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INTRODUCCION

La mcidencia del Cncer cervicouterino a nivel mundial es una de fas mas altas, representande el segundo
cincer mas frecuente en mujeres después del cancer de mama (Parkin et af, 1993). Tiene una incidencia
de 10 casos por cada 100,000 mujeres por afio en paises industriafizados y una tasa de 40 por cada
100,000 en pafses en vias de desarrollo (Parkin ef «f, 1993). Se estima que ef 80% del medio millén de
casos que ocurren anualmente en el mundo se presentan en pafses en vias de desarrollo (Mufioz y Bosh.
£997). En México, la incidencia de cdncer cervical es muy elevada, con un promedio de 40 casos por
cada 100,000 mujeres. y solo para el afio de 1995 se reportaron 16,000 nuevos casos (Lazcano-Ponce ef
«l, 1996). La alta incidencia de la enfermedad en pafses en vias de desarrollo estd relacionada con la baja
cobertura y eficiencia de los programas de deteccién oportuna del cdncer (Nelson, Averrete y Richard,

1984 y Wheeler, 1997).

E! desarrollo de carcinomas cervicales estd intimamente relacionado con la presencia de algunos tipos de
Virus de Papiloma Humano (HPV) como son el HPV tipo 16 y 18. Ademds, se sabe que factores de
riesgo, como e} fumar, la toma de anticonceptivos orales e infecciones recurrentes. podrian estar
involucradas en la progresién de la enfermedad (Ylitalo ef «f, 1999). Asimismo, se ha propuesto gue
pudieran estar involucrados otros factores de riesgo relacionados con la capacidad transformante del

Virus de Papiloma Humano

Caracteristicas del Virus de Papiloma Humano,

Los Virus de Papiloma son una familia marcadamente heterogénea especie especifica. Son capaces de

inducir lesiones benignas, premalignas y malignas en la piel, incluyendo verrugas escamosas y papilomas



en fracto respiratorio alto, conjuntiva y regién anogenital. Se han identificado mds de 80 genotipos
diferentes de Virus del Papiloma Humano, la mitad de estos s¢ han asociado con lesiones del tracto
anogenital. Sélo ciertos tipos de HPVs participan en el desarrollo de lesiones malignas, como los

carcinomas de células escamosas, incluidos el cincer de cervix y el cancer de cavidad oral.

Esta familia viral se ha dividido en virus de alto riesgo, de riesgo intermedio y bajo riesgo. de acuerdo a
su capacidad para transformar células epiteliales. Los virus de bajo riesgo, son incapaces de interactuar
con las proteinas celulares p53 y pRb, por el contrario, estas son eficientemente desreguladas por las
oncoproteinas E6 Y E7 de los virus de atto grado (Myers y Androphy, 1995). Oura diferencia importante,
es la capacidad de los virus de alto grado, para promover aberraciones cromosémicas en las células

infectadas.
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Figua I. Esquema donde se representan los marcos de lectura (ORF), secuencias promotoras (p97. p670). regiones de

poliadenilacidn (Poly A)y laregion larga de control (LCR) presentes en el genoma de Virus de papiloma humana upo 16.
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Los miembros de esta familia son virus de DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000 nucledudos
de extension, Causan tumores epiteliales benignos o malignos y verrugas. La infeccidn con estos virus es
frecuenle en nifios y es una de las principales enfermedades de transmision sexual en adultos, en donde
es capaz de causar verrugas en pene, vulva, recto y cérvix. Ef ciclo de replicacion de estos virus estd
timamente acloplado al de las células epiteliales que infecta. La primera infeccién se da en la parte basal
de los epilelios, La transcripcidn y la replicacion viral, son mantenidas a niveles bajos hasta que la célula

alcanza los estratos superiores de los epitelios, momento en el que son ensamblados los viriones.

Los anilisis de los RNAm sintetizados por el virus y su secuencia, han puesto de manifiesto que existen
ocho marcos de lectura. Estos han sido clasificados de acuerdo a su expresién durante la infeccin como
tempranos (E) y tardios (L) (Tabla I, Fig. 1). Sélo una de las cadenas de DNA funciona como templado

para la transcripeion.

En enfermedades pre-neoplésicas, el DNA viral se detecta como un episoma, mientras que en cdnceres
estd frecuentemente integrado. Se cree que la integracién del virus es un paso importante en la progresién
det tumor, con la sobre expresién de las oncoproteinas B6 y E7, debido a la pérdida de las proteinas
regulatorias El y E2 al momento de la integracién (Jeon y Lambert, 1995 y Choo, 1987).Sin embaigo, ef
DNA viral no se encuentra siempre integrado en carcinomas, presentdndose frecuentemente también en

forma episomal o en una combinacidn de ambas (Matsukura, 1989 y Berumen er al, 1994,).

La capacidad de los HPY para transformar las células epiteliales, estd relacionada con la actividad de las
proteinas E6 y E7. La funci6n viral de E6 y E7 podria ser ef controlar e] ambiente celular para favoiecer la

replicacién del genoma viral, por medio de Ja activacién de [a transcripcién e induccion de [a sintests de



DNA promoviendo la inhibicién de la diferenciacion y la promocion del crecimiento celular (zur Hausen y

Villiers. 1994),
Proteina y secuencia regulatoria presente en los HPV
Proteina Funcién Actividad
LCR Region larga de controt Regula la transcripcién de E6 y E7
E6 Inmortaliza Se une a p53 e induce su degradacion
E7 Inmortaliza y transforma Se une a Rb inhibiéndolo.
E2 Regula transcripcién viral Se une al DNA. Coopera con El en la replicacion viral.
El Participa en la replicacion viral  Inicia la replicacién. Modula 1a funcién de E2.

L.1yL2  Proteinas de la cdpside

E4 Maduracidn viral.

Tabla |. Secuencias regulatorias y marcos de lectura presentes en los HPV y sus funciones.

