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INTRODUCCION

DIVERSIDAD DE LOS VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y SU IMPORTANCIA
CLIiNICA

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a un grupo heterogéneo de virus
de doble cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) de capside cerrada de la familia
Papillomaviridae, que muestran un tropismo distinto hacia la mucosa de epitelio
plano estratificado. Hasta ahora, mas de 170 tipos de VPH se han aislado y
caracterizado [1].

Todos los VPH presentan una estructura y organizacion genética similar. Se
componen de una molécula de ADN circular de doble hebra y de una capside
icosaédrica que no posee envoltura, compuesta de 72 capsoémeros, formada por 2
proteinas estructurales. El genoma del VPH es de aproximadamente 8 kb de longitud
y se divide en tres regiones, la region larga de control no codificante (LCR, por sus
siglas en inglés; ~ 1 kb), la regién que codifica a las proteinas tempranas (E, por su
sigla en inglés; ~ 4 kb) y la region que codifica a las proteinas tardias (L, por su sigla
en inglés; ~ 3 kb) [2]. El genoma viral codifica a seis proteinas E (E1, E2, E4, E5, E6
y E7) y dos proteinas L (L1 y L2). E5, E6 y E7 estadn involucradas en la
transformacion neoplasica y E1 y E2 en la replicacion del genoma viral; también E2
regula la expresion de los genes tempranos y en especial, reprime la expresion de
los oncogenes E6 y E7 [3]. Los genes L1 y L2 codifican para las proteinas de la
capside. La LCR contiene muchos elementos de regulacion de la transcripcion y el

origen de replicacion del virus.

El marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) de L1, es el gen mas
conservado dentro del genoma viral y por lo tanto, se ha utilizado para la
identificacion de nuevos tipos de VPH en los ultimos 15 afios. Un nuevo VPH es
reconocido como tal si su genoma completo ha sido clonado y la secuencia de ADN
del ORF de L1 difiere por mas del 10% del tipo de VPH conocido mas cercano. Las

diferencias en homologia entre el 2% y 10% se definen como subtipo o linaje y



menos del 2% como variante o sublinaje [4]. Estas definiciones se acordaron entre
los expertos en la taxonomia y diagnoéstico del VPH vy el International Papillomavirus
Workshop en Quebec en 1995.

La evolucion del VPH ha sido predominantemente asexual, aunque los eventos de
recombinacion extremadamente raros no pueden ser excluidos. Se han aislado y
caracterizado genomas de VPH de reptiles [5], aves [6], caballos [7] y varias otras
especies de mamiferos [8], sugiriendo una historia evolutiva que abarca mas de 300
millones de afios [5]. Esto implica que las multiples mutaciones y variaciones que se
han producido en los genomas del VPH no estan relacionados con la distancia
genética como en los genomas recombinantes, sino a la acumulacion de cambios
genéticos en la secuencia. Este proceso de especiacion se ha denominado fijacion
de linaje [9, 10]. Es decir, grupos de polimorfismos de un solo nucleétido o
inserciones o deleciones tienden a ser fijados dentro de linajes virales. Con el tiempo,
un numero especifico de estas variaciones pueden definir y conducir finalmente a la

especiacion (tipo viral especifico).

Basandose en la homologia de la secuencia de nucleotidos de la proteina principal
de la capside L1, se ha generado un arbol filogenético que agrupa los diferentes tipos
de VPH en géneros [1, 4]. El género alfa contiene aproximadamente 30 tipos de VPH
que infectan la mucosa del tracto genital, asi como varios tipos de VPH cutaneos,
responsables de las verrugas comunes de la piel. Hay dos tipos de VPH de mucosas:
los VPH de bajo riesgo (por ejemplo, los tipos 6 y 11), que estan vinculados
principalmente a las verrugas genitales benignas y los VPH de alto riesgo que son
los agentes etiologicos del cancer cervicouterino (CC) y un subconjunto de otros
canceres humanos [2]. Un gran grupo de VPH cutaneos forma el género beta y se ha
sugerido su relacion, junto con la irradiacion UV, con el desarrollo de cancer de piel
no melanoma [11, 12]. Los géneros gamma, mu y nu comprenden los tipos de VPH

cutaneos vinculados al desarrollo de los papilomas cutaneos y verrugas.

Aunque la participacion de VPH y las verrugas benignas ya era conocida, la primera
evidencia de la asociacion entre el cancer humano y ciertos tipos de VPH se propuso
hace aproximadamente treinta afios por zur Hausen [13]. Estudios epidemiologicos y



moleculares posteriores confirmaron el papel principal de varios tipos de VPH en el
desarrollo de CC y otros tumores epiteliales [14, 15, 16]. En todo el mundo se ha
demostrado que 18 VPH de alto riesgo, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 73, y 82, estan asociados con el CC [15] y estan definidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como de categoria 1 (Figura 1)[17]; los
tipos adicionales 68, 73 como “posiblemente causantes de cancer”, categoria 2A y
los tipos 26, 53, 66 y 82 como “posiblemente causantes de cancer por su relacion
filogenética cercana”, categoria 2B, con datos epidemiolégicos menores. VPH16 y
VPH18 son los tipos mas oncogénicos dentro de este grupo, siendo responsable de
aproximadamente del 50% y el 20% de los CC, respectivamente [5, 15]. Un
subconjunto de carcinomas de ano, pene, vulva, vagina, y orofaringe se han atribuido
a la infeccion con VPH de alto riesgo [18, 19]. En conjunto, estos virus causan
aproximadamente medio milléon de casos de CC por afio en todo el mundo, y
aproximadamente la mitad de ellos son mortales (530.000 casos al afio con 275.000
muertes) [20].

CICLO DE VIDA VIRAL: FASE PRODUCTIVA

Al igual que con todas las infecciones por VPH, los tipos de alto riesgo se mantienen
en la poblacién general debido a infecciones productivas. Las lesiones intraepiteliales
de bajo grado (LIEBG), donde se producen particulas infecciosas, son generalmente
planas y discretas, y en la mayoria de los casos éstas tienen regresion espontanea
dentro de los 18 meses siguientes [21, 22]. Por razones no del todo concluyentes, los
tipos de VPH de alto riesgo han desarrollado la capacidad de persistir en las
mucosas, a menudo durante muchos afos, y provocar la proliferacion celular en las
capas de células basales y parabasales [23, 24]. Esto no es un requisito para la
replicacion viral ya que esto no sucede en las lesiones causadas por los VPH de bajo
riesgo. Las lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG) son infecciones abortivas
en las que se modifica el patron de expresion normal de los genes virales tempranos
(Figura 2) [17]. En general, se cree que los niveles de expresion de los genes E6 y
E7 estan directamente relacionados con el aumento de la gravedad de la lesion [25],



FIGURA 1. Alphapapillomavirus y cancer cervicouterino.

GENERO + CATEGORIA
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VPH28 3
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VPH26 0.37 2B 0.22
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Los tipos virales del género Alpha de alto riesgo han estado claramente relacionados con el desarrollo
de cancer cervicouterino epidermoide (CCE) y adenocarcinoma (ACC). Las categorias 1 y 2A de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se clasifican respectivamente como cancinégenos y
posiblemente carcinégenos. A pesar de los datos epidemioldgicos limitados, se propone la categoria
2B para los tipos probablemente carcinégenos debido a su estrecha relacién filogenética con los tipos
carcindgenos establecidos. Los tipos de VPH de la categoria 3 se consideran no carcinégenos.

El resto aun no se han clasificado debido a la insuficiencia de datos. Los tipos que estan
estrechamente relacionados por la evolutucion (por ejemplo, HPV16 y 31) pueden presentar diferentes
grados de riesgo de desarrollar cancer, relacionado con las diferentes funciones de sus proteinas y
sus patrones de expresion génica. HPV16 se asocia predominantemente con CCE originado en la
zona de transformacion y HPV18 con ACC del endocérvix, pero ambos pueden causar canceres en
cualquier tipo de tejido. Aunque la clasificacidon piel / mucosa no es estricta, las diferentes especies
tienen tropismos preferente, indicado a la derecha.

y que la expresion desregulada de estos es directamente responsable de la
acumulacion de errores genéticos en la célula infectada y la eventual integracion del
genoma viral en el genoma de la célula huésped [26, 27]. La progresion del cancer
se facilita cuando la integracion preserva la integridad de LCR y los genes EG y E7 y
la porcion 5' del gen E1, pero altera la capacidad del genoma viral para expresar la
proteina de union a ADN que reprime el promotor temprano viral, y la integridad del
gen E1, que regulan el numero de copias episomales.

Que un ciclo de vida viral productivo sea o no completado depende de la naturaleza
del epitelio donde se produce la infeccion, asi como de la presencia de factores
externos, tales como hormonas [28] y citoquinas [29]. Los modelos experimentales
sugieren que la infeccion requiere del acceso de las particulas del virus (el ADN viral
y las dos proteinas de la capside icosaédrica, L1y L2) [30, 31] a la membrana basal,
y la interaccion con proteoglicanos de sulfato de heparina [32, 33] y posiblemente
también con laminina [30]. Los cambios estructurales en la capside del virion, que
incluye la escision de L2, facilita su transferencia a un receptor secundario en el
queratinocito basal, necesario para la internalizacion del virus y la posterior
transferencia del genoma viral al nucleo del huésped [34, 35, 36]. Aunque la alfa 6
integrina y los receptores de factores de crecimiento se han implicado en este
proceso [37, 38], la naturaleza precisa del receptor de entrada sigue siendo algo

controvertida [39, 40]. Una vez interiorizados, los viriones son sometidos a



transportacion endosomal, a pérdida de la envoltura y a separacion dentro de la
celular. EI complejo ADN-proteina L2 asegura la entrada correcta del genoma viral al
nucleo del huésped, mientras que la proteina L1 se retiene en el endosoma y en
ultima instancia, es sometida a degradacion lisosomal [41, 42, 42, 44].

Se cree que la infeccion requiere de la pérdida de la continuidad del epitelio para
permitir el acceso del virus a la membrana basal [34], y que la proliferacion celular
durante la cicatrizacidén permite la expansion de las células infectadas [35]. Por lo que
se piensa que la division celular activa es necesaria para la entrada del genoma del
virus en el nucleo, y que la infeccion inicial requiere de una célula mitéticamente
activa [45].

FIGURA 2. Ciclo de vida de los VPH de alto riesgo en el epitelio cervical.

En el epitelio plano estratificado del ectocérvix, se cree que la infecciéon requiere la pérdida de la
continuidad del mismo para permitir al virus acceder a la membrana basal. Las células basales
infectadas forman el reservorio de la infeccion, y en estas células, el genoma viral se mantiene como
un episoma de bajo niumero de copias. A medida que estas células se dividen, producen células hijas
que maduran hacia la superficie epitelial. Diferentes eventos en el ciclo de vida del virus se activan
durante esta migracion. En las LIEBG causadas por VPH de alto riesgo, como VPH16, las células en
las capas inferiores expresan E6 y E7 y son conducidas a través del ciclo celular y estimuladas a
dividirse (células marcadas con nucleos rojos). En las capas intermedias, las proteinas necesarias
para la amplificacion del genoma aumentan en estas células, lo que permite la amplificacion del
genoma. Estas células expresan la proteina E4 viral (células marcada en verde) y estan en las fases S
o G2 del ciclo celular (células con nucleos rojos indican replicacion competente). En las capas
epiteliales superiores, las células abandonan el ciclo celular y en un subconjunto de células E4-
positivas, se sintetizan las proteinas L2 y L1 del virus, lo que permite su ensamblaje.

El sitio de expresiéon de los diferentes productos génicos virales se muestra a la izquierda de la
imagen, con las siglas de las etapas clave durante la infeccidn productiva viral (PATe: posicion del
sitio de poliadenilacién temprana; PATa: posicion del sitio de poliadenilacion tardia; PTe: promotor
temprano, también denominado p97; PTa: promotor tardio, también denominado p670).

entrada
del virus
liberacion del virus
ensamblaje del virus
amplificacién del genoma
entrada
mantenimiento del genoma del virus

proliferacion celular

mantenimiento del genoma

PTe PTa PTa

PATe PATa PATa
zona de transformacion



La susceptibilidad particular de la zona de transformacion a la progresion de LIE a
cancer puede estar relacionada con el aumento de la accesibilidad y la proliferacion
de las células basales en este sitio de epitelio metaplasico, sobre todo en la época de
la pubertad y del inicio de la actividad sexual [46, 47]. En este caso, existe la
hipétesis de que las células diana primarias para la infeccion pueden ser células
cercanas a la union escamo-columnar, tales como las células de reserva, que se
encuentran inmediatamente por debajo del epitelio columnar del endocérvix [45], y
que finalmente al madurar, formaran las capas de epitelio plano estratificado de la
zona de transformacién. Generalmente, se ha aceptado que la formacién de lesiones
comienza con la infeccion de una célula madre basal (en lugar de una célula basal
originada por divisién celular) y que la longevidad de estas células madre es un factor
clave en la persistencia de las lesiones [48, 49]. Para los VPH de bajo riesgo, que
generalmente no causan LIEAG y que no estimulan la proliferacién masiva de células
basales, ésta es una hipdtesis plausible, aunque todavia no se ha probado
formalmente. Para los tipos de alto riesgo, que pueden estimular la proliferacion de
células basales, no esta tan claro si se trata de un factor necesario. La naturaleza de
la célula infectada inicialmente y como se relaciona con la evolucion de la

enfermedad, sigue siendo un tema controversial.

Independientemente de la naturaleza de la célula basal infectada, se piensa que la
infeccion es seguida por una fase inicial de la amplificacion del genoma y por el
mantenimiento del virus de forma episomal con un bajo numero de copias [50]. Se
cree que las proteinas virales E1 y E2 son esenciales en esta fase inicial de
amplificacion, pero pueden ser prescindibles para el mantenimiento de la replicacion
episomal una vez que el numero de copias se ha estabilizado [17]. E2 también regula
la transcripcion viral, y tiene multiples sitios de union en el LCR viral y, durante la
replicacion del DNA viral, puede reclutar la helicasa de E1 a un motivo especifico de
unidn de E1 en el sitio de origen de la replicacion viral. Se ha especulado que el uso
de una helicasa especifica para ADN viral, distinta de las helicasas de replicacion
celular (proteinas MCM), permite la replicacion del ADN viral independiente de la
replicacion del ADN celular durante el establecimiento del genoma viral y su

amplificacion [51, 52].



