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111. Resumen 

Actualmente en MéxICo el cáncer cervicouterino (CaCU) ocupa el primer lugar de 

muerte por neoplasia para la población femenina. Esto se debe en gran medida a la 

falta de diagnóstico oportuno de esta enfermedad, ya que en las etapas tempranas del 

cáncer se producen muy pocos síntomas. 

Se ha demostrado la presencia del Virus del Papiloma Humano (HPV por sus siglas 

en inglés) en más del 99 % de los tumores de cuello uterino, principalmente de los 

llamados tipos de alto riesgo entre los cuales destacan los tipos 16 y 18. Mediante el 

análisis de las secuencias de estos tipos se han identificado distintas variantes, las 

cuales se presume están asociadas a determinados tipos histológicos de CaCU y a un 

diferente comportamiento biológico y agresividad. 

En este estudio se determinaron los tipos y variantes del tipo 16 y 18 en muestras de 

pacientes que resultaron positivas a la detección de HPV de alto nesgo. Se Incluyeron 

tres grupos: controles de personas que no presentaban lesión, lesiones precancerosas 

de bajo grado y lesiones precancerosas de alto grado. La tipificación se realizó 

mediante el análisis de un fragmento de la región L 1 del genoma del VIruS medIante la 

técnica de SSCP. Los resultados obtenidos indican que los tipos más frecuentes son 

e/16 y el18 tanto en lesiones como en controles, sin embargo, su proporción tiende a 

ser mayor dentro de las lesiones. La variante del tipo 16 encontrada en la población 

mexicana pertenece a la rama Asiático-Americana, sin embargo no se halló una 

diferencia significativa entre lesiones de bajo y alto grado. Tampoco se encontró 

diferencIa entre el comportamiento de la variante Af del tipo 18 y la clona de 

referencia. Otros tipos frecuentes fueron el 45, 58 Y 59. El resto de los tipos 

encontrados se presentó de manera bastante homogénea dentro de los tres grupos de 

estudio. 
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1. Antecedentes 

1.1 Cáncer Cervicouterino 

1.1.1 Datos Epidemiológicos 

El cáncer cervicouterino ocupa el quinto lugar en neoplasias él nivel mundial. Según la 

Organización Mundial de la Salud su frecuencia está alrededor de 460 mil casos 

anuales En América Latina ocupa el primer lugar. 

En cuanto a México se refiere, este tipo de cáncer ocupa el pnmer lugar de muerte por 

neoplasIa para la población femenina. De cada 100 tumores detectados, 85 son de 

cuello uterino y es la primera causa de muerte en general para mujeres mayores de 45 

años. 

Un factor Importante de la alta incidencia de este padecimiento en nuestro país, yen 

general en países no IOdustnalizados es la falta de detección oportuna. El cáncer de 

cuello uterino produce pocos síntomas en su inicIo, esto, aunado a la falta de 

información ya la ausencia de una cultura de autocuidado de la salud provocan que el 

diagnóstico de la enfermedad se realice en etapas muy avanzadas, cuando el 

pronóstico es poco alentador 
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1.1.2 Localización Anatómica 

El CéNIX se locaHz.a en la parte baja del útero. Se divide en el endocérv¡x, que está 

compuesto por epitelio columnar el cual conforma las llamadas glándulas, y el 

ectocérvix formado por epitelio escamoso que se une a la vagina. El sitio donde se 

lleva a cabo la unión de estos dos tipOS de epitelio se conoce como unión 

escamocolumnar y está sujeta a variaciones durante la vida de una mujer debido a 

estímulos hormonales (menstruación, embarazos o partos) En esta zona el epitelio 

columnar se "transformaft debido al reemplazo por células de reserva que presentan 

metaplasia escamosa. Debido a lo antenar a esta zona se [e ha llamado zona de 

transformación o zona T. Es precisamente en este lugar donde se origina el cáncer 

cervícoutenno. 

Figura 1. LocalizaCión anatómica del cuello uterino o cervix. La zona de 
transformación se encuentra donde se unen el epitelio vaginal y el epitelio 
endocervlcal 
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1.1.3 Lesiones escamosas intraepiteliales 

El CaCU evoluciona a partir de las lesiones íntraepiteliales en proliferación conocidas 

como lesiones escamosas o epidermioides intraepiteliales, dlsplasias o neoplasias 

!ntraepltellales del cérvlX (NIC). Se caracterizan por desorganización de la arquitectura 

del epitelio escamoso, atiplas nucleares y mitosis anormales. 