E6 es una proteina del virus basica de un peso aproximado de 18 kDa. Es capaz de unirse a la proteina
celular p533. favoreciendo su degradacion (Myers y Androphy, 1995). Los HPV de bajo riesgo son
incapaces de degradar a esta protefna. La oncoproteina viral E7 tiene un peso aproximado a 20 kDa y es
capaz de favorecer la inmortalizacidn celular mediante la interaceidn con Ja proteina de retinoblastoma

{pRb) favoreciendo su desestabilizacién (Munger y Halpern, 1997).

P53 es una proteina celular que funciona como factor de transcripcién, es capaz de regular el crecimiento
normal de una célula, activando diversos genes a través del ciclo celular, favoreciendo el arresto del

mismo en fase G1 cuando se detecta dafio en el genoma y siendo capaz de promover apoptosis cuando



Participacién de p53 y pRb dentro del ciclo celular.
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Figera 2. Esquema donde se muestra la actividad de p53 y pRb dentro del ciclo celular.

el dafio es irreparable. pS3 es fosforilado al detectarse dafio en el genoma celular por proteinas como l
ciclina BICDC2 o ciclina A/CDK2, favoreciendo una fuerte interaccion con WAFL. Esta es una proteina
capaz de detener el ciclo celular en G1 al evitar la activacién de ciclinas/CDKs. También p33 es capaz de
activar a GADDA4S, una proteina que a su vez activa a PCNA, una protefna involucrada en la reparacion
del DNA y 1a inactivacién de la DNApoly, evitando [a sintesis del material genetico dafiado. Por Gltimo
p53 es capaz de favorecer Ja apoptosis en la célula si ef dafio no es reparable. Es por esto que cuando p33

se encuentra deletado o ausente (causado por E6 de virus del papiloma humano) la célula es incapuz de



regular su crecimiento, y se adquiere un fenotipo transformante (Fig.2) (Robin Hesketh, 1997).

pRB es una proteina que funciona como transductor de sefiales, regulando el ciclo celular y la expresidn
coordinda de algunos factores de transcripcion involucrados en fa replicacién de genes que participan en

la sintesis DNA para pasar de G1 a § y proliferar durante el ciclo celular (Robin Hesketh, 1997).

pRB. se une a una gran cantidad de proteinas, pero una de las principales es el factor de transcripcion
E2Fi. Al no estar fosforilado pRb, se encuentra fuertemente unida a E2FL, al fosforilarse o al
desestubilisarse la unién por la presencia de oncoproteinas virales (E7) , pRb es capaz de perder su union
a E2F1, lo cual lo capacita para iniciar Ja sintesis de proteinas involucradas en la replicacion del DNA y

entrar a fase S (Fig. 2) {Robin Hesketh, 1997).

E6 y E7, son regulados de manera negativa por la proteina E2. E2 ¢s una proteina de 48 kDa, que es
capaz de inhibir la transcripcién de la oncoprotefnas E6 Y E7. Otra funcidn de E2 es regular la
transcripcion del virus (McBride y Myers, 1997). Ademds, junto con la proteina E1, E2 es capaz de
unirse i sitios regulatorios de la replicacién. La proteina El presenta actividad de helicasa, mientras que

E2 se une a diversos factores regulatorios dentro del genoma del virus (McBride y Myers, 1997),

Por ditimo, las proteinas L1 y L2 estdn involucradas en la formacién de la cdpside viral.

Variantes virales del HPV-16.
Debido a la falta de sistemas de clasificacién serclégica, los distintos tipos HPVs se han tipificado de
acuerdo a su genotipo. La identificacién de un nuevo tipo de HPV se basa en la secuencia de nucleétidos

de todo el virus. En base a esto, un aislado de HPV novedoso es reconocido como un nuevo tipo de HPV



si [a secuencia de nucledtidos puede demostrar que tiene menos det 90% de similitud con la secuencia de
nucleétidos de un tipo de Virus de Papiloma establecido. Actualmente. mas de 90 tipos de HPVs son
conocidos y son usados como una medida del riesgo de desarrollar céncer cervical invasor (Van Rast ¢f

ul, 1993).

En los primeros estudios, un subtipo de HPV se clasificaba como aguel que tienia hibridacién cruzada
bajo condiciones estrictas con un HPV prototipo, pero con un patrén de digestién distinto del patrén del
HPYV prototipo. Por otro lado, una variante de HPV se definfa como un virus que diferia del prototipo por
un indefinide pero limitado ntimero de diferencias nucleotidicas. Dependiendo de si las diferencias en
nucledtidos dan como resultado diferencias en el patrén de restriccién, un subtipo y una vatiante se
pueden translapar dentro de esta nomenclatura, por lo que para mantener la definicidn del tipo viral, es
mejor utilizar una definicion cuantitativamente similar. Asi, un subtipo se define como aquel que tiene
entre el 90 ~ 98% de homologia con un tipo de HPV establecido. Si un aislado tiene mas del 98% de
homologia puede ser considerado como una variante y si tiene menos del 90% de homologfa puede

considerarse como un nuevo tipo de HPV {Van Rast et al, [993).

Asi como se ha encontrado que la mayoria de los genotipos de HPV estén asociados con enfermedades
especificas, {como es ¢l desarrollo de cdncer cervical en pacientes infectadas con virus de afto riesgo
principatmente HPV-16 y 18) también se han encontrado variantes que ocuiren naturalimente dentro de
un nimero de genotipos (Ho er al, 1991) y algunas tienen diferencias marcadas en sus funciones

(lcenogle er af, 1995).

Al'iniciarse [a tipificacion de HPV-16 Ho e al, propusieron que la acumulacién de puntos mutacioniles

ocurririan con mayor frecuencia en el LCR del virus, ya que esta regidn difiere sustancialmente entre los



diferentes tipos virales sin perder su funcién, ademds de que han sido reportadas mutaciones naturales

dentro de esta regidn.