El papel exacto de las proteinas del VPH E6 y E7 en las células basales infectadas
es incierto, sobre todo para los tipos de VPH de bajo riesgo que no estan
generalmente asociados con LIEAG, y que se cree que produce LIEBG tras la
infeccion de una célula madre basal en el sitio de pérdida de la continuidad del
epitelio. En el caso de los VPH de alto riesgo que causan LIEAG, hay una clara
funcién de las proteinas virales E6 y E7 en la proliferacién de las células basales y
parabasales, especialmente en los sitios donde las lesiones evolucionan a CC [2].
También esta claro que hay muchas diferencias funcionales entre las proteinas E6 y
E7 de VPH de alto riesgo y las de VPH de bajo riesgo (Figura 3) [17, 53], y que éstas
contribuyen, junto con las diferencias en la actividad del promotor y los patrones de
expresion génica, a las diferentes lesiones asociadas a VPH. De hecho, estudios
recientes han sugerido que la desregulacién de la expresion de E6/E7, incluso en
ausencia de la integracion del genoma, es un evento critico en la determinacion del
grado de las LIE [27].

La proliferacion de las células basales y parabasales mediada por E6/E7, después de
la infeccion por los tipos de VPH de alto riesgo, facilita el aumento del tamafio de la
lesion. La diferencia funcional entre la proteina viral E7 de VPH de alto y la de VPH
de bajo riesgo se centra en gran medida en su diferente capacidad de asociarse con
los miembros de la familia de la proteina del retinoblastoma (pRB), de unirse y
degradar a p105 y p107, que controlan la entrada del ciclo de células en la capa
basal, asi como a p130, que esta implicado en la reentrada del ciclo celular en las
capas epiteliales superiores [23, 54]. En general, la proteina E7 de VPH de bajo
riesgo tiene menor afinidad por p105 y p107, pero puede asociarse y degradar a
p130 con la finalidad de crear un entorno de replicacibn competente en las capas
epiteliales intermedias que es adecuado para la amplificaciéon del genoma viral [55].
Una caracteristica importante de la proteina E7 de VPH de alto riesgo es su
capacidad para estimular la inestabilidad del genoma del huésped, particularmente a
través de la desregulacién del centrosoma en las células basales en proliferacion
[56]. El dominio de union PDZ, localizado en el extremo C-terminal de la proteina EG6,
proporciona otra diferencia clave entre los VPH de alto y bajo riesgo. La proteina E6

de VPH de alto riesgo es capaz de interactuar con varios blancos a través de este

10



dominio, muchos de los cuales estan involucrados en la regulacion de la polaridad

celular, la proliferacion celular y la sefalizacion celular [23, 54].

FIGURA 3. Funcién de las proteinas de los Alphapapillomavirus de alto y bajo riesgo.

Principales diferencias en la funcion de la proteina E6 y E7 de los VPH de alto y bajo riesgo. Se
piensa que los diferentes patrones de expresién de los genes virales, asi como las diferentes
funciones proteicas, juegan un papel importante en la determinacion del fenotipo de la enfermedad
después de la infeccion.
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Otras caracteristicas unicas de la proteina E6 de VPH de alto riesgo incluyen su
capacidad para aumentar la actividad de la telomerasa [57] y mantener la integridad
de los telomeros durante las divisiones celulares repetidas, y su capacidad para
mediar la degradacion de p53 dentro de la célula. Ambas proteinas E6 de VPH alto y
bajo riesgo inactivan a p53, lo que sugiere su importante funcion en la regulacion del
ciclo celular, pero sélo E6 de VPH de alto riesgo estimulan su ubiquitinacion y su
degradacion dependiente del proteosoma [58]. Con el avance de la tecnologia
protedmica, se han encontrado un gran numero de sustratos celulares para E6 y E7 y
que la identidad de estos sustratos se diferencia entre los VPH de alto y bajo riesgo,

asi como entre los tipos de VPH de alto riesgo [59].

La expresion de las proteinas E6 y E7 en las capas epiteliales superiores permite a la
célula infectada entrar en la fase S y aumentar el numero de copias del genoma viral.
También hay necesidad de aumentar la cantidad de proteinas virales de replicacion
E1 y E2, después de la regulacion positiva del promotor del VPH “tardio” o
“‘dependiente de diferenciacion” [51, 60]. En el VPH16, este promotor (P670) reside
dentro del marco de lectura abierto de E7, cerca de la posicion del nucledtido 670.
Por lo tanto, mientras que el promotor temprano (P97 en VPHG6) situado en el LCR
puede controlar la expresion de los transcritos de E6 y E7 como el primero y segundo
marcos de lectura abierta, parece que el promotor dependiente de la diferenciacion
(P670) esta posicionada para regular positivamente la expresion de E1 y E2 durante
la diferenciacion para permitir la amplificacion del genoma. La célula epitelial que
permite la amplificacion del genoma viral esta sujeta a las sefiales de diferenciacion y
puede expresar marcadores tales como queratinas 1y 10 (epitelios cutaneo) o 4y 13
(mucosa) y al mismo tiempo expresar marcadores de entrada del ciclo celular, tales
como MCM, Ki-67, PCNA, ciclina E y cyclina A. En el caso de los VPH de bajo
riesgo, la amplificacion del genoma comienza cuando en la célula infectada se
reactiva el ciclo celular en las celulas epiteliles de los estratos medio a superior, en
un estado similar a la fase S. Para los VPH de alto riesgo, este estado similar a la
fase S marca las células neoplasicas del estrato superior, mas que una region en la
que se reinici6 el ciclo celular. La amplificacion del genoma del VPH continua a la par

de que la célula “diferenciada” se mueve de la fase S a la fase G2, ya que ésta
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ocurre principamente durante G2 después de que la replicacion del ADN celular se
completo [17, 45, 61].

Ademas de las proteinas E1 y E2, se cree que las proteinas E4 y E5 contribuyen
indirectamente a la amplificacion del genoma viral mediante la modificacion del
entorno celular, ya que E5 esta implicada en la formacion coilocito [62]. ES es una
proteina transmembranal con un extremo C-terminal citoplasmatica [63]; se cree que
posee la capacidad de formacidén de poros e interfiere con la apoptosis y el trafico
intracelular de vesiculas endociticas [64]. Se piensa que la proteina E5 también
contribuye en la amplificacion del genoma viral a través de su capacidad para
estabilizar EGFR, para mejorar la sefalizacién de EGF y la actividad MAP quinasa y
para modular ERK 1/2 y p38 independientemente de EGFR [65].

MAP quinasas ERK 1/2 son moduladores criticos de la acumulacion nuclear de E1 a
través de su fosforilacion y activacidon de la sefal de localizacién nuclear de la
proteina E1; su actividad es dependiente de MAPKs rio arriba a traves de MEK 1/2 y
p38. Durante las fases S y G2, la acumulacion de las ciclinas Ay E y su CDK2
quinasa asociada contribuyen aun mas a la fosforilacion y a la inhibicion de la
exportacion nuclear de E1 [66]. E4 es una proteina viral que se acumula en niveles
muy altos en las células que permiten la replicacion viral, y es probable que su
funcién principal sea la liberacion del virus, con la amplificacién indirecta del genoma
[67]. Para VPH16, las funciones de E4 relacionadas con la detencion del crecimiento

celular contribuyen al éxito de la amplificacion viral.

La finalizacién del ciclo de vida del VPH implica en ultima instancia, la expresion de
la proteina menor de la cubierta L2, la salida de la célula del ciclo celular, y la
expresion de la proteina principal de la cubierta L1 para permitir el ensamblaje del
virus [17]. Esto requiere un cambio en el sitio de corte y empalme en lugar de
activacion del promotor, lo que lleva a la transcripcion iniciada en P670 (para VPH16)
y que termina en el sitio tardio de poliadenilacion en lugar del sitio temprano, un
evento que es favorecido por los niveles altos de expresion de E2 [51, 52]. Esto se

traduce en un cambio en la sintesis de E12E4 para permitir el ensambleje del virus
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[67]. La formacion de la capside del virus implica el reclutamiento de L2 a las
regiones de replicacion a través de E2, antes de la expresion de L1 y del ensamblaje
de la capside icosaédrica en el nucleo. La maduracién del virus se produce en los
queratinocitos mas superficiales, que han perdido la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y se encuentran en un ambiente oxidativo junto antes de la liberacion del
virus. Esto permite la acumulacién progresiva de enlaces disulfuro entre las proteinas
L1, lo que lleva a la produccion de viriones infecciosos extremadamente estables
[68]. Las particulas ensambladas contienen 360 moléculas de L1 dispuestas en 72
capsémeros pentaméricos, con un numero mucho mas pequefio y variable de
moléculas de L2, que puede formar capsdmeros en uno de los ejes de simetria.
Aunque no esta definido con precisidn, se cree que la abundante proteina E4 en esta
etapa contribuye a la liberacion del viridn y la infectividad de las capas epiteliales
superiores, ya que se une a las fibras amiloides que modifican la estructura de

queratina y el ensamblaje normal de la capa cérnea [67].

DESREGULACION DEL CICLO DE VIDA Y PROGRESION A CANCER

La expresidon ordenada de los diferetes genes virales que conduce a la formacién de
particulas virales, se modifica cuando se presentan LIE asociadas al VPH. En la
progresion de las lesiones a cancer, se cree que los niveles de expresion de E6 y E7
aumenta conforme avanza la enfermedad, de LIEBG a LIEAG, y que estos cambios
en la expresion génica se relacionan directamente con fenotipo neoplasico. En este
contexto, las LIEBG tipicamente conservan la capacidad de completar el ciclo de vida
del VPH y producir particulas virales y tener un nivel de proliferacidén celular bajo en
las células basales y parabasales [27]. El aumento en la expresion de E6 y E7 en las
infecciones por VPH de alto riesgo conduce al fenotipo LIEAG y predispone a la
célula, a la acumulacion de cambios genéticos, que contribuyen cada vez mas a la
progresion del cancer. De acuerdo con esta hipétesis, los niveles relativamente bajos
de E6 y E7 presentes en LIEBG no ponen en peligro las funciones de las celulares
infectadas suficientemente para facilitar la progresion del cancer. La desregulacion
viral observada en LIEAG se cree que facilita la integracion del episoma viral en el
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cromosoma de la célula huésped y que puede desregular aun mas la expresion de

E6 y E7; genes que se denominan como oncogenes virales.

Aunque no esta claro como la expresion de los genes virales puede llegar a estar
desregulada en LIE iniciales, los estudios de seguimiento has demostrado que las
LIEAG pueden ocurrir en mujeres jovenes justo después de la infeccion [69, 70]. En
estos casos, la expresidon génica desregulada puede ser impulsado por cambios en la
sefalizacion celular, provocada por ejemplo, por cambios hormonales [28], o por
modificaciones epigenéticas como la metilacion del ADN viral, y ambos puede
depender de la naturaleza de la célula epitelial infectada [71]. El LCR del VPH16
contiene elementos de respuesta hormonal que pueden ser estimulados por los
estrogenos, y hay evidencia de la cooperacion entre los estrogenos y el VPH en el
desarrollo de CC, tanto en los seres humanos como in vitro [28, 72]. En las LIE, se
ha reportado de que el LCR esta metilado de manera diferente de acuerdo con la
gravedad de la lesion, lo que sugiere que los cambios epigenéticos también pueden
regular la expresion génica [73] y por lo tanto la enfermedad. También se piensa que
para VPH16, la proteina E7 puede inducir cambios epigenéticos que contribuyen a la

moficicacion en la expresion génica celular [74].

Los sitios fragiles comunes (CFS, por sus siglas en inglés) en el genoma de la célula
huésped son puntos en los que es mas probable que ocurra la integracidon [75]. En
general, la integracion viral tiene la probabilidad de dar como resultado la interrupcion
de los genes virales que regulan la transcripcidon normal a través de LCR. El gen
clave es E2, el cual es un factor de transcripcion viral que normalmente regula a la
expresion de E6/E7, mediante la uniodn a sitios de control en LCR. La mayoria de los
CC contiene una o varias copias de VPH, integrado mas o menos al azar en el
cromosoma huésped. El sitio de integracién viral con frecuencia se encuentren
dentro de los genes reguladores E1 o E2. La integracion y la pérdida de la regulacion
de E6/E7 pueden facilitar la persistencia de niveles altos de expresién de estos
genes [3, 27] y la acumulacién de alteraciones genéticas que eventualmente
conducen al cancer [2]. En los ultimos afos, ha habido mucho debate acerca de cual
es el evento clave para la progresion de las LIE a cancer, si es la integracion viral al
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cromosoma del huésped o la expresion no regulada de los genes virales o la
inestabilidad del cromosoma del huésped que facilita la integracion. En general, se
piensa que la integracion se produce en las LIEAG y que una vez que esto ocurre, la
expresion ya desregulada de E6 y E7 puede aumentar aun mas o bien mantenerse a
un nivel constitutivo [25]. EI CC puede surgir a partir de células que contienen al virus
de forma episomal; alrededor del 30% de los casos de CC positivos a VPH16 se
desarrolla de esta manera. El 70% de los CC positicos a VPH16 contienen
secuencias del virus integrado, mientras que para el VPH18, el genoma viral siempre
se encuentra integrado [76]. En ambos casos, es la expresion a largo plazo y, en
particular, la sobreexpresion de E6 y E7 y la acumulacién de alteraciones en el
genoma, las que en conjunto llevan a la progresion de las LIE a CC.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16 Y SUS VARIANTES

El VPH16 es el VPH oncogénico mas frecuente en todo el mundo y la prevalencia de
los diferentes subtipos difiere a través de ubicaciones geograficas especificas [77,
78]. El estudio de la variabilidad genética de los VPH comenz6 con el analisis del tipo
16, debido al aumento de riesgo que éste presenta para desarrollar CC.

El genoma de VPH16 utilizado como referencia se secuencié por primera vez por
Seedorf [79]. El primer estudio de linajes de VPH16 utilizando la region LCR se
realizé en 1993 por Ho, quien reportdé 4 subtipos principales [80]: el Europeo (E), el
Asiatico-Americano (AA), y los Africanos 1 (Af1) y 2 (Af2). Posteriomente se
propusieron variantes dentro del subtipo Europeo, diferenciando el prototipo Europeo
(E-P) y el Europeo de Asia (Ea), debido a una pequefia diferencia (0.5-1%) en las
secuencias. Sus nombres se derivan de la procedencia geografica de las
poblaciones en las que son mas frecuentes [80]. Considerando esta distribucion
geografica, se ha reportado que el subtipo E predomina en las poblaciones europeas
y americanas; los Af-1 y Af-2 predominan en Africa, (rama emergente del linaje
europeo), el Asiatico (As) predomina en las zonas del sur de Asia y el AA en Europa
Central y América del Sur. La distribucidn geografica de los tipos y subtipos de
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VPH16 puede estar influenciada por varios factores, incluyendo la coevolucién del
VPH con los seres humanos, los patrones de migracion humana y propiedades
virales como la transmisibilidad [78].