El grado de la lesión depende de [a magnitud de diChas anormalidades. De tal manera 

la leSión puede ser de bajo gradO (Lesión escamosa intraepitelial de baJO grado 

LEIBG) correspondiente a displasI8 leve o NIC \. Las displasias moderadas y severas 

corresponden a NIC 11 y NIC 111 respectivamente y se han agrupado bajo la categoría 

de lesiones intraepneliales de alto grado (LE lAG). 

Estos tipos de lesiones pueden revertir, persistir o progresar hacia cáncer. De acuerdo 

a diversos modelos matemáticos elaborados se ha calculado que son 

aproximadamente 5 años lo que toma a una displasia progresar a su Siguiente fase 

(Barran y Richart, 1968) y de 1 a 30 años lo que tarda una displasia severa para 

progresar a cáncer (Gustafsson et al., 1989) 

1.1.4 Tipos histológicos 

Los dlstin10s tipos "'Istológicos de CaCU se definen de acuerdo a la estirpe celular de 

la que se onginó E :arcinoma de células escamosas o epldermlolde se onglna, como 
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Su nombre lo indica del epitelio escamoso, es el más común y el de mejor 

pronóstico. Sigue en importancia el adenocarcinoma que se confina a las glándulas 

endocelVicales. El carcinoma adenoescamoso tiene origen mixto. Estos dos últimos 

tipos histológicos cuentan con un peor pronóstico que el epidermroide. Existen otras 

variedades menos frecuentes entre las que destacan el carcinoma de células 

pequeñas que se originan de las células endoceTVicales de reserva presenta 

diferenciación neuroendocrina y tiene uno de los peores pronósticos. 

1.1.5 Etiología Viral 

Actualmente se tiene la suficiente evidencia para relacionar la infección por HPV con la 

aparición de lesiones precancerosas y CaCU. Se sabe que en más del 99 % de los 

tumores de cuello uterino se han detectado secuencias virales de ciertos tipos del 

virus del papiloma humano (HPV), entre los que destacan los tipos 16, 18,31,33 Y 45 

(Walboomers et aL,1999). De igual manera este virus se encuentra presente en las 

lesiones intraepiteliales del cérvix y el cáncer invasor. 

1.2 Los Papilomavirus 

1.2.1 Biología de los Papilomavirus 

Los Papilomavirus se encuentran dentro de la familia Papoviridae y son pequeños 

(virión de 55nm), de forma icosaédrica y sin envoltura. Su genoma es circular de 

doble cadena de ONA con un tamaño alrededor de 8000 pares de bases, se divide en 

tres regiones: la región temprana (E) que consta de seis genes que codIfican para 
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proteínas involucradas en la replicación del DNA viral y su transcripción, la región 

tardía (L) que codifica para dos proteínas estructurales y la región larga de control 

(LCR) que tiene secuencias de control para la replicación y transcripción viral. 

Figura 2. Imagen tridimensional de la estructura del virión de los papilomavirus 
reconstruida a partir del análisis de microscopía Crioelectrónica. Los viriones 
miden aproximadamente 55 nm. 

Los Papilomavlrus se han asociado a neoplasias benignas y malignas de la piel y las 

mucosas. Se encuentran en el epitelio de distintos animales desde pájaros y reptiles 

hasta mamíferos y están clasificados de acuerdo a su secuencia de DNA. 
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Tabla L Regiones y genes del genoma del HPV 

Gen Proteína Función 

L1 Proteína L 1 Constituyente principal de la cápside 

L2 Proteina L2 proteína de la cápsJde, ensamblaje de viñones. 

E1 Proteína E1 Inicio de la replicación viral, hellcasa, ATPasa 

E2 Prote{na E2 Regulación transcnpclonal del virus, forma 

heterodímeros con E1 que estimulan la iniciación 

de la replicación. 