En base a lo anterior, Ho ef ol identificaron cinco ramas filogenéticas distintas analizando el LCR de 301
aistados colectados en Buropa, Asia, Africa ¥ América. Las ramas fueron designadas como Europeas (E),
Asidticas (As), Asidtico-Americanas (AA), Africanas (Afl), Africanas 2 (Af2) de acuerdo a su
distribucién por continente. El genoma de HPV-16 de referencia es miembro del linaje E. Estas ramas se
toman como clases de HPV-16 y dentro de estas también existen subclases. Después, en 1995 Yamada e
al, lograron distinguir un nimero mas grande de grupos que los definidos con el LCR, al caracterizar las
mulaciones puntuales presentes en las regiones codificantes E6, L2 y LI. Aqui, los autores encontraron
una nueva subclase de la clase E que denominaron G131 y una nueva que llamaron NA (norteamericana),
ya que fa encontraron en un estudio hecho con muestras procedentes de Estados Unidos. Con esto vieron
que la secuencia E6 provee mas informacién filogenética que la secuencia de LCR, por lo que de todas {as

regiones examinadas, E6 es una tnejor eleccion para distinguir las variantes de HPV-16.

En la tabla 2 se resumen la nomenclatura ¥ los cambios encontrados en las regiones E6, Li y la LCR de
las clases y subclases de las variantes de HPV-16 encontradas en estos estudios. Para la nomenclatura se
lomaron en cuenta como secuencia de referencia al genoma de HPV-16 que originalmente fue clonado a
partir de una paciente alemana y a los aislados que tienen diferencias mutacionales con respecto a esta
clona se les denomina variantes. Para distinguir las subclases se toma en cuenta el cambio de nucletidos
en el gen E6 y su posicién, por ejemplo, la subclase E-G131 , €5 una subclase de} la clase Europea con un

¥

cambio por una G en la posicién 131 det gen E6 (Yamada er of, 1997)



Epidemiologfa del Cincer de Cérvix.

El andlisis de secuencias del DNA de las regiones L1, E6, E7 y la LCR de HPV-16 ha demostrado que
exisien numerosas variantes de forma natural para este tipo viral (Ho et al, 1993A. 1991, 1993B). fas
cuales presentan cambios en la estructura y funcién de fas protefnas codificadas por estos genes. En base
a los cambios en fa secuencia de nucledtidos, las variantes virales se han clasificado filogenéticamente
{Yamada et «f, 1997). Las variantes Asidtico/Americanas (AA) se encuentran principalmente en Sur
América, América Central y Espafia, las variantes Africanas (AF) en Africa, las variantes Asidticas (As) al

Sudeste de Asia y las variantes Europeas (E) en el resto del mundo excepluando Africa.

No ha sido posible determinar una asociacién significativa entre fa positividad para el HPV y la
prevalencia de algunos tipos virales en paises de alta y baja incidencia de cdncer cervical (Bosch ef al.
1995 y Parkin, Pisani y Ferlay, 1985). Por otro lado, es adn controversial 1a relacidn entre tipos de HPV
y su agresividad clinica (Higgins et al,1991 y Yang et al, 1997). Sin embargo, se ha podido correlacionar
gue existen algunas variantes de HPV que prevalecen en lesiones de alto grado (Xi er al. 1997 y
Londesborough ef al, 1996), carcinomas invasores (Zehbe er al, 1998) o en tipos histolégicos de

ciinceres mas agresivos (Lizano er af 1997).

Se ha comprobade que en la poblacién mexicana, la prevalencia de las variantes AA del HPV-16 en
muestras de cancer cervicouterino es muy alta (23%) (Casas et al, 1999). De acuerdo 2 un reporte de

Yamada estos porcentajes son menores en las poblaciones de Europa y Sudamérica (Yamada er af. 1997).



Cambios en Ja secuencia presentes en las variantes de HPV
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LCR (Yamada et al, 1997).



Ademis, estas variantes virales han presentado un elevado mimero de mutaciones en ¢l gen E2. y un

mayor aimero de copias virales por célula (Casas et al, 1999).

En otro estudio, realizado en pacientes mexicanas con cincer cervical que presentaban variantes AA, se
encontrd que el rango de edad en las pacientes fue de diez afios menor comparado con las que
presentaban las variantes Europeas (Casas ef al. 1999). La protefna E2 de 1a subclase AA-c era incapaz de
reprimir la expresion in vitfro de las oncoproteinas E6/E7, mientras que la subclase AA-a reprimia de una
forma menos eficiente que la variante Buropea (Ordéitez er al, en prensa). Por otro lado. otros trabajos
han demostrado que 1a oncoproteina E6 de las variantes AA, es capaz de degradar de forma mas eficienie
a la proteina p53 (Stoppler er al, 1996). Con todo lo anterior, es probable que las variantes AA -
principaimente la AA-c- sean mas oncogénicas (Rolighed, Bichel, Lindeberg, 1997), lo cual podria

explicar la alta incidencia de la enfermedad en fa poblacién mexicana.



JUSTIFICACION

El cdncer cervical es uno de los mayores problemas de salud péblica en una gran parte de América Latina,
ya que es aqui en donde se ha rcportadc; una mayor incidencia de la enfermedad (Restrepo ef af, 1987).
De scuerdo a estimaciones de la Agencia Intermacional para fa Investigacién en Céancer (International
Agency for Research on Cancer), la tasa de incidencia de cdncer cervical invasivo en México, es una de
las mas altas a nivel mundial, con una estimacién anual de 40.17 por 100,000 casos anualmente (Parkin
et al: 1993). En un estudio realizado por la Organizacién Panamericana de la Salud se clasificaron 20
paises de acuerdo a sus tasas de mortalidad por cdncer cervical en grupos de mujeres de 35 a 64 afios de
edad. Los paises con mayores tasas de mortalidad fueron Jamaica, México, Chile y Nicaragua (PAHO,