Numerosos estudios han demostrado también que los subtipos especificos pueden
influir en la persistencia de la infeccion por el VPH16 y la progresion de lesiones
precursoras del CC [81]. Los subtipos de VPH16 también pueden afectar el
ensamblaje del virus, la respuesta inmunoldgica, la patogenicidad, la degradacion de
p53, la actividad de la inmortalizacion y la regulacion de la transcripcion. L1 codifica
la proteina estructural principal de las particulas virales que se expresa en las etapas
finales de la produccion viral [33] y las diferencias en sus secuencias de nucleotidos
podria estar vinculado a los cambios en la respuesta inmune del huésped [29]. EG y
E7 son las principales oncoproteinas y estan involucrados en la tumorigénesis. LCR
se ha demostrado que es la regién mas variable de VPH16 y contiene el promotor
temprano y elementos reguladores implicados en la replicacién del ADN viral y la
transcripcion [78]. Varios autores han evaluado la asociacién de mutaciones VPH16
especificos con la persistencia viral y el desarrollo de lesiones neoplasicas
intraepiteliales cervicales [82].

DISTRIBUCCION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y LA EDAD

El VPH16 es el tipo viral mas frecuente en todo el mundo, se encuentra en
aproximadamente 50% de los casos de CC, seguido del VPH18, VPH45 y VPH31
[16]. La prevalencia de VPH en las mujeres sanas varia con la edad [15]. En la
mayoria de los estudios, el pico mas alto se observa en las mujeres jovenes (<25
anos), seguido de una disminucion en la frecuencia relacionada inversamente con la
edad. En contraste, la distribucion del CC sigue una curva normal, con un pico
maximo alrededor de los 50 afios de edad. Por lo tanto, la mitad de los casos de CC
se diagnostican en mujeres jévenes pre-menopausicas y la otra mitad en mujeres
pos-menopausicas [83]. Se ha reportado que la mayoria de los casos de CC se
desarrollan 15 a 20 afos después de la infeccion inicial por el VPH [84]. De acuerdo
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con la distribucién de frecuencias del VPH en las mujeres sanas, este periodo de
latencia podria explicar la mayor parte de los casos de CC en las mujeres jovenes y
de mediana edad, pero no los casos en las mujeres mayores de 50 afios [85]. Estos
datos sugieren que los eventos de carcinogénesis en las pacientes de mayor edad
podrian ser diferentes que en las pacientes jovenes. La edad promedio de las
pacientes con CC positivo para los tipos virales 16, 18 o 45 es inferior a la edad
promedio de las pacientes infectados con otros VPH [81, 86, 87]. Poco se sabe de la
prevalencia y la tendencia de los VPH en los diferentes grupos de edad en las
mujeres con CC.

COFACTORES EN LA CARCINIGENESIS VIRAL

Actualmente esta bien establecido que la infeccion con tipos de VPH de alto riesgo
es la causa necesaria para el desarrollo del CC y las LIEAG. Sin embargo, la
infeccion por si sola no es suficiente y existen otros factores exdégenos o enddégenos
que, en conjuncién con el VPH, influyen en el riesgo de progresion de la infeccién por
VPH cervical a CC.

Los cofactores candidatos se han clasifican en tres grupos: 1) cofactores ambientales
0 exogenos, incluyendo el uso de anticonceptivos orales, el consumo de tabaco, la
dieta, el trauma cervical, y la coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y otros agentes de transmisién sexual; 2) cofactores virales, como la infeccion
por tipos especificos, la coinfeccion con otros tipos, variantes de VPH, la carga viral y
la integracion viral; y 3) cofactores del huésped o enddgenos, incluidas las hormonas
endogenas, factores genéticos, tales como el antigeno leucocitario humano, y otros
factores relacionados con la respuesta inmune del huésped.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA CANCER CERVICAL
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En las ultimas tres décadas, la incidencia de CC ha sido cada vez menor en los
paises desarrollados, debido a la introduccion de los programas nacionales de
deteccion oportuna de CC. Por el contrario, en los paises en vias de desarrollo,
debido a la falta de programas efectivos de pesquisa, el CC sigue siendo un grave
problema de salud en las mujeres [88]. La prueba de Papanicolaou convencional o la
citologia exfoliativa en base liquida son los métodos mas utilizados para la deteccion
oportuna del CC, y se basan en el analisis morfolégico de las células exfoliadas del
cuello del utero. La efectividad de estos métodos de deteccion depende en gran
medida de la formacion del personal. De hecho, en los paises en donde la prueba de
Papanicolaou no se aplica correctamente como método de pesquisa, puede con
frecuencia llevar a un mal diagndstico [89].

Diferentes estudios han demostrado que la deteccion de ADN del VPH, que se utiliza
como tamizaje primario, tiene una mayor sensibilidad y valor predictivo negativo para
la deteccion de la infeccion por VPH [90]. Sin embargo, se debe tener mucho cuidado
a que poblacion se esta estudiando, ya que esta prueba no determina la presencia o
ausencia de LIE. El valor predictivo negativo para la deteccion de ADN de VPH
combinada con las pruebas de citologia es muy alta, lo que es de particular interés
para la rentabilidad de diagndéstico oportuno de CC. El método de tipificacion de VPH
no basado en PCR (por sus siglas en inglés, reaccion en cadena de la polimerasa)
mas ampliamente utilizado en estudios clinicos y epidemiologicos es el ensayo
comercial de hibridacion “Captura Hibrida 2” (HC2, por sus siglas en inglés; Digene)
que puede detectar 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, y 68) y cinco de VPH de bajo riesgo (6, 11, 42, 43, y 44) [91]. Sin
embargo, este método sélo puede detectar la presencia de infeccién por VPH, sin
revelar el tipo de VPH. Otros ensayos adicionales que se han desarrollado y
comercializado que puede identificar los tipos de VPH presentes en las muestras
cervicales son, por ejemplo, LINEAR ARRAY HPV Genotyping (Roche Molecular
Diagnostics) e INNO-LIPA HPV Genotyping (Innogenetics). Una limitacién de los
meétodos de deteccidon del VPH es su bajo valor predictivo positivo, al no ser capaz de
discriminar entre las infecciones por VPH con alteraciones morfoldgicas y las que no

[90]. De hecho las infecciones por VPH se pueden encontrar a menudo en mujeres
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jovenes. Sin embargo, en la mayoria de los casos estas infecciones no son
persistentes y se eliminaran de forma natural por el sistema inmune sin provocar

lesiones cervicales [46].

Debido a esta restriccion de los ensayos de deteccion de la infeccién por VPH, la
interpretacion de los datos de “VPH-positivo” requiere una atencion particular y
nuevos analisis. Ahora esta claro que los marcadores adicionales necesitan ser
considerados para mejorar el valor predictivo positivo de los ensayos de deteccion de
VPH [92]. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para corroborar los
hallazgos iniciales y desarrollar estrategias que se pueden adoptar en los

procedimientos clinicos de rutina.

VACUNAS CONTRA EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

Actualmente existen tres vacunas comercializadas contra el VPH y aprovadas por la
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) de Estados
Unidos: Cervarix (GlaxoSmithKline, Londres, Reino Unido) y Gardasil (Merck &
Company, Kenilworth, NJ) bivalente y 9-valente. Estas vacunas protegen contra los
tipos de VPH responsables de la mayoria de los casos de canceres asociados al

VPH y contra la mayoria de los tipos asociados a verrugas genitales.

La Sociedad Americana del Cancer (ACS, por sus siglas en inglés), el Centro de
Control de Enfermedades y Prevenciéon (CDC, por sus siglas en inglés) y los
proveedores recomiendan tres dosis en nifios de 11 a 12 afios [93]. Sin embargo, se
calcula que puede tomar 30 afios para observar los beneficios deseados de la
vacunacion en toda la poblacidon. Las mujeres mayores de 25 afios continuaran
siendo un grupo vulnerable a nuevas infecciones por el VPH y a desarrollar LIEAG y
CC.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

El CC es una causa importante de mortalidad en las mujeres a nivel mundial a pesar
de ser la neoplasia con el mayor potencial demostrado de prevencion secundaria.
Esta enfermedad es totalmente prevenible y curable en etapas tempranas de
deteccion. A pesar de los esfuerzos realizados en nuestro pais para promover las
campanas de informacion y deteccion, las tasas de incidencia y mortalidad no
disminuyen de manera considerable. La investigacion cientifica juega un papel muy
importante para tratar de explicar la oncogenicidad de los tipos virales que afectan a
nuestra poblacién y en la comprension de los procesos mediante los cuales las

mujeres infectadas por ciertos VPH evolucionan hasta CC.

Si el inicio de vida sexual activa en promedio en México es a los 18 afios y la historia
natural de la enfermedad indica que la edad promedio del diagnéstico de CC es a los
45 afos, qué fendmeno ocurre en la mujeres mayores de 60 afos, en quienes ya
transcurrieron 40 afios o mas posterior al inicio de vida sexual. Como ya se
menciono, la edad promedio de las pacientes con CC positivo para los tipos virales
mas oncogénicos (VPH16, 18 o 45) es inferior a la edad promedio de las pacientes
infectados con otros VPH y poco se sabe de la prevalencia y la tendencia de los VPH
en los diferentes grupos de edad en las mujeres con CC. Quizas los eventos de
carcinogeénesis en las mujeres jovenes es diferente a los eventos en mujeres de

mayor edad.

La incidencia mundial de cancer en relacion a la edad, tiene un aumento
exponencial. El modelo de Gorbunova (2007) [94] explica que el cancer es un circulo
vicioso entre la edad y la inestabilidad del genoma, con acumulacion de mutaciones,
desregulacion de la transcripcidn y disminucién de la reparacion del ADN.

La distribucion de la frecuencia por edad de las mujeres con cancer cervicouterino,
podemos dividirla en tres grupos. En el primer grupo (<40 afos), los factores virales,
como tipos y variantes, podrian tener mayor importancia que otros factores, mientras

que en el tercer grupo (=61 anos), el factor dafio gendémico relacionado con la edad
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es quizas mas importante que el viral; el segundo grupo (41 a 60 anos) es la mayor

parte de la poblacién donde los virus mas frecuentes actuan.

Entonces, ¢ el cancer en mujeres jévenes y en mujeres de mayor edad esta asociado

a factores virales diferentes?

HIPOTESIS

En las mujeres menores de 40 afios, ademas de los factores gendmicos individuales
de susceptibilidad de cancer, los factores virales son los principales factores para el
desarrollo del cancer cervicouterino, mientras que en las mujeres de la tercera edad

es el dafio gendmicos en las células del epitelio cervical el mas importante.

OBJETIVO GENERAL

Identificar los factores virales y factores de estilo de vida asociados al cancer de

cérvix en mujeres jovenes y en mujeres de la tercera edad.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

A. Determinar las caracteristicas de los factores etiologicos del cancer

cervicouterino en nuestra poblacion:
I. Factor viral: tipo y variantes.

Il. Factores de estilo de vida: edad de inicio de vida sexual activa, numero de

parejas sexuales, estado civil, numero de hijos, edad de primer embarazo, uso
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de anticonceptivos, tabaquismo, asistencia al programa de diagnostico

oportuno de CC.
B. Realizar un estudio de casos y controles:

I. Determinar la relaciéon de los factores virales y estilos de vida para el
desarrollo de cancer cervicouterino en nuestra poblacion agrupada por edad.

Il. Determinar el riesgo de cada uno de ellos para desarrollar cancer

cervicouterino a edad temprana o tardia.

MATERIAL Y METODO

APROBACION DEL PROTOCOLO

El protocolo de estudio fue aprobado por los Comités de Investigacién y de Etica del
Hospital General de México, “Dr. Eduardo Liceaga” (numero de aprobaciéon DIC /
03/311/04/051) y fue realizado de acuerdo con los principios éticos descritos en la
Declaracion de Helsinki 1964. El consentimiento informado, se obtuvo de todos los
participantes antes de su inclusidn en el estudio.

SELECCION DE LAS PACIENTES

El estudio incluy6 462 pacientes con diagnostico de CC que acudieron al Servicio de
Oncologia y 462 mujeres con epitelio cervical normal (controles) que acudieron al
Servicio de Medicina Preventiva y al Servicio de Ginecologia y Obstetricia del

Hospital General de México, “Dr. Eduardo Liceaga®, en la Ciudad de México.

Las muestras de CC fueron un grupo seleccionado de un total de 503 pacientes con
CC que fueron reclutadas con los siguientes criterios de inclusion: diagnéstico clinico
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de CC invasivo, sin tratamiento previo, con nacimiento y residencia en México, y con
una ascendencia mexicana de dos generaciones. Las pacientes fueron reclutadas
durante los periodos comprendidos entre noviembre 2003 a abril de 2005 y enero de
2006 a julio de 2007, y representaron el 80% de los pacientes con diagnostico de CC
durante este periodo. Los criterios de seleccion para el grupo de CC se basaron en la
confirmacion del diagnéstico de CC en el estudio histopatologico por tres
oncopatologos, la disponibilidad de ADN de alta calidad extraido de la biopsia del
tumor fresco, con mas del 70% las células tumorales en el analisis morfolégico y que
tuvieran mas del 90% de los datos en el cuestionario clinico. Cuarenta y dos
pacientes fueron excluidas debido a mala calidad en el ADN de la muestra o porque
se confirmo una LIEAG en la biopsia. Los casos de CC se clasificaron de acuerdo a
los criterios clinicos establecidos por la Federacion Internacional de Ginecologia
Obstetricia (FIGO) [95]. Dos biopsias fueron tomadas de los tumores durante los
examenes de colposcopia. Una muestra se fij6 en formalina tamponada para el
analisis morfologico, procesada de forma convencional y tefiida con hematoxilina y
eosina. La segunda muestra fue congelada con hielo seco inmediatamente después
de obtenerla y almacenada a -80° C hasta su analisis.

Las muestras de cérvix sano fueron reclutadas durante los mismos periodos y con
los criterios de inclusion de diagnostico citolégico negativo de LIE, con nacimiento y
residencia en México, y con una ascendencia mexicana de dos generaciones. De un
total de 713 mujeres se seleccionaron 462 pareadas individualmente por la edad (+3
anos) de las mujeres con CC. A estas mujeres se le tomaron dos muestras cervicales
de citologia exfoliativa. Una fue procesada de forma convencional para su analisis
con Papanicolaou y la segunda se colocé en solucion de extraccion (10 mM Tris-HCI
pH 7.6, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% SDS) y se almacend a -20° C hasta su

analisis.

Las mujeres incluidas en este estudio fueron comparables a las excluidas (edad,
etnia y factores del estilo de vida; tipo histolégico del tumor y estadio clinico de la
enfermedad en los casos). La tasa de participacion de las mujeres sanas y con
cancer fuer cercana al 95% [96].
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FIGURA 4. Distribucion de los casos y controles pareados por edad.
La grafica muestra la distribucion de la frecuencia relativa de la edad de los casos (n = 462) y de los
controles (n = 462) incluidos en el andlisis en intervalos de 5 afios.