E4 Proteína E4 Proteína tardía, maduración y liberación de las 

partículas virales, rompe la red de citoqueratinas 

citoplásmicas 

ES Proteína ES Pequeña proteína hidrofóbtca asociada a 

membrana, sinergiza la acción del factor de 

crecimiento epidennal (EGF) en el estímulo para 

la proliferación celular del epitelio. 

ES Proteína E6 Transformante, se une a la proteína supresora de 

tumor p53 promoviendo su degradación, activa a 

la telomerasa 

E7 Proteína E7 Transformante, Se une a pRB, p130y c-jun, activa 

la transcripción 

LCR Secuencia reguladora de la transcripción, contiene 

el origen de la replicación viral y elementos de 

respuesta a factores de transcripción tanto virales 

como celulares 
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L1 

El 

HPV-16 

ES 

rlgllla 3. Genoma Circular del HPV -16. Consta de DNA de doble cadena 
el""'lar de 7904 pb. Su promotor se designa P97 y se ubica en el LCR. Se 
observan además las regiones tempranas (El y tardfas (L). 
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De acuerdo a la comparación de su secuencia de nucleótidos se ha dIVIdido a los 

papiloma virus en cinco grandes ramas, dos de las cuales incluyen tipos encontrados 

en animales y tres que contienen a los HPV's. Hay que resaltar que dicha forma de 

clasificación (por secuencia de DNA) correlacIona con su tropismo y potencial 

oncogénico. A su vez, los HPV's se dividen en dos grupos. Los cutaneotrópicos, que 

producen proliferaciones benignas en la piel -conocidas como verrugas

principalmente de brazos y pies (tipos 2, 3, 4, 10, etc.) y la Epidennodisplasia 

Veruciforme (tipos 5, 8, 9, 12, 14, 15, etc.); y los mucosotrópicos, los cuales 

infectan la mucosa del tracto respiratorio (tipos 6, 11), la cavidad oral (13, 32), la 

conjuntiva (6, 11) Y el tracto genital. 

Actualmente se acepta que un tipo dIferente de papilomavirus es aquel que difiere 

del resto en un 10% o más en su genoma en regiones codificantes Un subtipo es 

aquel que presenta cambios en un 2°/0 a un 10% y una valiante tiene una diferenCIa 

menar al 2 %. 

Los HPV genitales se han diVidido en dos grupos de acuerdo a su asociación con los 

tumores mahgnos: los de bajo riesgo, aSOCIados a lesiones benignas en su mayoría 

verrugas genitales y condilomas: y los de alto riesgo, asociados a distintas leSIOnes 

intraepiteliales cáncer invasor de cérvix. vulva. vagina y pene. 
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Figura 4. Árbol filogenético del HPV basado en la secuencia de un segmento de la 
región L 1 (Myers et al., 1996) 
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Tabla 11. Clasificación de los HPV de acuerdo a su riesgo oncogénico 

Riesgo oncogénico Tipo de HPV 

Bajo nesgo 6,11,26,42,44,54,70,73 

Alto riesgo 16,18,31,33,35,39,45,51,55,56,58,59,66,68 

Nota: En negritas los más frecuentes. 

1.2.2 Ciclo viral. 

Los virus del papiloma son específicos de su huésped y presentan tropismo por las 

células epiteliales escamosas produciendo proliferaciones en piel y mucosas. 

La infección por HPV se transmite por contacto directo. Empieza en las células 

basales, las cuales son mitóticamente activas. Después el virus puede permanecer 

ahí, integrarse al genoma, o replicarse y producir partículas virales. 

El ciclo completo de estos virus sólo se produce en queratinocltos diferencIados 

(Pfister, 1987). Las células basales son poco activas en la expresión de proteínas 

virales ya que existen factores celulares que regulan la transcripción viral. Al migrar a 

la capa granulosa estas células se diferencían yya no pueden dIvidirse, y es entonces 

cuando se da la formación de partículas virales tras la transcripción de los genes 

tempranos y tardíos del HPV. 