1994},

Se sabe que el riesgo de desarrollar cénc.er cervical estd fuertemente relacionado con infecciones crénicas
con el virus del papiloma humano (HPV), y que estas infecciones son mas frecuentes en mujeres
~exualmente activas. A pesar de que se sabe que el riesgo de infeccion con el Virus del Papiloma es muy
elevado a través de a vida, sélo aquellos pacientes infectadas con HPVs de alto riesgo (95%) son capaces
de desarroitar cancer (Syrjanen, 1996).Tambien, se ha propuesto que pueden existir otras causas que
pueden influir en el desarrolio de cdncer cervical, dentro de las que se incluyen el fumar, la
administracién de anticonceptivos orales, un elevado nimero de partos, infecciones recurrentes, y una
mala deteccion por fos estudios citolégicos implantados en los programas de salud (Ylitalo et af, 1999).
En 1974, en México fue implantado en el programa de salud piblica la revisién citolégica anual para
detectar el cdncer cervical, pero no fue hasta 1996, que este estudio fue establecido en el programa de

salud pidblica para todas las mujeres sexualmente activas (SS, 1996). En un estudio de casos y controles



realizado en la ciudad de Guadalajara, se detecté que a pesar de que la prueba citoldgica se realiza de
forma adecuada, el impacto del estudio es muy bajo, y que es necesario realizar campaiias para aumentar

¢l impacto del estudio sobre la poblacién (Jiménez-Pérez y Thomas, 1999).

Entre 1980 y 1990, Ia tasa de mortalidad por céncer cervical se incrementé en México para algunos
grupes de edades. La tasa de mortalidad para mujeres mayores de 15 afios de edad durante 1990 fue de
16.1 por cada 100,000 casos (Lazcano-Ponce ef al, 1996). La tasa de mortalidad para el Estado de
Jalisco entre mujeres de 25 afios o mas, se elevé de 22.7 por cada 100,000 casos en 1973 a 26.0 por

cada £00.000 casos en 1992 (SSJ, 1996).

En trabajos previos se ha demostrado que la proteina E6 de las variantes Asidtico-Americanas del HPV-
16 son capaces de degradar de forma mas eficiente a {a proteina p53 (Stoppler ef af, 1996). lo cual podria
favorecer una mayor oncogenicidad. También se ha demostrado que en la poblacién mexicana, las
variantes AA son mas frecuentes en comparacidn con ofros paises, asociandose ademas. a mujeres con
cdncer diez aifos menores en comparacidn con pacientes que presentaban las variantes Europes. Por
dGltimo, también se demostro que la proteina E2 presentaba numerosas mutaciones en su secuencia, lo
cual podria estar relacionado con una menor regulacién de E6 y E7, promoviendo Ia transformacién mas

rapida de las celulas (Rolighed, Bichel y Linderberg, 1997).

£l incremento en los {ltimos afios en la tasa de mortalidad por céncer cervical presente en México, no
puede ser explicada de forma sencilla. La implantacién de la prueba citoldgica no ha logrado disminuir [a
alia tasa de montalidad y el aumento en la incidencia de 1a enfermedad en la poblacién y, aunque es cierto

que esta pudiera deberse a su baja cobertura, es probable que no sea esta la dnica causa. La alta



prevalencia de las variantes Asidtico-Americanas en la poblucién mexicana, pudieran explicar la alta

incidencia de la enfermedad.



OBJETIVO

Determinar la frecuencia en la que se presentan las variantes AA en un estudio de casos y controles y

determinar si existe alguna asociacidn entre esta y ia incidencia de cAncer cervical en México.



MATERIALES Y METODOS

Disefic General.

Se realizé fa deteccidn y tipificacién de HPV por medio de la técnica de PCR (Reaccién en cadena de
la polimerasa) y se secuenciaron un total de 138 muestras de raspados cervicales en pacientes control
clinicamente sanas y 48 raspados de pacientes con cdncer cervicouterino (2.8 muestras controles por
vada caso de cdncer cervical), procedentes de la clinica Gineco-Obstétrica No. 4 del IMSS, en la

Ciudad de México.

Se obtuvo el DNA de los raspados, y se detectd el HPV mediante la técnica de PCR utilizando 3
Juegos distintos de oligonucledtidos universales para HPV dentro de la regién de L1 (MY 09/1 1,
GP5+/GP6+ y LICI/L1C2). Las muestras que fueron positivas para la PCR con cualquiera de estos
oligonucledtidos, fueron tipificadas mediante secuenciacién por el método de PCR utilizando
nucledtidos fluorescentes. Bl andlisis de las secuencias se realizé en un Analizador Automduco de
DNA. Las muestras positivas para HPV-16, fueron amplificadas nuevamente utilizando
oligonucledtidos especificos para LI/MY de HPV-16 y secuenciadas como se describc arriba. La

identificacin de variantes se hizo utilizando la clasificacion descrita por Yamada et al ,1997.
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Deteccién y Tipificacion de HPV y variantes de HPV-16.

Muestras Biolégicas.
Las muesiras se obtuvieron mediante raspados cervicales de endo y exocérvix, utilizando pequeiios
cepillos (citobrush), los cuales fueron colocados posteriormente en tubos Eppendort con 750 pl de

amortiguader de extraccién (Tris-HC! 10mM pH 8.0, EDTA 20 M pH 8.0 y SDS 0.5%).

Purificacion de DNA.

De los raspados obtenidos se extrajo y purificé el DNA de cada una de las muestras por el
procedimiento de dodecil suifato de sodio-proteinasa K y extraccidn con fenol (Sambrook et al,
1989). Este procedimiento consiste en digerir las células cervicales con proteinasa K, al sobrenadante
se le agrega LiCl 0.8 M y se precipita el DNA con NaCl 0.2 M y un volumen de isopropanol. Despues

de esto, se lava con etanol al 70% tres veces, se seca el precipitado y se resuspende en agua estéril {50

ph-

Amplificacién y tipificaciéon de las muestras por medio de la técnica de

PCR.