EXTRACCION DE ADN

El ADN se obtuvo partir de una biopsia de CC y de citologia exfoliativa de cérvix
normal. Se realiz6 con el kit Qiagen DNeasy®, el cual se basa en la cromatografia de
adsorcion cuyo fundamento es la adsorcién y desorcion de los acidos nucleicos en
presencia de sales caotrépicas. Cuando el ADN esta en una solucion acuosa, se
encuentra cubierto de una capa de moléculas de agua que mantienen su solubilidad
en esta solucion. Al adicionar iones caotropicos al ADN, se destruye esta capa de
moléculas de agua, por lo que las sales crean un entorno hidrofébico alrededor de
ADN. Bajo estas condiciones hidrofébicas, el ADN se une a la membrana de silica
gel de las columnas, mientras que las proteinas y otros contaminantes no se unen y
son eliminados de las muestras durante el lavado y la centrifugaciongv f.
Posteriormente, el ADN se eluye de la membrana mediante soluciones tampodn de
elusion con bajas concentraciones de sales (ligeramente alcalinos), que permiten

recuperar la capa hidrofobica alrededor del ADN, liberandolo de la membrana.

El primer paso se realiza con proteinasa K, enzima proteolitica, y la solucion AL que
ayudan a lisar la membrana celular permitiendo la salida del material genético.
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Posteriormente se adiciona una solucion con alta concentracion de sales caotropicas
(AW1), principalmente cloruro de guanidina, que permite la union de ADN a la
membrana de silica. Los lavados se realizan con la solucion AW2, compuesta
principalmente por azida de sodio a bajas concentraciones. La elusion del ADN se
realiza con la solucién AE (pH 8.0) que contiene Tris-EDTA, que arrastra al ADN de

la membrana para colectarlo purificado.

DETECCION DEL VPH Y VARIANTES DE VPH16 POR PCR

El fundamento de la PCR es la complementariedad de bases de ADN y los 3
cambios de temperatura: 1) temperatura de desnaturalizacion de la doble hebra, 2)
temperatura de hibridacion de los oligonucledétidos y 3) temperatura de polimerizaciéon
de la elongacion de la cadena.

En cada ciclo se duplica la cantidad de ADN sintetizado. Cada nuevo fragmento sirve
como templado para la siguiente cadena y, luego de varios ciclos, el producto
predominante es el fragmento de ADN del tamafo correspondiente a la distancia
entre el par de iniciadores.

Para llevar a cabo la reaccion, se requiere disenar un par de iniciadores o cebadores,
pequefos fragmentos de ADN (15-25 pb) que proporcionan un extremo 3’-OH libre
para que la enzima Taq polimerasa pueda elongar la cadena colocando los
dideoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) corresponcientes; MgCI2 como
cofactor de la enzima y una solucion amortiguadora para controlar el pH y la fuerza

idbnica durante la reaccion.

Para la tipificacion de VPH se amplificaron 3 regiones localizadas en el gen L1 del
virus, denominadas L1C1, My y GP con oligonucleétidos previamente reportados [96,
97], ademas de la region 3-globina como control de calidad de la muestra . La mezcla
de reaccion para la region B-globina se prepar6 con una concentracion final de 25mM
de solucion amortiguadora, 2.0mM de MgCI2, 200uM de dNTP’s, 1uM de cada
iniciador, 0.5U de enzima Taq polimersa y 500ng de ADN en un volumen total de
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25yl. Para las regiones del virus sélo cambio la concentracion de MgCI2 (2.0mM para

MY, 3.0mM para L1C1 y 3.5mM para GP) y 1U de enzima para la region GP.

Oligo Secuencia Localizacion Regi6n Tamaiio (pb)

P13 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAG-3 5203130 forward ,

P14 5-CCACTTGCACCTACTTCAAC-3' 5203360 reverse B-globina 230
MY/11 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3' 6582 forward Y 51
MY/09 5-CTAGTCAWAGGRRAMCCTGC-3' 7033 reverse
GP5+ |  5-TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC-3 6624 forward - »
GP6+ | 5-CTYATACTAAATGTCAAATAAAAAG-3 6765 reverse

L1 5-CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT-3 5609 forward ¥ 250
L2 5-GTTATGTCTCATAAATCCCAT-3' 5861 reverse

Como control positivo experimental se utiliz6 una mezcla de muestras ya tipificadas

de VPH16 y como control negativo experimental PBS en lugar de ADN.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador de ADN (Gene Amp PCR

System 9700; Applied Biosystems, Carlsbad, CA) con el siguiente ciclaje:

B-globinay MY GP L1C1
94°C - 2:30min 94°C - 5:0min 94°C - 2:30min
40 ciclos 40 ciclos 40 ciclos
94°C - 0:30min 94°C - 1:00min 94°C - 0:30min
55°C - 0:30min 40°C - 2:00min 45°C - 0:30min
72°C - 0:30min 72°C - 1:30min 72°C - 0:30min
72°C - 5:00min 72°C - 4:00min 72°C - 5:00min

Los fragmentos de ADN obtenidos de la PCR se visualizaron por medio de un gel de

agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y revelado con luz ultravioleta, utilizando

el marcador de peso molecular de 1Kb plus de InvitrogenMR. Se cuantifico el ADN

utilizando espectrofotometro a A260 y se evalud su calidad por la relacion A260/A280

mayor de 1.7.

Para confirmar el tipo HPV18 y determinar las variantes del VPH16 se amplificaron 3

regiones utilizaron los siguientes oligos:
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Oligo Secuencia Localizacion Region Tamafio (pb) ‘
F478 5-CGACGATTTCACAACATAGC-3' 478 forward
R796 5-TCACACTTACAACACATACAC-3’ 796 reverse EG/ET HPV18 318
F83 5-ATGCACCAAAAGAGACTGC-3’ 83 forward
R858 5-TTATTGTTTCTGAGAACAG-3' 858 reverse EGIET HPV1E 75
FMY 5-GCACAGGGCCACAATAATGG-3' 6584 forward L1 (MY) 451
RMY 5-CGTCCTAAAGGAAACTGATC-3' 7035 reverse
FLCR 5-TATTTTGGAGGACTGGAATTTT-3 6829 forward LCR 1188
RLCR | 5-TCTGTGCATAACTGTGGTAACTTTCTG-3' 156 reverse \

Se utilizaron 500 ng de ADN de la muestra para obtener un volumen final de 25ul que
contenia 20 mM de Tris-HCI (pH 8,8), 2 mM MgClI2, 50 mM de KCI, 1 mM de DTT,
200 mM de dATP, dTTP, dGTP y dCTP y 1 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen,
Camairillo, CA, EE.UU.). El termociclador se programé con los parameteos utilizados

para B-globina y MY.

SECUENCIACION Y TIPIFICACION

La secuenciacion automatizada se basa en el uso de dideoxinucledtidos trifosfato
(ddNTP) marcados con diferentes fluoréforos. Las reacciones de sintesis de cada
base se realiza en un mismo tubo y los productos se separan por tamafio a lo largo
de una electroforesis capilar. Un laser lee y registra la sefial de cada
dideoxinucledtido marcado con su fluoréforo correspondiente como picos alternantes,
y finalmente una computadora guarda la informacion de la secuencia nucleotidica y

del electroferograma obtenido.

Los tipos de VPH vy las variantes de VPH16 fueron identificados utilizando el
analizador genético ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems) y el kit comercial
BigDye Terminator Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Las secuencias de las
muestras positivas se analizaron con el programa SeqScape (Applied Biosystems,
City, CA, USA), Ia ClustalWw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y el programa de similitud de secuencia

Foster herramienta de alineamiento

FASTA [98, 99], el cual calcula el porcentaje de similitud delas secuencias
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exploradas con las secuencia reportadas de los VPHs. El porcentaje de identidad

promedio de estas secuencia para los tipos de VPH fue del 98.7% (91-100%).

Las secuencias obtenidas de las tres regiones de VPH16 se alinearon con las
siguientes secuencias de referencia de las variantes especificas: NC_001526.4
[secuencia de referencia (7906 pb), sublinaje A1], AF536179 (sublinaje A2),
AY686579 (sublinaje D2) y AF402678 (sublinaje D3). La identificacion de los
sublinaje de VPH16 se basoé en la variante de un solo nucleétido (SNV, por sus siglas
en inglés) de las posiciones propuestas por Yamada [100] y Burk [101]. Para la
determinacion de las variantes D utilizamos los SNV diagnosticos en LCR, posiciones
7507 y 7743 [78], y en MY, posiciones 6803 y 6862 [100]. La reproducibilidad de los
ensayos de VPH16 fue del 99.2% vy la identidad de sus variantes fue del 97.6% (91-
100%).

Cuando se identificaton diferentes tipos virales con los oligos universales y

especificos, esas muestras fueron consideradas con doble infeccion.
CUESTIONARIO DE DATOS CLINICOS

Se aplicd un cuestionario cerrado con respuestas cualitativas, dicotdmicas y
politbmicas, y cuantitativas, para poder obtener los siguientes datos de las pacientes
incluidas en el estudio: edad al momento del diagnostico, edad de inicio de vida
sexual activa, numero de parejas sexuales, estado civil, numero de hijos, edad en el
primer embarazo, uso de anticonceptivos orales, consumo de tabaco y asistencia al
programa de diagndstico oportuno de cancer cervical. Cada una de estas variables
se dividio en dos grupos, de acuerdo al riesgo reportado en CC. La variable de
menor riesgo se utilizé como referencia (asterisco en las Tablas 3, 4 y 5).

ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar la edad de las paciente se utilizé la mediana y el rango intercuartil (RIQ

= 25-75%), y la prueba U de Mann-Whitney para evaluar la significancia estadistica
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entre los grupos. El analisis de frecuencia de los VPH y variantes de VPH16 y los
factores de estilo de vida entre grupos se hizo mediante la prueba de chi-cuadrada
de Pearson o la prueba exacta de Fisher. La frecuencia de los tipos de VPH y
variantes de VPH16 por edad de las pacientes se analizé considerando intervalos de
edad y la tendencia resultante se comparé mediante la correlacion de Spearman o
prueba de tendencias Cochran-Armitage. Para investigar si los tipos de VPH y
variantes de VPH16 y los factores de estilo de vida se asocian de forma
independiente con la edad de presentacion del CC, se utilizé un modelo de regresion
logistica (LRM, por sus siglas en inglés) con resultado dicotémico (grupos de edad) y
las variables explicativas (tipos de VPH o variantes de VPH16 y los factores de estilo
de vida). Para el analisis de los tipos de VPH se agruparon los tipos 16, 18,45y 39y
se consideraron la referencia de la variable explicativa para el diagnostico tardio de
CC; los otros VPH inluyen los casos positivos para otros VPH y los casos negativos.
Para el analisis de las variantes de VPH16, los casos VPH16 negativos se
consideraron la referencia de la variable explicativa, que incluyeron las muestras
negativas y las muestras positivas para otros VPH distintos del tipo 16. La asociacion
se expres6 como razon de riesgo (OR, por sus siglas en inglés) y el intervalo de
confianza (IC) del 95%. La diferencia se considerd estadisticamente significativa con
un valor de P <0.05. Todas las pruebas estadisticas se realizaron utilizando los
programas Sigma Plot (Systat Software, Inc., San José, CA, EE.UU.) o SPSS ver. 20
(SPSS, Inc., Chicago, IL, EE.UU.).

RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA EDAD DE LAS PACIENTES CON CC.

La edad de las pacientes con CC (n = 462) varié ampliamente, con una mediana de
49 afos (RIQ 41-60). La distribucion de la frecuencia en intervalos de 5 afios mostré

un pico en el intervalos de 46-50 afos, sin un distribucidon normal sesgada
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ligeramente a la derecha (Figura 5A). La mayoria de los casos se concentraron entre

los intervalos 41 a 55 afos (n = 198, 42.9%), 108 casos (23.4%) en los intervalos

FIGURA 5. Distribucion por edad de las pacientes con CC.

Distribucién de la frecuencia (n) por edad de las pacientes con CC (n = 462) dividido en intervalos de 5
afios de acuerdo al tipo histolégico (A). La frecuencia de la edad de las pacientes con CC se dividi6 en
tres grupos: =40 afios, 41-55 afios y >50 afios, de acuerdo al estadio FIGO (B). Cancer cervicouterino
epidermoide (CCE), adenocarcinoma (ACC), carcinoma adenoescamoso (CAE), carcinoma
indiferenciado (IND).
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inferiores (<40 afios) y 156 casos (33.8%) en los intervalos superiores (=56 afios).
Aunque la mediana edad de las pacientes con CCE (n = 386) y ACC (n = 63) fue
casis la misma (49 y 49.5 anos, respectivamente), las pacientes con CCE alcanzaron
un pico antes que las pacientes con ACC (41-45 vs. 46-50 anos). Al considerar el
estadio FIGO, se observé mayor frecuencia de Il y Ill / IV en las mujeres de mayor
edad que en las jovenes (Figura 5B). La distribucion de la edad de las mujeres sanas
fue muy similar que la de los casos (mediana 49 afos, RIQ 41-58) al tratarse de una
muestra pareada.

FRECUENCIA DE LOS TIPOS DE VPH EN CC Y EN CERVIX SANO.

De los 462 casos analizados de CC, 455 (98.4%) fueron positivos para al menos un

TABLA 1. Frecuencia de las infecciones por VPH simples y dobles en pacientes con
CC (n =462) y en mujeres sanas (n = 462).

Frecuencia: n (%)

Tipo deVPH Casos Controles
Infeccion simple  Infeccion doble Total Total
VPH16 214 (46.3) 21 (4.5) 235 (50.9) 19 (4.1)
VPH18 48 (10.4) 14 (3.0) 62 (13.4) 3 (0.6)
VPH45 31 (6.7) 2(0.4) 33 (7.1) 3 (0.6)
VPH31 19 (4.1) 3 (0.6) 22 (4.8) 12 (2.6)
VPH58 13 (2.8) 3 (0.6) 16 (3.5) 3 (0.6)
VPH59 15 (3.2) 1(0.2) 16 (3.5) 1(0.2)
VPH33 13 (2.8) 1(0.2) 14 (3.0) 0
VPH51 12 (2.6) 1(0.2) 13 (2.8) 1(0.2)
VPH56 8 (1.7) 1(0.2) 9(1.9) 1(0.2)
VPH52 7 (1.5) 1(0.2) 8 (1.7) 0
VPH6 1(0.2) 5(1.1) 6 (1.3) 2 (0.4)
VPH53 3 (0.6) 2(0.4) 5(11.1) 2 (0.4)
VPH69 3 (0.6) 2(0.4) 5(1.1) 0
VPH35 5(1.1) 0 5(1.1) 0
VPH39 5(1.1) 5(1.1) 0
VPH11 5(1.1) 0 5(1.1) 3 (0.6)
Otros VPH? 16 (3.4) 18 (3.9) 34 (7.3) 22 (4.8)
Negativos 7(1.5) 390 (84.4)
Todos 417 (90.3) 38 (8.2) 455 (98.5) 72 (15.6)

a. Incluye los tipos VPH 68, 51-like, 66, 26, 39-like, 42, 61, 70, 73, 82, 82-like.
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VPH, 417 (90.3%) tenian infeccion simple y 38 (8.2%) tenian infeccion multiple.
VPH16 fue el tipo mas frecuente (50.9%) tanto en infecciones simples como dobles,
seguido en orden decreciente por VPH18 (13.4%), VPH45 (7.1%), VPH31 (4.8%),
VPH58 (3.5%), VPH 59 (3.5%), VPH33 (3.0%), VPH51 (2.8) y otros VPH con una
frecuencia menor del 2% (Tabla 1). Once mujeres con CC (2.3%) tenian infeccion
simple por un virus de bajo riesgo, incluyendo VPH6 (n = 1), VPH11 (n = 5), VPH42
(n=1), VPH61 (n = 1)y VPHB9 (n = 3).

