

de cancer tiene un mejor prondstico relativo. Hecht tamblén sugz - |slenc|a de un .

subtipo de HPV 18 con menor agreswndad pues’ lo encuentra exc m nte en ‘lesiones

premalignas y 1o en cancer (Hechl ct al, 1995). Esta vnnante 2 tamble la encontramos en
lesiones premallgnas. pero su menor agresmdad parece reﬂejarse tamblen‘ en el hecho de
"~ que su presencla es menor en lesiones de alto grado respecto a las dc bnjo grado y todavia
menor en las’ leslones de céncer (fig. 14). Cabe mencionar que en ¢l grupo control
encontramos un ma)or porcemaje de muestras positivas a HPV 18 (20%) en relacién al
grupo de céncer (15%). Esta disminucién podria explicarse si las muestras en el grupo
control que contuvieran la variante 2 no progresaran hacia una lesién y no contribuyeran

entonces al porcentaje del grupo de céncer.

discusion



La variante refcrcncia de HPV 18 tamblcn se’ encuen(ra en: porcemajes bajos, siendo la
;'tanto de HPV 16 como de HPV

variante con menos reprcsenlucnén e leslone

18 "hv l’z‘a mayoria de las muestras de

Iesxones premahgnas s:entonces cuando podremos pensar en el disefio de vacunas -

dmgldas_a una pob aclévn‘vdéte'riﬁ'inada. Por el momento no seria indicado un tratamiento

Aun ex:ste mucho trabajo por hacer para encontrar rcsultados deﬁn vos y asx podcr dirigir

los esfuerzos hacna 1a solucién del problema de una manera mas certera
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CONCI.USIONES

El metodo de PCR-SSCP es util para detectar variantes e mcluso sub vananles de HPV

conclusiones
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