Una vez purificado el DNA, se identificaron las muestras positivas para HPV-16. Para verificar la
integridad del DNA, en todas las ‘muestras se amplificd el gen P-globina utilizando los
oligonucledtidos PCO4 5-CAACTTCATCCAACGTTCACC-3 y

GH20 5" GAAGAGCCAAGGACACGGTAC-3". Para la deteccion de HPV-16, se utilizaron tres
juegos distintos de oligonucledtidos universales dentro de la regién de L1 en todas las muestras a

explorar (Tabla 3, Figura. 3}.



Pari la reaccion de PCR se hicieron ensayos por separado para cada juego de oligonucledtidos dentro
de cada experimento se incluyé un control negative (500 ng de DNA de células sanguineas agua
destilada) y controles positivos (I ng de DNA viral). Los controles negativos se wtilizaron para
verificar las reacciones de PCR no especificas del DNA genémico presente de las células cervicales y
postbles contaminaciones. Los controles positivos se utilizaron para evaluar el nivel de sensibilidad de

Ia PCR, siendo este de 100 fg de DNA de HPV-16.

Caracteristicas de los oligenucledtidos utilizados

Pareja de Tamafio del
oligonucledtido Region Secuencia Tm fragmento
amplificado
MY 09/11 5 CGTCCMARRGGAWACTGATC 62
3 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 60 450
GP5+IGP6+ 5 TTITGTTACTGTGGTAGATACTAC 62
¥ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 0 150
LICIALIC? 5 CGTAAACGTTTTCCCTATTTITTT 62
3 GTTATGTCTCATAAATCCCAT 56 244
16 MYLI 5 GCACAGGGCCACAATAATGG 62
. CGTCCTAAAGGAAACTGATCTA 62 452
16MY09 ?

Tubla 3. Caraclerivticas de los oligonucledtidos empleados en las reacciones de PCRse muestran los oligonuclesudos

universales {My09/11, Gp5+/Gp6+, LICI/LIC2) v los especificos para HPV-{6 (16 MYLI/ 16 MY09).



Para ia reaccion de Ja PCR, se colocaron 500 ng de DNA total y se afor a un volumen de 50 pi con los
siguientes reactivos:

En el caso de MY 09711, la mezcla contiene, Tris-HC1 30mM pH 8.8, MgCl2 3mM, KCI 50mM.
ImM de DTT, de cada desoxinucledsido trifosfatado (dNTP) 200 UM, de cada oligonucledtido 1uM y

una unidad de Taq DNA polimerasa (GIBCO-BRL).

Posicion relativa de los oligonucledtidos empleados

MY 1 (6T
L e
LECT(ShT2
< S—

- o

Gl s (GRUT)

GP 5+ (6749 .

——
L1 C2(5861)

MY AR (7155

Figura 3. Localizacién de cada uno de los oligonucledtidos dentro del marco de lectura abierto (ORF) de L1. Se muestra
una representacin del ORF de L1 y la posicion relativa de cada unos de los oligos dentio de la regién, los primers 16

MY 09711 presentan la misma posicidn que los oligos MY universales.

Con los oligos GP5+/6+ y LICI/C2 la mezcla de reaccién fue similar a la wtilizada para los

oligonuclestidos de MY, solo que el MgCl2 se utilizé a una concentracién final de 2mM.

£ 1odos los casos se realizaron 40 ciclos de amplificacién en un termociclador Gene-Amp 9600
{Perkin Elmer). Después de un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 3 minutos, se Hevaron a cabo

los ciclajes con las condiciones de desnaturalizacién, alineamiento y polimernzacién, bajo



condiciones expecificas para cada juego de oligonuciedtidos (Tabla 4). Por dltimo, se utilizd un paso

de extension 1 94°C por siete minutos.

Una vez completadas las reacciones de PCR, las muestras se analizaron por medio de electroforesis en
geles de agurosa al 1.5% tefiidos con bromuro de elidio. Los fragmentos amplificados fueron
visualizados por medio de un transiluminador con luz ultravigleta. Las bandas fueron cortadas y
purificadas con el estuche comercial Quiaex (QUIAGENE) para su secuenciacidn posterior. Esto
dhiimo es para evitar la introduccién de falsas mutaciones en la secuencia producidas por la TagPol en

la reaccidn de PCR.

Condiciones de ta PCR para cada oligonuclestido

Regién Desnaturalizacién Alineamiento Polimerizacion
MY09/011 94°C - 30 seg 55°C - Imin 30 seg 72°C - | min 30 seg
GP5+/GP6+ 84°C - 30 seg 40°C - 2 min 72°C - | min
LICl/C2 94°C - 30 seg 48°C - 30 seg 72°C - 30 seg
16MY09/11 94°C - 30 seg 55°C - lmin 30 seg 72°C - | min 30 seg

Tabfa 4. Condiviones del ciclaje para cada uno de os juegos de oligonucledtidos para fa PCR. Se reafizé un ciclo de 94°C
por 3 minulos inicialmente, cuarenta ciclos con las condiciones amiba descritas, y una extension de siete minutos a 94°C

at final.

Para {a deteccion de variantes virales, las muestras que af ser secuenciadas fueron positivas para HPV-

16, se amplificaron con oligonucledtidos especificos para la regién de LMY (16MY 09/11} de este
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tipo viral, las condiciones y la posicién relativa de los oligonuctedtidos se presentan en la tablu Iy

Fig. 3, respectivamente.

Purificacién de los productos de PCR.

Una vez obtenidos los productos de PCR, fueron corridos en un gel de agarosa al 1.5%, visvalizacas
en una ldmpara de UV y cortadas. Para la purificacion de estos fragmentos, se utilizé el estuche
comercial de Quinex (QUIAGEN]) el cual se basa en la solubilizacién de la agarosa y la absorcion
selectiva det DNA en particulas de silica gel (QX1), en presencia de una elevada concentracién de
sales, El primer paso consistié en solubilizar la agarosa en el amortiguador QX2 que contiene una
concentracién alta de perclorato de sodio por 10 minutos a 50°C. Seguido a esto se hace un segundo
lavado con esle mismo amortiguador para retirar los residuos de agarosa. Después se hacen dos
lavados con el amortiguador PE que presenta una alta concentracién de ctanol y remueve el exceso de
sales. Finalmente se seca a temperatura ambiente, se resuspende en 15-20 ul de agua estéiil y se deja
eluyendo toda la noche a temperatura ambiente. Se centrifuga a 3000 rpm en una microcentrifuga
durante tres minutos para sedimentar la resina y obtener el DNA eluido que permanece en el

sobrenadante. El fragmento se verifica en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuio de etidio.