Solo 15.6% (n = 72) de la mujeres sanas tuvieron infeccién por VPH, como infeccion
simple. También HPV16 fue el mas frecuente (4.1%), seguido de VPH31 (2.6%); la

frecuencia del resto de los tipos de VPH fue menor del 1%.

Se identificaron tres grupos de pacientes con doble infeccion por VPH. El primer
grupo tenia infeccion por dos de los tres tipos de VPH mas frecuentes, 16, 18 o 45.
El segundo grupo tenian infeccion por VPH16, 18 o 45, ademas de otros VPH. El
tercer grupo infeccion por otros VPH diferentes a 16, 18 y 45 (Tabla 2) que incluye al
menos uno de alto riesgo. La frecuencia acumulada de los virus relacionados con la
vacuna tetravalente (VPH16, 18, 31 y 45), incluyendo infeccion simple y doble, fue
del 74% (342/462).

ANALISIS DE LOS TIPOS DE VPH POR EDAD

La mediana de la edad de las pacientes con CC infectadas por al menos un VPH fue
de 49 afios (RIQ 41-60). Se observé variacion en la edad de las pacientes segun el
tipo viral (Tabla 2), siendo mas jévenes las pacientes infectadas por VPH 39 (43
anos, RIQ 40-50) y de mayor edad las pacientes infectadas por VPH 52 (60 afios,
RIQ 49-62). Aunque las pacientes infectadas por VPH16 (47 afos, RIQ 39-58),
VPH18 (47 afios, RIQ 40-57.5) y VPH45 (47 anos, RIQ 40-55) fueron mas jovenes
que las infectadas por VPH 31 (51 afos, RIQ 44.5-58.5), estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P > 0.05, prueba U de Mann-Whitney). Sin embargo,
cuando la edad de las pacientes infectadas por VPH16, 18, 45y 39 (n = 298) fue
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TABLA 2. Mediana de la edad de las pacientes con CC y el tipo de VPH (n = 462).

Tipo de VPH Mediana (RIQ; n)?
Infeccion simple
VPH16 47 (39-58; 214)
VPH18 47 (40-57.5; 48)
VPH45 47 (40-55; 31)
VPH31 51 (44.5-58.5; 19)
VPH59 53 (45-62; 15)
VPH58 55 (49-63; 13)
VPH51 53 (45-60; 12)
VPH33 56 (45-69; 13)
VPH56 57 (46-70.5; 8)
VPH52 60 (49-62; 7)
VPH35 44 (41.5-49.5; 5)
VPH11 43 (36.5-56; 5)
VPH39 43 (40-50; 5)
Otros VPH" 55 (45.5-65; 22)
Todos 49 (41-60; 417)
Doble infeccién
Dos de cualquiera VPH16, 18 0 45 46 (43-52; 9)
Cualquiera VPH16, 18 0 45 mas otro VPH 54.5 (48-65; 20)
Otros VPH diferente a 16, 18 0 45 66 (59.5-74; 9)
Todos 54.5 (48-66; 38)
Negativos 55 (41-65; 7)

a. RIQ =rango intercuartil (25-75%).
b. Otros VPH incluyen 6, 26, 39-like, 42, 51-like, 53, 61, 66, 68, 69, 70, 73, 82, 82-like.
La mediana del total de casos fue de 49 (41-60; 462)

comparada contra la edad de las pacientes infectadas con el resto de tipos virales (n
= 109), con excepcion de VPH11 y 35, la diferencia fue estadisticamente significativa
(P 0.001, prueba U de Mann-Whitney).

La edad de las pacientes con doble infeccion (54.5 anos, RIQ 48-66) fue mayor que
la edad de las pacientes con infeccion simple (49 afos, RIQ 41-60) y

estadisticamente significativa (P 0.015, prueba U de Mann-Whitney).

La distribucidn de la frecuencia de los VPH se estudiaron en tres grupos en relacion
a la edad de presentacion del CC (Figura 6): pacientes jévenes (<40 afos), pacientes
de mediana edad (41-55 anos), y pacientes mayores (=55 afios). La frecuencia de los
VPH 16, 18, 45 y 39 (Figura 6A) como infecciones simples disminuy6 desde el grupo
de pacientes jovenes hasta el grupo de pacientes mayores; sélo la tendencia del
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VPH16 fue estadisticamente significativa (P = 0.01, prueba de tendencia Cochran-
Armitage). La frecuencia agrupada de VPH16, 18, 45 y 39 en las pacientes jovenes
fue de 81.5%, mientras que en las pacientes de mediana edad y mayores disminuy6
63.6% y 545% (P = 0,0001, prueba de tendencia Cochran-Armitage),
respectivamente. Por el contrario, la frecuencia agrupada del resto de tipos de VPH
aumentd desde las pacientes jovenes (16.7%) a las pacientes de mayor edad
(44.2%; P = 0.0001, prueba de tendencia Cochran-Armitage).

Para observar estas tendencias con mas detalle, la distribucion de la frecuencia del
tipo viral en relacion con la edad de presentacion del CC fue analizada en intervalos
de 5 afos. (Figura 7). Para el VPH16 como infeccion simple, el pico maximo (63.2%)
se encontré a los <35 afos, con una disminucidn gradual hasta los 56 - 60 afos
(31.1%; r = -0.899, P = 0.017, correlacion de Spearman), con un segundo pico
(562.5%) a los 61-65 afios, también con una disminucion gradual posterior (r = -0.68,
P = 0.032, correlacién de Spearman). Por el contrario, la tendencia de las frecuencia
de las infecciones unicas distintas a VPH16, 18, 45 y 39 mas las infecciones dobles
fue creciente, desde las mujeres mas jévenes (15.8%) a las mayores (46.2%) (r =
0.75, P = 0.01, correlacién de Spearman).

FRECUENCIA DE LOS VPH EN RELACION AL TIPO HISTOLOGICO Y ESTADIO
FIGO

Las frecuencias de los tipos de VPH fueron muy similares en el total de casos de
CCE y ACC (Figuras 6B, 6C). Sin embargo, en el analisis por grupos de edad, en las
mujeres jovenes con ACC, el VPH16 fue mas frecuente que con SCC (75% vs.

FIGURA 6. Frecuencia de los tipos de VPH en las pacientes con CC por edad.

La figura muestra la frecuencia relativa (%) de los tipos de VPH en las pacientes con CC de acuerdo a
la edad de diagndstico en los grupos <40 afios, 41-55 afos y >50 afios. El panel A incluye todas las
muestras, el panel B las pacientes con CC de tipo epidermoide y el panel C las pacientes con CC de
tipo adenocarcinoma. Las barras identificadas como VPH16, 18, 45, 31 y 39 incluyen infecciones
simples de estos virus. Otros VPH incuyen infecciones simples de los tipos 6, 11, 26, 33, 35, 42, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 69, 70, 73, 82, 39-like, 51-like, 82-like y las infecciones dobles.
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56,3%; P = 0.0001, prueba exacta de Fisher); no se encontraron casos positivos a
VPH45, 39, 31 ni casos negativos y la frecuencia del resto de los tipos virales fue
muy baja. Como era de esperarse, la tendencia en los casos de CCE fue muy similar
a la observada en el total de las muestras, ya que este tipo histologico representa el
83.5% de los casos estudiados. En los ACC, la tendencia de VPH16 y VPH18
siguieron una curva en U, con mayor frecuencia en las pacientes jovenes, una
disminucién en las pacientes de mediana edad y aumento en las pacientes de mayor
edad. En los casos de CC estadios FIGO I/ll, las frecuencias de los tipos de VPH
fueron muy similares a las observadas en el total de las muestras. Mientras que en
estadios Ill/IV, la tendencia de VPH16 cayd drasticamente, inversamente a la
tendencia de los tipos virales distintos de VPH16, 18, 45y 39 (Figura 8).

ANALISIS DE FACTORES DE ESTILO DE VIDA SEGUN EDAD DE
PRESENTACION DE CC Y LOS TIPOS DE VPH

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de la

FIGURA 7. Distribucion de los tipos de VPH en intevalos de 5 afios de la edad de las
pacientes con CC.

La figura muestra la distribucion de la infeccion simple de VPH16 (circulos azules), de la infeccion
simple de VPH 18, 45 y 39 agrupadas (circulos verdes) y de la infeccién simple de los otros VPH (ver
figura 5), VPH31 y las infecciones dobles (circulos naranjas) en intervalos de 5 afios de la edad de las
pacientes con CC (n=462).
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FIGURA 8. Frecuencia de los tipos de VPH en las pacientes con CC por edad y
estadio FIGO.

La figura muestra la frecuencia relativa (%) de los tipos de VPH en las pacientes con CC de acuerdo a
la edad de diagndstico en los grupos <40 afos, 41-55 afios y >50 afos y al estadio FIGO. El panel A
incluye las pacientes con estadio FIGO I/l y el panel B las pacientes con estadio FIGO Ill/IV. Las
barras identificadas como VPH16, 18, 45, 31 y 39 incluyen infecciones simples de estos virus. Otros
VPH incuyen infecciones simples de los tipos 6, 11, 26, 33, 35, 42, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 61, 66, 68,
69 70, 73, 82, 39-like, 51-like, 82-like y las infecciones dobles.
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frecuencia de los siguientes factores de alto riesgo de estilo de vida de las pacientes
con CC (Tabla 3): edad de inicio de vida sexual activa, numero de parejas sexuales,
edad del primer embarazo, uso de anticonceptivos y asistencia al programa DOC. En

TABLA 3. Factores del estilo de vida de las pacientes con CC por edad (n = 462).

Factores de estilo Grupos de edad: % (n) Total valor de P
de vida <40 41-55 >55
Edad de inicio de vida sexual activa®

>18* 10.2 (11) 28.4 (55) 31.8 (49) 25.2 (115)

<18 89.8 (97) 71.6 (139) 68.2 (105) 74.8 (341) <0.0001
Total 100 (108) 100 (194) 100 (154) 100 (456)

Numero de parejas sexuales®
1* 32.7 (35) 40.5 (79) 53.2 (82) 43 (196)

22 67.3 (72) 59.5 (116) 46.8 (72) 57 (260) 0.003
Total 100 (107) 100 (195) 100 (154) 100 (456)

Estado civil®

Casada* 47.2 (51) 45.4 (89) 40.6 (63) 44.2 (203)

Otros* 52.8 (57) 54.6 (107) 59.4 (92) 55.8 (256) 0.51
Total 100 (108) 100 (196) 100 (155) 100 (459)

Nuamero de hijos®
3+ 57.1 (60) 33 (64) 14.7 (22) 32.5 (146)

24 42.9 (45) 67 (130) 85.3 (128) 67.5 (303) 0.55
Total 100 (105) 100 (194) 100 (150) 100 (449)

Edad del primer embarazo

>19% 38.9 (42) 50 (99) 63.5 (99) 51.9 (240)

<19 61.1 (66) 50 (99) 36.5 (57) 48.1 (222) <0.0001
Total 100 (108) 100 (198) 100 (156) 100 (462)

Uso de anticonceptivos

No* 73.1(79) 75.8 (150) 87.8 (137) 79.2 (366)

Si 26.9 (29) 24.2 (48) 12.2 (19) 20.8 (96) 0.004
Total 100 (108) 100 (198) 100 (156) 100 (462)
Tabaquismo

No* 81.5 (88) 78.3 (155) 76.9 (120) 78.6 (363)

Si 18.5 (20) 21.7 (43) 23.1 (36) 21.4 (99) 0.67
Total 100 (108) 100 (198) 100 (156) 100 (462)

Asistencia al programa DOC

Si*d 40.7 (44) 40.9 (81) 22.4 (35) 34.6 (160)

No 59.3 (64) 59.1 (117) 77.6 (121) 65.4 (302) <0.0001
Total 100 (108) 100 (198) 100 (156) 100 (462)

a. Prueba chi-cuadrada de Pearson.

b. Falta la informacién de 6 pacientes.

c. Falta la informacién de 3 pacientes.

d. Incluyen divorciadas, solteras, viudas y en unién libre. Falta la informacion de 4 pacientes.

e. Falta de informacién de 13 pacientes.

f. Incluye nuliparas.

g. Pacientes que han asistido por lo menos una vez al programa de diagndstico oportuno de cancer (DOC).
* Factor con menor riesgo y de referencia.
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todos estos factores, excepto asistencia al programa DOC, la mayor frecuencia del
factor de riesgo se presentd en las mujeres <40 afos, siguiendo una tendencia
decreciente a medida que aumenta el rango de edad; mientras que el factor de bajo
riesgo (variable con asterisco en la Tabla 3) tuvo una tendencia inversa. Por lo tanto,
la ausencia de los factores de alto riesgo pudieran estar asociados con el inicio tardio
del CC.

TABLA 4. Asociacion de los factores del estilo de vida y los tipos de VPH para
retrasar la edad de presentaciéon del CC.

Grupos de edad: % (n)
Factor

OR (95% IC)? valor de P

<40 =41

Infeccion por VPH
Otros VPH®* 16.9 (18) 41.2 (146) 2.9 (1.6-5) 22x10™
VPH16,18,45,39 83.1 (88) 58.8 (208) 1

Total 100 (108) 100 (354)

Edad de inicio de vida sexual activa®
>18* 10.2 (11) 29.9 (104) 2.5(1.2-5.2) 0.02
<18 89.8 (97) 70.1 (244) 1

Total 100 (108) 100 (348)

Nuamero de parejas sexuales®

1* 32.7 (35) 46.1 (161) 1.7 (1.1-2.8) 0.03

22 67.3 (72) 53.9 (188) 1

Total 100 (107) 100 (349)

Edad del primer embarazo
>19*¢ 38.9 (42) 55.9 (198) 1.5 (0.9-2.4) 0.13
<19 61.1 (66) 44 .1 (156) 1

Total 100 (108) 100 (354)

Uso de anticonceptivos
No* 73.1(79) 81.1 (287) 1.2 (0.7-2.1) 0.48
Si 26.9 (29) 18.9 (67) 1

Total 100 (108) 100 (354)

Asistencia al programa DOC
Si*® 40.7 (44) 22.4 (35) 0.77 (0.5-1.2) 0.28
No 59.3 (64) 77.6 (121) 1

Total 100 (108) 100 (156)

a. El grupo de pacientes <40 afios fue considerado el de referencia y la razéon de riesgo (OR) fue calculada
utilizando un modelo de regresién logistica incluyendo todos los factores significativos de la Tabla 3; variable
de referencia (OR = 1); IC = intervalo de confianza del 95%.

b. Otros VPH incluyen las infecciones simples de otros tipos diferentes a VPH16,18, 45y 39, las infecciones
dobles y los casos negativos.

c. Falta la informacién de 6 pacientes.

d. Incluye nulipatas.

e. Pacientes que han asistido por lo menos una vez al programa de diagndstico oportuno de cancer (DOC).