Actualmente se conoce que las proteínas E6 y E7 producidas por los HPV 

considerados de alto riesgo (y no de las de bajo nesgo) están involucrados en la 

¡nmortalizaclón y transformación de las células epiteliales. Estas proteínas son 
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activamente expresadas en los tumores de cérvix y las líneas celulares derivadas de 

ellos (Schwartz e1 31.,1985, Yee et al., 1985). La integración al genoma del hospeoero 

se da en la región E1-E2 del virus provocando su rompimiento por lo que ya no se 

sintetiza una proteína E2 funcional. Al ser la proteína E2 un factor que regula 

negativamente 13 expresión de los genes E6 y E7 ( se une a Su promotor), se tiene 

como conseCuencia un aumento en la transcnpción de dichos genes (Sang & 

Barbosa,1992) 

Ahora se sabe que no en todos los tumores ocurre la integración del genoma Viral al 

del hospedero. Se ha reportado en algunos casos los genes E1 y E2 se hallan 

mtactos, lo que indica que el virus Se halla en su forma episomal o que se han 

integrado varias coplas virales sn tándem Se cree que al aumentar el número de 

copias virales se obtienen suficiente cantIdad de proteínas ES y E7 para transformar 

las células (Berumen et al., 1994). 

La proteína ES se une a la proteína supresora de tumores p53 dando lugar a su 

degradación, en un proceso dependiente de la ubiqUltina (Scheffner et al., 1990, Crook. 

et al., 1991). Por otro lado, la proteína E7 se asocia con la proteína del 

retinoblastoma pRB lo que libera al factor transcripcional E2F-1, que se halla unido a 

pRB (ehellapan el al., 1992). E2F1 aellva la transenpelón de diferentes genes 

celulares que promueven la progresión del ciclo celular de la fase G1 a la S. Todo 

esto lleva consigo la pérdida del control del ciclo celular y es responsable de la 

inestabilidad genómica que contribuyen a la transformación celular. 
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1.2.3 Variantes del HPV 

Como se mencionó anteriormente se han definido variantes de un tipo de HPV como 

aquellas que presentan una diferencia menor del 2% en su secuencia genómica en las 

regiones codificantes y hasta un 5 % en las no codificantes (LCR) con respecto a la 

variante de referencia. 

Las diferencias en las secuencias de DNA que codifican para proteínas de los 

papilomavirus nos permiten distinguir entre los tipos y analizar el proceso de 

especiación, ya que en la taxonomía de los papilomavirus el término tipo equivale al de 

especie (Chan et aL, 1992). El análisIs de las reglones no codificantes, las cuales son 

más variables nos permiten entender la evolución molecular dentro de un mismo tipo. 

Se considera que el virus del papiloma es un modelo muy adecuado para estudiar la 

evolución de los virus con relacIón la sus huéspedes ya que como se ha mencionado 

son específicos para su especie y como se ha reportado la recombinación es muy rara 

o inexistente (Yamada et al., 1995). 

A través del estudio de las secuencias de DNA de un gran número de aislados virales 

de diversas partes del mundo se ha estableCido la existencia de variantes para el tipo 

16 (Ha el al., 1991, Ha et al., 1993), el tIpO 18 (On9 et al., 1993) y otros tIpOS menos 

frecuentes (Stewart et al. . 1996) Los tipos 16 y 18 han sido los más estudiados de 
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manera que se han construido árboles filogenéticos y establecido distintas ramas para 

cada uno de ellos. la evidencia apunta a que ambos tipos se originaron en Aflica (Ong 

et al., 1993;Ho et al.,1993) y han coevolucionado con el ser humano dando tugar a 

diversas variantes que surgieron durante la especiación de su huésped. Asimismo, la 

diseminación de dichas variantes se ha dado con el movimiento de las masas 

humanas durante la historia (Chang et al., 1992; 009 et a!., 1993). Por tanto, un tipo 

de variante predominan de acuerdo al grupo étnico mayoritario más que a la 

localización geográfica de la región. 

Mediante estos estudios se han podido establecer cinco ramas principales para el tipo 

16 : La europea E, la Asiática As, la Asiática-Americana AA, la Africana-1 Af-1 y la 

Africana-2 Af-2 (Ha et al.,1993). Recientemente se han obtenido diversos aislados 

que corresponden a una subclase de la variante AA que se ha nombrado 

Norteamericana NAl (Yamada el al., 1995). 