Secuenciacién.

Las muestras de DNA purificadas, se preparan para su posterior secuenciacién en el Analizador
Genético ABI-PRISM 310 (Perkin Elmer). La reaccion de secuencia consiste en una mezcla de PCR
mezclando en un tube 8 pl del reactivo Ready Reaction Mix [(MgCl , Tris -HC! pH 9.0.
desoxinuciedtidos trifosfatados (ddNTP) A-"Dye Terminator’, marcado con dicloro (R6G), C-"Dye

Terminator” marcado con dicloro {(ROX), G-"Dye Temninator” marcado con dicloro (R110} y T-"Dye



Terminator” marcado con dicloro {TAMRA)]. La marca de estos reactivos es alfamente sensible.
contiene un colorante donador de fluoresceina ligado a un colorante aceptor de diclororodamina,
ademds contiene a la AmpliTag DNA polimerasa, FS (pirofosfatasa estable a la temperatura); todos
estos reactivos estin premezclados en un tubo. A la mezcla de PCR se le agregan de 30-90 ng de la
muestra de DNA purificada, 3.2 pmol de oligonucledtidos elegidos para secuenciar y agua desionizada
para completar un volumen final de 20 pi. La excitacisn méxima de cada colorante marcado
corresponde al donador de fluoresceina y el espectro de emisidn es la del aceptor de Rodamina, El
colorante donador ha sido optimizado para absorber la energia de excitacién del ldser de ion argdn en

los insteumentos del secuenciador.

Se procedi6 a amplificar las muestras en el termociclador Gene Amp 9600 (Perkin Eimer), con 25
ciclos bajo las siguientes condiciones, 10 seg de desnaturalizacién a 96°C, 5 seg de alineamiento a 50
°C'y 4 min de extensién a 60 °C. Los productos de la PCR se limpian en columnas Centri-Sep
(Perkin Elmer). Se ensambla la columna y se coloca 1 mi de agua desionizada, se drena el agua v se
deja empacar Ja resina. Scbre la parte superior se coloca toda la mezcla de reaccién de la PCR, en la
parte inferior de la columna se coloca un tubo Eppendorf y se centrifuga a 3000 rpm durante 2 min. se
colecta fa muestra y se seca al vacio. Esta es resuspendida en una solucién de TE desnaturalzante. se
calienta por dos minutos en un bafio 2 94°C y se enfria inmediatamente en hielo por otros dos minutos

como minimo.

Para ¢l anilisis electroforético de los fragmentos, el ABI-PRISM introduce automdticamente la
muestra dentro de un capilar lleno de un polimero preformulado. Los fragmentos de DNA marcados
migran a través del polimero y se separan de acuerdo a su tamafio. Cuando estos llegan a la ventana

del capilar son iluminados y el marcador fluorescente unido al fragmento de DNA es excitado por un



rayo ldser, emitiendo una luz de longitud de onda especifica para cada marcador fluorescente. La luz
es colectada y separada por un espectrégrafo de acuerdo a su longitud de onda. Al final de Ia corrida Ta
computadora analiza automdticamente los datos colectados y los muestra en forma de
electroferogramas en donde se incluye la secuencia de nucledtidos del fragmento. La secuencia
obtenida en estas graficas se compara con las reportadas en el Gene-Bank para los diferentes tipos de

HPV y sc obtiene un porcentaje de homologia entre ellas.

Calculo de la Razén de Momios (RM).

L.a Razén de Momios (RM), es una comparacion entre la frecuencia con que ocuire un dafio en los
individuos que tienen el factor de riesgo y la frecuencia con que acontece en aquellos que no tienen el
factor de riesgo.

Los estudios analiticos estdn disefiados para determinar si existe una asociacién entre la exposicidn a
un facior y el desarrolio de la enfermedad.

En caso de que exista una asociacién, la Razén de Momios indicard que tan fuerte es esta.

Para calcularla se utilizar4 |a siguiente formula:

Razdén de Momios (RM) =a/ni +c¢/no
Donde :
a = niimero de enfermos expuestos
ni = controles no expuestos
¢ =nimero de controles expuesios

No = Casos No expuestos



Cuando la RM es igual a |, indica que el numerador es igual al denominador, y por lo tanto que la
incidencia o la mortalidad en los expuestos es igual a 1a de 1os no expuestos.

Una RM mayor de [ indica que los individuos expuestos tienen un riesge mayor de desarroliar la
enfermedad, comparados con los no expuestos.

Por dltimo. una RM menor a 1, indica que los individuos expuestos tienen un riesgo menor de
desarroliar la enfermedad comparados con los no expuestos. (La exposicién puede ser un efecto

protector).
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RESULTADOS

Deteccion del DNA de HPV en las muestras.

De cientotreinta y ocho muestras controles obtenidas de pacientes clinicamente sanas, diecisiete (12.3%)
fueron positivas pata HPV-16 y cientoveintiuno (87.7%) fueron negativas para Virus del Papiloma tipo
j6 (Tabta 3). Para los casos de cdncer cervical, se exploraron cuarenta ¥ ocho muestras, de estas,
veintitrés (47.9%) fueron positivas para HPV-16 y veinticinco (52.1%) fueron negativas para este tipo

viral (Tabla 3).

Tabla 5. Frecuencia de HPV-16 en los cases clinicos y grupo control.