* Factor con menor riesgo y de referencia.
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Para investigar si estos 5 factores del estilo de vida de las pacientes y los tipos
virales diferentes a VPH16, 18, 45 y 39 estaban asociados independientemente con
el retraso del inicio de CC, se utilizé el LRM. Ya que los cambios en la frecuencia de
los tipos de VPH y factores del estilo de vida fueron mas notorios entre los dos
primeros grupos de edad (<40 y 41-55 afos), el anadlisis se realiz6 en dos grupos:
<40 y 241 afos; el primer se consider6 el grupo de referencia (Tabla 4). Sélo la
infeccion por los tipos virales diferentes de VPH16, 18, 45y 39 (OR: 2.9, IC 95%: 1.6-
5), la edad <18 afos del inicio de vida sexual activa (OR: 2.5, IC 95%: 1.2-5.2) y 22
parejas sexuales (OR: 1,7, IC del 95%: 1,1-2,8) se asociaron significativamente al
inicio tardio de CC (P <0.05, chi-cuadrada de Wald).

FRECUENCIA DE LAS VARIANTES DE VPH16 EN CC Y EN CERVIX SANO.

Como ya se menciond, la frecuencia de VPH16 en CC fue del 50.9% (235/462),
incluyendo solo los sublinajes europeos A1/2 (31.1%), y los sublinajes asiaticos-
americanos D2 (10.8%) y D3 (8.9%) (Figura 9A). Estas frecuencias fueron similares a
las reportadas anteriormente en CC [96]. La frecuencia de VPH16 en el cérvix de
mujeres sanas fue del 3.7%, 2.8% correspondi6 a A1/2 y 0.4% a cada variante D2 y
D3 (Figura 9D). No se encontr6 alguna muestra positiva para mas de una variante de
VPH16.

La identificaciéon de los sublinajes se realiz6 inicialmente de acuerdo con Yamada
[100] utilizando las regiones de E6 y MY (Figura 10). Posteriormente, confirmamos
estos hallazgos analizando la mayoria de las posiciones en E6 (n = 13) y LCR (n =
21) propuesta por Burk [101]. Encontramos algunas novedades interesantes en E6 y
LCR de los linajes AA. Las 13 posiciones en E6 de los linajes AA en nuestras
muestras fueron idénticas a las reportadas por Burk. Sin embargo, la posicion 183,
no incluida en la clasificacion de Burk, era una posicion variable en D2 pero no en
D3. La mayoria (92%, 46/50) de los casos positivos a D2 cambid T por G (Figura 10)
en esta posicién, resultando isoleucina a arginina en la proteina (I127R). En LCR,
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FIGURA 9. Frecuencia de las variantes de VPH16 en las pacientes con CC y las mujeres sanas de acuerdo con la edad.
La figura muestra la frecuencia relativa (%) de las variantes de VPH16 en las pacientes con CC y las mujeres sanas en tres grupos de edad 240,
41-55, y >55 afios. Panel A, todas las pacientes; panel B, pacientes con carcinoma epidermoide; panel C, pacientes con adenocarcinoma; y panel
D, mujeres sanas. Las barras identificadas como otros VPH incluyen los casos positivos a otros VPH diferentes del tipo 16
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E6 L1 (MY) LCR

00000D0DO0DO0O0O0OODOO0OO 6666666666 6666 7777777777777 77770000
Nucleotide 1 1 111112223345 6788888389999 99 4456677777 888888380000
03344788893503 9202566603567 9 88068234628 72333478722338
91235836955032 51364258418504 5979990346647 926¢64513
Reference T AGCGTTTATCTAA AGACCTCAATCACG AGACCAATCCGGAAGCCCTCA n(T/Q
G - - B T ———————— T
G - - - B e
- - - -G - - - - ...
Y S e - oo oo oo - - - B T
A1/A2 LT 6 . L ) 2 =
- - - e B T
- - - - T - - - - - - oo - - o - - - 1210
P (-7
- - -T-6AG-TG-G6G CA--TCT=-----TA CAGTAT - -TT=------G- - - - 34
D2 ---T-6AG-TG-G6 CA--TCT=--=---TA CAGTAC - -TT=--=----G=---- 10
---T--AG-TG-6 CA--TCT=-----TA CAGTAT - -TT---=---G---- 200
- - - -T--AG-T6-G6G CA--TCT=-----TA CAGTAC --TT=------G----_200
D3 ----T--AG-T6-G6G CAT-T-T~=-----TA CA-TAC-GTT=------6°-- - - 412

FIGURA 10. Cambios en la secuencia de nucleétidos en las regiones E6, L1 (MY) y LCR de las variantes A1/2, D2 y D3
de VPH16.

La figura muestra los cambios en la secuencia de los nucleétidos en las regiones E6, L1 (MY) y LCR que fueron amplificadas en 235 muestras de
ADN de CC positivos a VPH16. La variaciéon de las posiciones de los nucleétidos estan colocadas verticalmente. La determinacién de las
variantes se realizd de acuerdo a Yamada [100] y Burk [101]. El panel E6 muestra 14 posiciones, todas utilizadas por Burk y Yamada menos una
(183) por Burk. El panel LCR muestra 21 posiciones, todas utilizadas por Burk y Yamada. El panel MY muestra 14 posiciones utilizadas por
Yamada. La posicién en la secuencia que no se modifica en cada variante esta indicada con un guion. El nimero (n) de muestras de CC (T) y
cérvix normal (C) positivas para cada variante se muestra a la derecha. La secuencia de VPH16 (7906pb) anotada como NC_001526.4 en el
GenBank, se utilizé como secuencia de referencia para todos los alineamientos. Las secuencias de referencia utilizadas para clasificar los
sublinajes especificos fueron las siguientes: NC_001526.4 (sublinaje A1), AF536179 (sublinaje A2), AY686579 (sublinaje D2) y AF402678
(sublinaje D3). Ademas, para la clasificacién de las variantes de D, utilizamos los SNV diagndsticos en LCR, posiciones 7507 y 7743 [78], y en
MY, posiciones 6803 y 6862 [100].
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todas las posiciones excepto una (7729) estuvieron de acuerdo con la secuencia
propuesta por Burk y Yamada. En esta posicidon, encontraron un cambio de A a C en
los sublinajes D2 y D3. En el presente estudio, todos los casos positivos a D3
tuvieron el mismo cambio (41/41). Sin embargo, en la mayoria de los aislados D2
(72%, 36/50) esta posicion cambiéo de A a T en lugar de A a C (28%, 14/50). Las
variaciones en estas dos posiciones no fueron diferentes entre los casos y los

controles.

ANALISIS DE LAS VARIANTES DE VPH16 POR EDAD

La mediana de la edad de las pacientes con CC positivas a VPH16 fue de 49 afios
(RIQ = 41-60). Sin embargo, se observaron grandes variaciones en la edad de las

FIGURA 11. Distribucion de la edad de las pacientes con CC y variantes de VPH16.
El diagrama de cajas muestra la distribucién por edad de las pacientes con CC clasificadas por las
variantes de VPH16. Los bordes superiores e inferiores de las cajas representan los cuartiles 75 y 25
respectivamente. La linea sélida y la linea punteada dentro de las cajas representan los valores de la
mediana y la media, respectivamente. Los bigotes representan los valores maximos y minimos que se
encuentran 1.5 veces del rango intercuartil del limite de la caja. Los valores fuera de rango esta
representados por circulos negros. La significancia estadistica de la diferencia de las medianas entre
el grupo D2 y los otros grupos se determind con la prueba U de Mann-Whitney (*P < 0.001, **P <
0.002). Las cajas etiquetadas como VPH16 negativos incluyen las muestras positivas para otros virus
diferentes a VPH16 (n = 220) y los casos negativos (n = 7).
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pacientes en relacion a las variantes. La mediana de la edad de las pacientes
positivas para D2 (40, RIQ = 34-52 afios) fue de 9 y 14 anos inferior a la de las
pacientes positivas para A1/2 (49, RIQ = 41-61 anos; P <0.002, prueba U de Mann
Whitney) y D3 (54, RIQ = 44-62 anos; P <0.001, prueba U de Mann Whitney),
respectivamente (Figura 11).

También se estudid la frecuencia por edad de las variantes de VPH16 en las
pacientes con CC divididos en los tres grupos de edad: pacientes jovenes (<40
anos), pacientes de mediana edad (41-55 afios) y pacientes mayores (=56 afios)
(Figura 9A). La frecuencia de las variantes A1/2 fue relativamente constante (~ 32%)
en los tres grupos de edad, con una pequefa disminucién no significativa en el grupo
de mayor edad. En contraste, la frecuencia de las variantes del linaje D no fue
uniforme entre los grupos, y la tendencia fue inversa para las variantes D2 y D3. Si
bien la frecuencia de D2 fue muy alta en las pacientes jovenes (24.1%) y muy baja
en pacientes mayores (6.4%), la frecuencia de D3 fue muy baja en pacientes jovenes
(4,6%) y aumenté en pacientes mayores (10.9%).

FIGURA 12. Frecuencia de las variantes de VPH16 en intervalos de 5 afios.

La figura muestra la frecuencia relativa (%) de las infecciones por VPH16 en todos los casos (n = 462)
de CC y segregados por las variantes D (D2 y D3) y A1/2, en intervalos de 5 afios de la edad de las
pacientes. La disminucién en la frecuencia de los casos VPH16 y D2 positivos hasta el intervalo de 51-
55 afios fue estadisticamente significativa (P < 0.05, correlacién de Spearman).
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Para investigar si los diferentes componentes de la curva de VPH16 (circulos azules
en Figura 7) se asociaron con alguna variante especifica, la tendencia de las
frecuencias también se analizé en intervalos de 5 afios (Figura 12). En el pico mas
alto (=35 afios), la frecuencia de las variantes D fue mayor que la de las variantes
A1/2 (33.3% vs. 29.8%), debido principalmente a la alta frecuencia de D2 (26.3%). La
disminucion gradual de la frecuencia de VPH16 hasta el intervalo de 51-55 afios (r =
0.89, P <0.05, correlacién de Spearman) se debi6 esencialmente a la disminucion de
la frecuencia D2 (r = 0.94, P <0.05, correlacion de Spearman), ya que la frecuencia
de D3 y A1/2 se mantuvo relativamente constante (~ 28 y ~ 14%, respectivamente)
en estos intervalos. La disminucion de la frecuencia de VPH16 en el intervalo de 56-
60 anos y el aumento en el intervalo de 61-65 anos fue provocada por el cambio en
la frecuencia de A1/2. La frecuencia de A1/2, D2 y D3 permanecio relativamente
constante (~ 32%, 6% y 11%, respectivamente) en los ultimos intervalos. En la
muestra de mujeres con cérvix sano, la frecuencia de VPH16 y las variantes
individuales, principalmente A1/2, disminuyd del grupo de mujeres jovenes al de
mujeres de mayor edad (Figura 9D). Sin embargo, no pudimos examinar la
distribucion en intervalos de 5 afios debido al pequefio numero de controles positivos
para VPH16 (n = 17).

FRECUENCIA DE VARIANTES DE HPV16 SEGUN EL TIPO HISTOLOGICO

La distribucion de las variantes de VPH16 fue radicalmente diferente entre los grupos
de ACC y CCE (Tabla 5; p <0.001, prueba de chi-cuadrada de Pearson). La
frecuencia de las variantes D fue mayor que la de las variantes A1/2 en ACC (36.5%
vs. 19%), mientras que el inverso se observo en SCC (16.6% vs 32.9%). La mediana
de edad de las pacientes positivas para diferentes variantes fue similar entre CCE y
ACC. En ambos grupos, las pacientes positivas para D2 fueron mas jovenes que las
pacientes positivas para otras variantes. Aunque la mediana de la edad de las
pacientes con ACC y D2 (40, IQR: 33-49 afos) fue dos afios menor que la de los
pacientes con CCE (42, IQR: 35-55 anos), la diferencia no fue estadisticamente

significativa.

46



ASOCIACION DE LAS VARIANTES DE VPH16 CON LA EDAD DE
PRESENTACION DE CC

Para este analisis, se consider6 la mediana de la edad de las pacientes con CC
positivas a VPH16 para determinar la asociacion las variantes de este tipo viral de la
edad de presentacion temprana de CC (< 49 afos de edad). Las pacientes mayores

(= 50 anos de edad) fue el grupo de referencia y los casos VPH16 negativos como la

TABLA 5. Asociacion de las variantes de VPH16 con la edad de presentacién de CC.

Grupos de edad: % (n)

Variantes VPH16 OR (95% IC) valor de P
<49 =50° Total

Todos los casos

VPH16 negativosb* 45.1 (105) 53.3 (122) 49.1 (227) 1

VPH16 positivos 54.9 (128) 46.7 (107) 50.9 (235) 1.4 (1-2) 0.078
A1/A2 33.0 (77) 29.3 (67) 31.2 (144) 1.3 (0.9-2) 0.176
D2 15.9 (37) 5.7 (13) 10.8 (50) 3.3 (1.7-6.6) 0.001
D3 6.0 (14) 11.8 (27) 8.9 (41) 0.6 (0.3-1.2) 0.154

Total 100 (233) 100 (229) 100 (462)

Carcinoma epidermoide

VPH16 negativosb* 46.6 (90) 54.4 (105) 50.5 (195) 1

VPH16 positivos 53.4 (103) 45.6 (88) 495 (191) 1.4 (0.9-2) 0.127
A1/A2 35.2 (68) 30.6 (59) 32.9 (127) 1.3 (0.9-2.1) 0.195
D2 13.5 (26) 5.7 (11) 9.6 (37) 2.8 (1.3-5.9) 0.009
D3 4.7 (9) 9.3 (18) 7 (27) 0.6 (0.2-1.4) 0.213

Total 100 (193) 100 (193) 100 (386)

Adenocarcinoma

VPH16 negativosb* 37.5(12) 51.6 (16) 44 .4 (28) 1

VPH16 positivos 62.5 (20) 48.4 (15) 55.6 (35) 1.8 (0.7-4.9) 0.261
A1/A2 18.8 (6) 19.4 (6) 19 (12) 1.3 (0.3-5.2) 0.678
D2 28.1 (9) 6.5 (2) 17.5 (11) 6 (1.1-33) 0.039
D3 15.6 (5) 22.6 (7) 19 (12) 1(0.2-3.7) 0.944

Total 100 (32) 100 (31) 100 (63)

Casos HPV16 positivos
A1/A2* 60.2 (77) 62.6 (67) 61.3 (144) 1
D2 28.9 (37) 12.1 (13) 21.3 (50) 2.5 (1.2-5.0) 0.013
D3 10.9 (14) 25.2 (27) 17.4 (41) 0.45 (0.2-0.9) 0.031

Total 100 (128) 100 (107) 100 (235)

La razén de riesgo (OR) fue calculada utilizando un modelo de regresion logistica; variable de referencia (OR = 1), IC intervalo
de confianza del 95%.

a. El grupo de edad =50 afios se consider el grupo de referencia.

b. VPH16 negativos incluyen los casos o controles negativos y los casos positivos a otros VPH diferentes de VPH16.
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referencia de la variable explicativa (Tabla 5).