Frecuencia (%)

Control Cancer

n=138 n=48
Positivos HPV-16 17 (12.3) 23 (47.9)
Negativos HPV-16 121 37.7) 25 (52.1)

La tpificacién de cad muetrs positiva para HPV(Fig. 4) de cada muestra positiva se hizo mediante
PCR/secuenciacién de la region MY 09/11 preferentemente, en un Analizador genético automético (Fig.

5). La posicién de las variaciones presentes en las variantes Asidtico-Americanas, se muestran en la
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figura 5. Las diferencias presentes en las regiones secuenciadas son las siguientes, en el m 6695 A/C,

6721 GfA. 6803 AST, 6826 C/T, 6854 C/T, 6862 T/C y 6865 C/T (Yamada et af, 1997).

Tipificacion de las muestras

Figura 4. Gel de agarosa donde
s¢ muestra tos (res productos
amplificados apartirde la PCR.

Camil 1. P-globina, camil 2,
oligonucledtido MY09/11, camil 3,
LICI/LIC2 y carril 4 GP5+/GPG+

Variantes virales.

De las muestras positivas para HPV-16, tanto para los casos de cdncer cervicouterino como para los
controles, se tipificé la presencia de las variantes Asidtico-Americanas o Europeas (Fig 5). En las
muestras controles, se determiné que de las diecisiete muestras positivas para HPV-16, dieciseis
presentan la variante Europea (94.1%), mientras que solamente una presenta una variante Asidtico-
Americana {5.9%) (Tabla 6 y Fig 5). Para el caso de las muestras con cdncer cervicouterino, se
determind, que de las veintitres muestras positivas para HPV-16, trece presentaban la variante Europea

{56.5%) y diez presentaban variante Asidtico-Americana (43.5%} (Tabla 6 y Fig 5).



Tabla 6. Frecuencia de HPV-16, variantes Europeas (E) y Asidtico-Americanas (AAY Y

riesgo relativo (RR) en los casos clinicos y grupo control.

HPV-16 HPV-16 (E) HPV-16 {AA)

"Grupo  a %(m) RM  IC95% % () RM  IC95%  %(n) RM  IC95%

Control 138 12.3 1.0 - 94.1 1.0 - 59 (.0 -
an (16} ()

Cincer 48 479 6.5 0.055-0.142 565 2.8 0.053- 435 36.0 0.014-0.116
(23} (13) 0.127 (10

E = Variante Europea, AA = Vanante Asidtico-Americanas

RM = Razén de Momios, IC = Intervalos de Confianza

Por otro lado, al calcular la razén de momios (RM) en las pacientes con cdncer, paca las variantes AA
(RM = 36). este fue 12.8 veces mayor al calculado para las variantes Europeas (RM = 2.8) y se sabe que
de acuerdo a criterios estadisticos, un RM mayor a I, implica que los individuos expuestos a las vatiantes
AA presentan una mayor probabilidad de desarrollar 1a enfermedad . Es por esto que estos datos indican
claramenie que la infeccién con las clases AA de HPV-16, presentan un mayor riesgo de desarrollar

céncer cervical, en comparacin con pacientes infectadas con las clases Europeas de HPV-16.

27



Secuencia de HPV con MY

WTTCCATT GT COGGGTA COTT TATTT GTTACT GIT GFT GATACTACAC GCAGTA CAAATAT 6T (AT TAT GTGCTGCCATAT CTAC TTCAG AAgTACAT AT
12 2p 32 49 58 62 70 8@ 109

TGC AG&C GT TAT G BEKM' ACATACATTCTATG AATT CE&CTAT TTTGGAGGACTGGAATTTTG GTET ACAAC CHCC [qCCAGG
219 229 239 249 250 260

AGGCACACTAGAAGATAC TTATAGGTTTGTAACAYCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATA CAC CTCCAGCACCTAAAGAAG
78 230 290 300 316 320 330 340 358

PATCCCCT TAAAMATACACTTTTTGGGAA GTAA ATHT AAAG GAAARGTTTTCTGCAGACC TAG AT LG TTTNCTTT AGGAC GAMINT (
368 370 380 390 408 410 420 432

Figura 5. Sccuencia obtenida a partir de una muestra amplificada con fos oligonucledtidos MY09/1 1. Se marcan [as
regiones donde hay vanaciones en el caso de ser una variante AA (Yamada etall 1997).
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DISCUSION

En el presente trabajo se determind la prevalencia de las variantes Asidtico-Americanas en la poblacién
mexicana en un estudio de casos y controles. Para esto, se evaluaron 138 muestras de raspados cervicales

de pacientes control clinicamente sanas y 48 raspados de pacientes con céncer cervicouterino

La proporcion de HPV-16 en las muestras de cancer (47.9%), detectadas en este trabajo es similar a las
seporiadas por otros trabajos (50.8%) (Ferrera ef «f, 1999) La frecuencia de muestras con HPV-16 ¢n los
raspados control, {12.39, Tabla 5) correlaciona al reportado en un trabajo previo de casos y controles en
México (Hemandez-Avila ef al 1997) y Honduras (Ferrera et af, 1999), donde la prevalencia en las
muestras control positivas para HPV-16 es de 13.2% y 17.3% respectivamente, lo cual pudiera deberse a
que los paises en vias de desarrollo son zonas de alto riesgo, o bien al incremento de la sensibilidad en la

upificacién por PCR debido a la utilizacion de los tres juegos de oligonucledtidos (Tabla 3 y Fig. 4).

De acuerdo a los resultados anteriores se puede observar que existe una asociacién entre los Virus de

Papitoma Humano (HPV) de alto riesgo y el desarrollo de céincer cervical (zur Hausen £f 4 1, 1994),

Se ha reportado que algunas variantes son mas prevalentes en ciertas regiones peogrificas (Stewart ¢f al,
1996), y que la distribucién de las variantes AA, se da inicamente en Sudamérica y América Central con
una proporcion del 20% y en Europa tnicamente en Espaiia, con una proporcién del 14% (Yamada et af,

1997).

Entanto que, en la poblacidn mexicana Ja prevalencia de las variantes AA es mucho mas alia (43.5 %) en

los casos de cdncer, lo cual, podria contribuir de forma importante al desarrollo de cancer en la poblacidn.



Para el grupo control, Ja prevalencia de las variantes es mucho menor con tan solo una paciente (5.9%,

Tabla 6},

Nindl er of en 1999, al analizar muestras con diferentes grados de transformacién, no encuentra una
correlacién entre la presencia de variantes Europeas y el grado de [a enfermedad y, aunque solo repoita
un caso con la variante AA de 112 muestras analizadas, esta se presenta en una pacienfe con céncer
cervical. Por otro lado, de acuerdo a trabajos realizados por Conrad et af, 1996, 1a oncoproteina E6 de las
variantes AA, tienen mayor capacidad 'oncogénica, ya que esla es capaz de degradar de forma mas

cficiente a la proteina p53.

En otros estudios realizados en México, se ha pedido comprobar que la secuencia del gen E2 de las
varientes AA, presenta un gran niimero de mutaciones (Casa et al, 1999), lo cual pudiera estar asociade a
uny regulacidn menos eficiente de las oncoproteinas E6 y B7, ya que algunos de estos cambios se
encuentran en dominios activos de E2, lo cual favoreceria la expresion de los oncogenes. Ademds, se
determino que existe una relacion entre la presencia de los genes EI/E2 y el ndmere de copias virales.
Este nimero alto de copias, aunado a la posible deficiencia en la funcién represora de E2 en fas varianies
AA, podria provocar que el desarrollo tumoral fuera mas rdpido, por lo que las variantes AA tendrian una

mayor capasidad oncogénica.
Lay variantes AA se detectardn en pacientes con cdncer cervical con una media de edad de 35 aiios, en

tanto, que las variantes Europeas se presentardn en pacientes mayores a 35 afios.(Ordéhez et af).De

acuerdo a lo anterior es, probable que las variantes AA sean mas encogénicas.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, al calcular la razén de momios se cbserva que parit el caso de los
pacientes infectados con las variantes Europeas existe una fuerte probabilidad de desarrollar cdncer
(RM=2.8) sabiendo que un valor mayor a | indica un alto riesgo de desarrollar la enfermedad. Por otro
lado al calcular este valor para las variantes AA, se obseva que este es mucho mayor (RM=36) al
obtenido para las variantes Europeas (12.8 veces mayor), lo cual incrementa de forma significativa fa
probabilidad de desarrollar la enfermedad de acuerdo a criterios estadisticos, con lo gue podemes saponer
que las pacientes infectadas con las variantes Asidtico-Americanas fienen una mayor probabilidad de

desarrollar cdncer cervical en un tiempo menor.

La alta incidencia de estas variantes no es ficil de explicar en la poblacion mexicana. De acuerdo a su
distribucion mundial (Yamada et alf, 1997), se puede suponer gue esta pudo haber sido introducida a
América Latina, a través de las migraciones provenientes de Espaiia. Otra posibilidad es que su
prevalencia esté asociada al fondo genético de la poblacién mexicana (Casas er ¢, 1999), dentro de estos
pudicran incluirse, variaciones en el grado de oncogenicidad de las variantes a nivel mundial debido a
caracteristicas de las poblaciones como son, distribucidn de diferentes alelos en las moléculas
presentadoras de antigenos del HLA, sabiendo que la proteina EG es blanco de respuestas inmunoldgicas
humorales y celulares, lo cual promoveria respuestas diferentes contra el virus (Nindl ¢t al, 1999 y
Yamada et al, 1995 ), otros factores como son las variantes alélicas de proteinas blanco para las
oncoproteinas E6 y E7, como p33 (Storey, 1998), pudieran tal vez afectar de alguna forma la capacidad
de las variantes virales para desarroltar cAincer cervical en las poblaciones. Sin embargo, a pesar de esto,
¢s diffcil determinar las presiones de seleccién que mantjencn a las variantes dentro de la poblacién, en

México.
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En conclusion, de acuerdo al presente estudio de casos y controles realizado en una inuestra de la
poblacidn mexicana y al cdlculo de 1a razén de momios para las variantes Asidtico-Americanas, existe una
mayor probubilidad de que las pacientes infectadas con las variantes AA de desarrollar céncer cervical, en
un periodo de tiempo menor, al que es necesario en aquellas pacientes infectadas con fas variantes

Europeas.

A pesar de que el desarrollo de cdncer cervical es un proceso multifactorial, 1a alta frecuencia de las
variantes AA en [a poblacidn mexicang podria explicar de alguna forma fa alta incidencia de cdncer
cervicouterino en México, es por esto que es necesario desarrollar mejores programas de deteccién viral,
dsi como aumentar la cobertura de dichos programas a nivel nacional. Por otro lado, es también necesario
considerar la existencia de las variantes AA para el desarrollo de vacunas terapéuticas contra céncer
cervical en México, ya que muy probablemente, las vacunas desarrolladas en otros paises en donde se

toma a la variante Europea como modelo, pudieran no ser lo suficientemente efectivas en México.
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CONCLUSIONES

E} proceso para desarrollar céncer cervical es roultifactorial. Sin embargo, se sabe que en la poblacion
mexicana hay una mayor prevalencia de las variantes AA de HPV-16 comparado con otros pafses, y que
es ademas, una variante con una mayor capacidad transformante, por lo cual en el presente trabajo, al
calcular la razén de momios (RM=36) se puede predecic que las pacientes expuestas a éstas variantes, al
compararse con pacientes expuestas a las variantes Furopeas (RM=2.8), tienen una mayor probabilidad
de desarroliar cdncer cervical. Estos datos sugieren que la alta incidencia de cdncer cervical en México se
debe no s6lo a problemas de carencia de recursos y educacion para su deteccién oportuna, sino también.

a que las pucientes estin expuesias a variantes de HPV-16 mis oncogenicas.
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