D2 aumento 3.3 veces el riesgo de desarrollar CC antes de los 50 afios de edad (OR
= 3.3, 1C 95% = 1.7-6.6, P <0.001), en relacién con los casos que no eran positivos a
VPH16. Separando los casos de CCE y ACC, el riesgo fue mayor para ACC (OR =6,
IC 95% = 1.1-33, P <0.05) que para CCE (OR = 2.8, IC 95% = 1.3-5.9, P <0.01). Por
el contrario, A1/2 y D3 no se asociaron con mayor riesgo para desarrollar CC antes
de los 50 afos de edad en relacidn con los casos HPV16 negativos. Cuando se
evaluaron solo los casos positivos a VPH16 considerando la variante A1/2 como la
referencia de la variable explicativa, D2 aumenté el riesgo (OR = 2.5, IC 95% = 1.2-5,
P <0,05) y D3 disminuyé el riesgo (OR = 0.45, IC 95% 0.2-0.9, P <0,05) de
desarrollar CC a temprana edad.

ASOCIACION DE LAS VARIANTES DE VPH16 Y LOS FACTORES DE ESTILO DE
VIDA CON LA EDAD DE PRESENTACION DE CC: ANALISIS DE CASOS Y
CONTROLES

Considerando todos los casos de CC (n = 462) y los controles (n = 462) como grupo
de referencia (Tabla 6), VPH16 aumentd 27.1 veces el riesgo de desarrollar CC (IC
95% 16.2-45.5, P <0.0001). El linaje D confiri6 mayor riesgo que el linaje A (OR =
446 vs 21.7). Cuando D2 y D3 se compararon por separado, el riesgo para D2
aumento hasta 49 veces (P <0.0001) y de D3 disminuy6 a 40.2 veces (P <0,0001). Al
hacer el analisis por grupos de edad, el riesgo de cada variante se modificd
radicalmente (Figura 13). El riesgo conferido por D2 mostré una tendencia opuesta
en comparacion con A1/2 y D3. ElI OR de D2 alcanz6é su maximo punto en el grupo
de mujeres jévenes (78.9) y disminuyod en el grupo de mayor edad (23.5); mientras
que el OR de A1/2 y D3 mostré una tendencia inversa, disminuyendo en las mujeres
jovenes (16.4 y 29.9, respectivamente) y aumentando en las mujeres de mayor edad

(40.5y 48.9, respectivamente).

Se investigo si los factores de estilo de vida de las pacientes contribuyeron con la

48



Tabla 6. Asociacion de los factores del estilo de vida y las variantes de VPH16 con la edad de presentacion de CC.

Variantes VPH16 Grupos de edad: % (n) Total
<49 250

Factores estilo de vida Casos Controles OR (95% IC) Valor P Casos Controles OR (95% IC) Valor P Casos Controles OR (95% IC)a Valor P
VPH16 negativos® 45.1(105)  94.9 (224) 1 53.3(122)  97.8 (221) 1 49.1 (227) 96.3 (445) 1
VPH16 positivos 54.9 (128) 5.1(12) 22.8 (12.1-43) <0.0001 46.7 (107) 2.2(5) 38.8 (15.4-97.6)  <0.0001 50.9 (235) 3.7(17) 27.1 (16.2-45.5) <0.0001

A1/A2 33.0(77) 4.2 (10) 16.4 (8.2-33) <0.0001 29.3 (67) 1.3(3) 40.5 (12.5-131.3)  <0.0001 31.2 (144) 2.8(13) 21.7 (12-39.2) <0.0001

D 21.9 (51) 0.8 (2) 54.4 (13-2217.7) <0.0001 17.5 (40) 0.9(2) 36.2 (8.6-152.5)  <0.0001 19.7 (91) 0.9 (4) 44.6 (16.2-122.9) <0.0001

D2 15.9 (37) 0.4 (1) 78.9 (10.7-583.1)  <0.0001 5.7 (13) 0.4 (1) 23.5(3-182.2) <0.005 10.8 (50) 04(2) 49 (11.8-203.2) <0.0001

D3 6.0 (14) 0.4 (1) 29.9 (3.9-230.1) <0.005 11.8(27) 0.4 (1) 48.9 (6.6-364.3)  <0.0001 8.9 (41) 04(2) 40.2 (9.6-167.6) <0.0001
Total 100 (233) 100 (236) 100 (229) 100 (226) 100 (462) 100 (462)
Edad de la primera relacion sexualc

>18 18.2(42)  49.2(116) 1 324 (73)  57.1(129) 1 25.2 (115) 53 (245) 1

<18 81.8(189)  50.8 (120) 4.3 (2.9-6.6) <0.0001 67.6 (152)  42.9(97) 2.8 (1.9-4.1) <0.0001 74.8 (341) 47 (217) 3.3 (2.5-4.4) <0.0001
Total 100 (231) 100 (236) 100 (225) 100 (226) 100 (456) 100 (462)
Numero de parejas sexualesc

1 36.5 (84) 53 (125) 1 496 (112)  59.3 (134) 1 43 (196) 56.1 (259) 1

22 63.5 (146) 47 (111) 2.0 (1.4-2.8) <0.0005 504 (114)  40.7 (92) 1.5(1-2.2) <0.05 57 (260) 43.9 (203) 1.7 (1.3-2.2) <0.0001
Total 100 (230) 100 (236) 100 (226) 100 (226) 100 (456) 100 (462)
Estado civilt

Casada* 46.6 (108)  56.4 (133) 1 419(95)  56.2 (127) 1 44.2 (203) 56.3 (260) 1

Otrose 53.4 (124)  43.6 (103) 1.5(1.0-2.1) <0.05 58.1(132)  43.8(99) 1.8 (1.2-2.6) <0.005 55.8 (256) 43.7 (202) 1.6 (1.3-2.1) <0.001
Total 100 (232) 100 (236) 100 (227) 100 (226) 100 (459) 100 (462)
Numero de hijos’

39 45.6 (104)  80.1(189) 1 19 (42) 47.3 (107) 1 32.5 (146) 64.1 (296) 1

24 54.4 (124) 19.9 (47) 4.8(3.2-7.2) <0.0001 81(179) 52.7 (119) 3.8 (2.5-5.9) <0.0001 67.5(303) 35.9 (166) 3.7 (2.8-4.9) <0.0001
Total 100 (228) 100 (236) 100 (221) 100 (226) 100 (449) 100 (462)
Edad del primer embarazo

>19 43.8(102)  69.1(163) 1 60.3 (138)  75.2 (170) 1 51.9 (240) 72.1(333) 1

<19 56.2 (131)  30.9(73) 29(2-42) <0.0001 39.7 (91) 24.8 (56) 2.0(1.3-3) <0.001 48.1 (222) 27.9 (129) 2.4 (1.8-3.1) <0.0001
Total 100 (233) 100 (236) 100 (229) 100 (226) 100 (462) 100 (462)
Uso de anticonceptivos

No* 73.4(171)  80.5(190) 1 85.2(195)  80.5(182) 1 79.2 (366) 80.5 (372) 1

Si 26.6 (62) 19.5 (46) 1.5(1.0-2.3) 0.07 14.8 (34) 19.5 (44) 0.7 (0.4-1.2) 0.19 20.8 (96) 19.5 (90) 1.1(0.8-1.5) 0.62
Total 100 (233) 100 (236) 100 (229) 100 (226) 100 (462) 100 (462)
Tabaquismo

No* 80.7 (188)  83.5(197) 1 76.4 (175)  84.5(191) 1 78.6 (363) 84 (388) 1

Si 19.3 (45) 16.5 (39) 1.2 (0.8-1.9) 0.43 23.6 (54) 15.5 (35) 1.7 (1.1-2.7) <0.05 21.4(99) 16 (74) 1.4 (1.0-2.0) <0.05
Total 100 (233) 100 (236) 100 (229) 100 (226) 100 (462) 100 (462)
Asistencia al programa DOC

Si*h 39.5(92)  80.5(190) 1 29.7 (68)  79.2(179) 1 34.6 (160) 79.9 (369) 1

No 60.5 (141) 19.5 (46) 6.3 (4.2-9.6) <0.0001 70.3(161)  20.8 (47) 9.0 (5.9-13.8) <0.0001 65.4 (302) 20.1(93) 7.5 (5.6-10.1) <0.0001
Total 100 (233) 100 (236) 100 (229) 100 (226) 100 (462) 100 (462)

a. El grupo Control fue considerado como grupo de referencia; la razén de riesgo (OR) fue calculada utilizando un modelo de regresion logistica; variable de referencia (OR = 1), IC intervalo de confianza del 95%. *Factor con menor riesgo y de referencia.
b. VPH16 negativos incluyen los casos o controles negativos y los casos positivos a otros VPH diferentes de VPH16.

c. Falta la informacion de 6 pacientes. f. Falta la informacion de 13 pacientes.
d. Falta la informacion de3 pacientes. g. Incluye nuliparas.
e. Incluyen divorciadas, solteras, viudas y en union libre. Falta la informacién de 4 pacientes. h. Pacientes que han asistido por lo menos una vez al programa de diagndstico oportuno de cancer (DOC).
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FIGURA 13. Asociacién de variantes de VPH16 con la edad de presentacion de CC.
La grafica representa el resultado del modelo de regresion logistica. Los circulos representan la razén de riesgo (OR). La primera linea vertical
punteada, a la derecha del eje de las y indica el OR de 1. Las flechas indican que el intervalo de confianza (IC) estimado excede la escala de la

grafica. T = casos, C = controles.
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aparicion temprana o tardia de CC. Todos los factores de estilo de vida, excepto los
dos (uso de anticonceptivos y tabaquismo), se asociaron con CC en ambos grupos
de edad cuando se analizaron individualmente (Tabla 6). Fumar se asocié con CC
solo en los pacientes mayores. El OR de estos factores vario ligeramente entre los
grupos de edad la no asistencia al programa DOC confirié el mayor riesgo en ambos
grupos de edad. Para investigar si estos factores de estilo de vida y variantes de
VPH16 se asociaron independientemente con CC, se utilizé un LRM (resultados en
negritas en Tabla 6). Ademas de las variantes del VPH16, la edad en la primera
relacion sexual, el numero de nifios y la no asistencia al programa DOC se asociaron
independientemente con CC en ambos grupos de edad. El numero de parejas
sexuales se asoci6 independientemente solo a las mujeres jovenes. Sin embargo, la
contribucion de los factores de estilo de vida en ambos grupos de edad es minimo en
comparacioén con la variante de VPH16. De hecho, el OR de la variante D2 (78.9) se
calculd muy por encima del OR mas grande de los factores de estilo de vida en
mujeres jovenes (6.3 para no asistencia al programa DOC); igualmente el OR de las
variantes D3 y A1/2 en relacion al OR mas grande en mujeres de mayor edad (36.2 y

48.9 vs 9.0 para no asistencia al programa DOC).

DISCUSION

Aunque existen numerosas publicaciones sobre la frecuencia de VPH en mujeres
con CC, poco se ha publicado sobre la frecuencia del virus en relaciéon a la edad [81,
87, 102, 103]. En este estudio, analizamos en detalle la relacién de los tipos de VPH
y la edad de presentacion de CC. La mediana de la edad de las mujeres
diagnosticadas con CC y con infecciones simples por VPH16, 18, 45 y 39 fue 5 afos
menor que la mediana de la edad de las mujeres infectadas por otros virus. La
frecuencia de los tipos virales mostraron 3 tendencias particulares: una para el tipo
VPH16, otra para VPH18, 45 y 39 y otra para el resto de VPH. VPH16 sigui6 la
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tendencia tipica con dos picos como se ha publicado en numerosos estudios de
mujeres sanas, especialmente en Ameérica Latina y paises asiaticos [84, 104, 105]. El
primer pico se observé en pacientes jévenes (<35 afios), seguido de una tendencia
decreciente hasta los 55-60 afos; el segundo pico a los 61-65 afios, igualmente
seguido de una tendencia decreciente. La tendencia de VPH18, 45 y 39 tuvo una
tendencia inicial similar, disminuy6 paulatinamente con la edad, pero sin el segundo
pico. Por el contrario, la tendencia del resto de los tipos de VPH aument6 con la edad
de las pacientes. También demostramos que las variantes de VPH16 se asociaron
de manera diferente entre las mujeres jovenes y las mujeres mayores con CC. La
variante D2 se asocié con las pacientes <49 afios de edad y la variante D3 con
pacientes =50 anos, mientras que A1/2 se distribuy6é uniformemente entre los dos
grupos de edad. Mientras que en el estudio de casos y controles, algunos factores
del estilo de vida se asociaron a la edad de presentacion de CC temprana o tardia, el
riesgo conferido por estos factores fue muy por debajo del conferido por las variantes
de VPH16. Estos datos sugieren que el papel del virus, en especial las variantes de
VPH16 juegan un papel mucho mas importante en la presentacion temprana o tardia
del CC que los factores de estilo de vida de las pacientes.

Encontramos una gran diferencia en la frecuencia de los tipos de VPH en los grupos
de edad. La frecuencia agrupada de VPH16, 18, 45 y 39 como infeccién simple en
toda la muestra fue de 64.5%; esta aumenta a 81.5% en las pacientes jovenes y
disminuye a 54.5% en las pacientes de mayor edad. Esta diferencia (27 puntos) fue
similar pero en sentido opuesto para la frecuencia del resto de los virus: de 16.7% en
pacientes menores de 41 anos a 44.2% en pacientes mayores de 55 afios. Estas
frecuencias contrastan con la mayoria de estudios publicados en paises
desarrollados, donde la frecuencia agrupada de los VPH16, 18 y 45 esta entre 75-
80% [16, 106]. Sin embargo, esta frecuencia es consistente con publicaciones
anteriores en poblacion mexicana [107]. Estas diferencias pudieran estar
relacionadas con la edad de diagnostico de CC; en los paises desarrollados es 5 a
10 afos antes [108, 109].
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Teniendo en cuanta los VPH incluidos (16 y 18) en las vacunas comerciales
disponibles en México, el porcentaje de cobertura seria del 74.1% en mujeres
jovenes y el 55.8% en mujeres mayores de 55 anos. Estas cifras deben ser
consideradas para desarrollar mejores estrategias de prevencién de CC en México e
incluir a mujeres pre y post menopausicas. En México, la cobertura de la citologia
exfoliativa es todavia baja (66%) en comparacion con los paises desarrollados [110].
Con la introduccion de estas vacunas en las nifias se espera una disminucion
significativa en la incidencia de CC [111, 112] que quizas se vea reflejada en nuestro
pais dentro de 30 afos. Sin embargo, las mujeres vacunadas deben continuar
asistiendo al programa DOC, ya que sélo protege contra ciertos tipos virales y aun se
desconoce el tiempo que permanece la inmunidad contra ellos [113, 114].

Se ha demostrado que los VPH mas oncogénicos son 16 y 18, seguido de 45 [115,
116]. La infeccidn persistente por estos tipos virales puede evolucionar rapidamente
a CC [16, 76]. Esto podria explicar el mayor porcentaje de estos VPH en las mujeres
jovenes con CC, pero no en las mujeres de mayor edad, quienes son 15-60 afos
mayores. No se sabe si estas pacientes adquirieron la infeccion 10 a 15 afios antes
de ser diagnosticadas con CC o fueron infectadas muchos mas afos antes en su
juventud y el virus permanecio latente [17, 117, 118]. De acuerdo con la tendencia de
las frecuencias de VPH observadas en este estudio, este fendmeno no podria ser el
mismo para VPH16, 18 y 45 que para los otros VPH.

En el caso de VPH16, su curva de frecuencia bimodal se explica por las variantes. El
primer pico (<35 afios) es claramente resulto por la alta frecuencia de D2 en estas
pacientes. Mientras que el segundo pico (61-65 afos), es el resultado de la
disminucién en la frecuencia de A1/2 cinco anos antes. Eliminando esto ultimo por el
pequefio numero de pacientes (n = 45), la frecuencia de las variantes D3 y A1/2 se
mantuvo relativamente constante en todos los intervalos de edad. Aunque pocos
estudios han demostrado la prevalencia de VPH16 en relaciéon a la edad de las
pacientes con CC, la frecuencia de VPH16 y 18 es alta en las mujeres mas jovenes
en todo el mundo [119]. Sin embargo, debido a que D2 no existe o es poco frecuente
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fuera de México y tal vez otros paises de Latinoamérica [101], otras variantes de
VPH16 podrian contribuir a esta alta frecuencia en la mayoria de paises.

La disminucion en la frecuencia de VPH16, 18 y 45, y en particular de la variante D2
de HPV16, con la edad de las mujeres con CC podria estar relacionado con la
disminucién de los niveles hormonales, quizas no para los otros VPH. Hay
secuencias consenso para receptores de estrogenos en LCR de estos virus, que
juega un papel importante en la regulacion de los genes de VPH [120]. Inferir una
asociacion causal entre las hormonas y la infeccion por VPH es dificil [72]. Sin
embargo, las secuencias consenso de LCR, incluyendo algunas asociados con la
respuesta hormonal, tienen varios sitios mutados en el linaje D. Uno de ellos
(A7729T), esta situado en un elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE por sus
siglas en inglés ) [121, 122, 123], el cual se presenta en LCR de D2. Tampoco
podemos descartar la posibilidad de que la respuesta inmunoldgica tenga un papel
importante en la distribucion de VPH, ya que los tipos virales no comunes de VPH
tienen tasa de replicacion mas baja [124] y pudieran permanecer ocultos al sistema
inmune. Ademas, la respuesta inmune disminuye en la postmenopausia de las
mujeres [125]. Todo esto podria producir un ambiente adecuado para la latencia de
los VPH o permitir la adquisicion de nuevas infecciones, incluso por otras variantes
de VPH16.

El genoma del linaje D y A difieren aproximadamente en un 1% [101], aunque
algunos genes como E2 [126], difieren en un 2%. Esta diferencia en el genoma es
suficientemente grande para esperar cambios funcionales entre dos entidades
biolégicas. De hecho, se han reportado diferencias biologicas en relacion a la
transformacion celular entre el linaje D y A [82, 127, 128]. Sin embargo, D2 y D3 son
muy similares, difiriendo solamente por algunas bases. La evidencia experimental ha
ayudado a explicar los mecanismos que facilitan el desarrollo de cancer invasor
mediado por D2 en un periodo considerablemente corto. La union de la proteina E2
de las variantes del linaje A a los cuatro sitios de unién de E2 en LCR disminuye la
expresion de E6 y E7 [129]. Sin embargo, en experimentos comparativos in vitro, E2
de la variante D2, en contraste con E2 de la variante A1/2, no reprime
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significativamente la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 [130]. Ademas, la regién
de control de D2 (LCR) es menos susceptible a la represion de la proteina E2 en
experimentos in vitro [131]. Si esto ocurre in vivo, la expresion de oncogenes virales
en las infecciones de D2 puede ocurrir inmediatamente después de la infeccion, ya
que ninguna proteina E2 reprime el LCR viral. En contraste, en las infecciones del
linaje A, la progresion a etapas mas avanzadas puede tener lugar mas lentamente,
ya que la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 es reprimida por la proteina E2
[130, 132]. El gen E2 del linaje A se puede perder durante la integracién viral en el
genoma del huésped con mas frecuencia que el gen E2 del linaje D [97, 126, 130,
133]. Sin embargo, esto parece ocurrir en etapas tardias del proceso oncogénico
[134, 135]. Basado en experimentos in vitro comparativos, la proteina E2 de D3, que
difiere en cinco posiciones con la proteina E2 de D2, reprime la expresion de los
oncogenes virales de manera similar a la proteina E2 del linaje A [130]. Por lo tanto,
como ocurre con el linaje A, esto también podria explicar el retraso en la progresion
de CC.

Otro factor que podria estar involucrado en la presentacién de CC relacionado con la
edad es el numero de copias virales en el tumor [136, 137]. En casi todos los CC, el
linaje D conserva los genes E1/E2 y la carga viral es muy alta; en promedio, el doble
de la carga viral presente en los tumores infectados por el linaje A [82]. A medida que
aumenta la carga viral, la expresion de los oncogenes viral aumenta linealmente
[130]. Sin embargo, esto no parece ser un factor clave en el desarrollo de CC, ya que
D3 también tiene una carga viral alta. Por el contrario, el oncogén E6 del linaje D
tiene mas habilidades de inmortalizacion, transformacién y tumorogénesis que E6 del
linaje A [82, 127, 129]. Estas habilidades aumentadas se han explorado utilizando el
gen E6 de D3. Puesto que D2 y D3 comparten las mutaciones Q14H, H78Y y L83V
en E6 [101, 138], que estan relacionados con la union y la degradaciéon de p53,
asumimos que D2 también tiene estas habilidades. Sin embargo, no se sabe si el
otro cambio en E6 (127R), encontrado exclusivamente en D2 y relacionado con los
epitopos de células T [139], podria contribuir en la diferencia de edad de
presentacion y riesgo de desarrollar CC asociado a este variante en este estudiar.
Este cambio, que se encuentra en el 92% de los casos de CC positivos a D2
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explorado en este estudio, ha sido poco informé en otros estudios debido a la muy
baja frecuencia de D2 [78, 140, 141, 142].

Por otra parte, en este trabajo encontramos que 2.4% de los casos de CC estaban
relacionados con un VPH de bajo riesgo, principalmente 6 y 11. Esta misma
proporcion se ha encontrado en otras publicaciones donde se han explorado grandes
muestras [16, 143, 144, 145]. Aunque estos tipos virales tienen bajo o nulo potencial
oncogeénico, existen datos aislados que describen mutaciones en los oncogenes de
estos tipos que podrian aumentar su oncogenicidad [40, 41]. Por otra parte, este
hallazgo podria estar relacionado con el muestreo de los tumores. Se ha reportado
que frecuentemente los tumores invasores de CC tienen LIEBG contiguas
relacionadas por VPH de bajo riesgo [146, 147]. Aunque el método de tipificacion de
VPH en este estudio tiene limitaciones para detectar multiples infecciones, la
frecuencia que encontramos en este estudio es similar a la reportada en la mayoria
de publicaciones de CC [16, 76, 116,].

Se han reportado con frecuencia las coinfecciones de VPH16, 18 o 45 con otros virus
de alto riesgo, pero con menor potencial oncogénico. Se hecho, sélo un pequefo
porcentaje (<3%) de estas infecciones progresan a LIEAG en un tiempo de 10 afos
[115, 116]. Por lo tanto, en el caso de coinfecciones en mujeres mayores, VPH16, 18
0 45 podrian infectar tardiamente el cuello uterino y ser el tipo viral que realmente
conduce el proceso carcinogénico. Por otro lado, como era de esperarse, la conducta
sexual de bajo riesgo (>18 afios de edad de la primera relacién sexual, 1 pareja
sexual) y los tipos de VPH con un potencial oncogénico reducido (VPH distintos a 16,

18 y 45) se asociaron independientemente con el inicio tardio de CC.

La frecuencia de las variantes D2 y D3 en esta serie fue muy similar a las ya
reportadas en un estudio anterior [96], sin embargo el riesgo de desarrollar CC en
ese estudio de casos y controles en relacidon a la infeccidn por estas variantes fue 9
veces mayor al del riesgo por las variantes A1/2. Esto se debe a la diferencia en la
frecuencia de las variantes en ese grupo control. Las poblaciones analizadas en cada
estudio fueron diferentes. En el primero, la poblacién tenia seguridad social, mientras

que en el presente estudio, las pacientes no contaban con este servicio y eran de un
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menor estrato socioecondmico. Existen evidencia moleculares de que la poblacion
mexicana mas pobre tiene un componente genético amerindio mucho mayor que las
de clase media y alta [148]. Se piensa que el linaje D no se generé en América, por
su ancestria. Investigaciones recientes sobre el origen de VPH16 sugieren un
antepasado de la variante D que evolucion6 antes de que los primeros pobladores de
América cruzaran el estrecho de Bering. Sin embargo, el origen de las variantes de
D2 y D3 no esta completamente claro, ya que la distribucion de las mismas en todo
el mundo es diferente. Mientras que la distribucion de D2 es mucho mas comun en
América [100, 101], D3 tiene una distribucion global [141]. Ademas, es muy
interesante que la poblacion estudiada tenga una mutacion diferente en la posicion
7729 (T) de LCR en D2, posiblemente representando una variante fundadora que se
ha diseminado en México. La distribucién de las variantes de VPH16 en mas paises
pudiera revelar su origen. Para determinar como la frecuencia de las variantes de D
esta relacionada con la mezcla poblacional amerindia, sera necesario realizar un

estudio detallado que incluya mapeo genético [149].

El CC es una complicacion poco frecuencia de la infeccion por VPH. Las infecciones
son transitorias y no evolucionan a LIE [114, 115]. Esto sugiere que la infeccion por
VPH por si sola no causa CC. Otros factores, tales como duplicacién, delecion,
mutacion puntual o regulacidon epigenética de los genes del huésped, contribuyen a
la oncogénesis. Es ese escenario, se espera que los tumores positivos a tipos
distintos de VPH16, 18 y 45, en las mujeres mayores, evolucionan a un estado
invasivo a través de la acumulacién de un mayor numero de alteraciones gendmicas
que las necesarias para los tumores positivos para VPH16, 18 0 45. En el analisis de
330 casos de esta misma serie con secuenciacion de préxima generacion [150], se
demostré que el numero de mutaciones aumentaba con la edad de las pacientes con
CC. Los datos sugieren que en las mujeres mayores de 50 afios, especialmente CCE
en estadios avanzados, el papel de VPH pareceria ser secundario y otros factores
podrian desempenar el papel principal en el proceso de oncogénesis.

Finalmente, se puede afirmar que una de las fortalezas de este estudio fue el numero

de casos de VPH16 asociados con CC positivos para el linaje D que fueron
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analizados, especialmente la variante D2. En el estudio de casos-casos y casos-
controles demostramos estadisticamente el mayor riesgo conferido por D2 para el
desarrollo de CC antes de los 50 afios, tanto en CCE como en ACC, en comparacion

con el grupo de mayor edad y con el grupo control, respectivamente.

CONCLUSIONES

- Existe diferencia en la frecuencia de los tipos virales y la edad de presentacion de
CC.

- Los infeccion simple de los tipos virales mas oncogénicos 16, 18, 45 y 39 es mas
frecuente en las mujeres jovenes (35 afios). S6lo VPH16 sigue la tendencia tipica
de dos picos (61-65 afios).

- Las mujeres de mayor edad, tienen infecciones por virus de menor potencial
oncogeénico. El papel de VPH pareceria ser secundario y otros factores podrian
desempeniar el papel principal en el proceso de oncogénesis.

- Las variantes de VPH16 se asocian de manera diferente con la edad de
presentacion de CC: D2 se asocia con las pacientes <49 afios de edad y D3 con
pacientes 250 afos, mientras que A1/2 se distribuye uniformemente entre los dos
grupos de edad.

- En el estudio de casos y controles, demostramos que los factores del estilo de
vida se asocian a la edad de presentacion de CC temprana o tardia; sin embargo,
el riesgo conferido por estos factores es muy por debajo del conferido por el factor
viral. La edad de la primera relacion sexual, el numero de nifios y la no asistencia
al programa DOC se asocian con CC independientemente del tipo viral en ambos
grupos de edad. El numero de parejas sexuales se asocia independientemente

solo con las mujeres jovenes.
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PERSPECTIVAS

- Al demostrar que existe diferencia en la frecuencia de los tipos virales mas
oncogénicos (VPH16 y VPH18), la cobertura de las vacunas comerciales
disponibles en México seria del ~75% en mujeres jovenes y el ~55% en mujeres
mayores de 50 afios. No existe aun evidencia de competencia entre los tipos de
VPH y las mujeres ya vacunadas podrian estar en riesgo de adquirir infecciones
por los otros tipos virales y desarrollar posteriormente CC. Estos resultados
demuestran la necesidad de continuar analizando la frecuencia de los tipos virales
diferentes a VPH16/18 en la poblaciéon vacunada.

- En el analisis de 330 casos de esta misma serie con secuenciacion de préxima
generacion, se demostré que el numero de mutaciones aumentaba con la edad de
las pacientes con CC. Seria importante determinar la asociacién de el numero de
mutaciones y genes relacionados con el tipo y variante viral.

- La variante D2 de VPH16 no existe o es poco frecuente fuera de México. En este
estudio encontramos dos mutaciones que no son consideradas SNV diagnosticos
por Burk, quizas por los pocos casos analizados por el autor. Dado que en este
estudio contamos con 50 muestras positivas para esta variante, seria importante
secuenciar el virus en su totalidad para verificar si hay mutaciones en otras
posiciones no reportadas con cambios funcionales importantes.

- El origen de las variantes de D2 y D3 no esta completamente claro, ya que la
distribucion de las mismas en todo el mundo es diferente. Para determinar como la
frecuencia de las variantes de D esta relacionada con la mezcla poblacional
amerindia, sera necesario realizar un estudio detallado que incluya mapeo

genético.
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