Para el HPV-16 se han analizado las regiones L1, 1.2, E2, ES, ES Y E7; los resultados 

obtenidos apoyan \a idea de que la recomblnación es rara o inexistente. (Yamada et 

al., 1995; Tornesello el al., 1997; Brady el al., 1999; Elikson el al., 1999). 

Como se mencionó anteriormente la variante predominante depende del grupo étnico 

de la región. Las vanantes de la rama E son comunes en Europa y Norteamérica: las 

vanantes Af-1 y AfM 2 son encontradas casi exclusivamente en Africa (920/0); la As se 

halla comúnmente en el sureste de Asia; y la variante AA se encuentra en Centro y 

Sudamélica y sólo en España con lo que respecta a Europa (Yamada et al., (997). 
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Figura 5 . Árbol filogenético del HPV-16 en el que se observan las cinco ramas 
encontradas: Af1, Af2, AA, E Y As. Se señala con una flecha la clona tomada como 
referencia. La variante encontrada en México corresponde al aislado IND-8 de la 
rama AA (Ho el al., 1993) 
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HPV-18 
As+AI 

HPV 45 

Figura 6 Árbol filogenétlco del HPVw 18 que nos muestra las tres ramas identificadas: Af, 
As+AI y E (Ong et al., 1993) La clona de referencia se encuentra en la rama As+At. Se 
señala la variante a la que corresponde el tipo integrado en la línea celular HeLa 
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Con lo que respecta al tipo 18 se han detectado tres ramas filogenéticas: Europea E, 

Afncana Af y Asiálica-Amerindia As+Am (Ong el al., 1993). De manera semejante a las 

variantes del tipo 16, el nombre indica en que región geográfica se hallaron 

predominantemente. 

Como puede observarse éstos árboles tienen características similares: 

máxima diversidad entre variantes aflicanas y no-africanas 

mayor diversidad entre las variantes africanas y aquellas de otras regiones 

Las variantes asiáticas forman una rama con un nodo en las variantes 

europeas. 

Es importante mencionar que para el HPV-16 la clona tomada como referencia 

pertenece a la rama E y para el HPV-18 pertenece a la As+AI, los cuales se hallan 

señalados en las figuras 5 y 6 respectIVamente. 

Es bien sabido que el tipo 16 se asocia pnnclpalmente con Jos carcinomas de células 

escamosas y el tipo 18 con los adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos 

(Bosch et al., 1995), lo que nos mdica una diferencia entre estos dos tipos 

oncogénicos. Sin embargo, actualmente se tiene evidenCia que sugiere que también 

sus variantes están asociadas a distintos tipos histológicos de cáncer y que tIenen un 

distinto comportamIento biológico. 
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Empecemos por mencionar que el riesgo de desarrollar una lesión no es el mismo 

para to<ias las variantes del HPV-16 .En un estudio en el que se detectaron variantes a 

través de la región LCR del tipo 16 se llegó a la conclusión que el riesgo de desarrollar 

una NIC 11-111 no es el mismo para todas las variantes, sino que aquellas no parecIdas 

al prototipo (As, AA y Af) tienen un riesgo más elevado (Xi et al , 1997). De manera 

similar en tumores de cuello uterino era más predominante la presencia de las 

variantes diferentes al prototIpO (Zehbe et aL, 1998). Además, se ha reportado que 

una variante del HPV-16 encontrada en los tumores de mujeres mexicanas y que 

pertenece a la rama AA pudiera presentar un comportamIento más agresivo, ya que se 

encontró en un grupo de mujeres más jóvenes que la prototIpO (Uzano et aL, 1996). 

De esta manera se podría explicar la alta frecuencia de CaCU en mujeres 

latinoamericanas. 

Con lo que respecta al HPV-18 se realizó un estudio en MéXICO que arrojó los 

siguientes resultados. Se determinó la presencia de una variante llamada var-2 

perteneciente a la rama Af exclusIvamente ligada a tumores de células escamosas, 

teniendo este tipo histológico un pronóstico poco más alentador que Jos otros tipos de 

cáncer . La var-1 (perteneciente a la rama E) estuvO presente en todos los tipos 

histológicos excepto carcinoma de células pequeñas. En comparación, en los tumores 

de células pequeñas analizados en este estudio se encontró la clona de referencia del 

HPV-18 y ninguna vanante. El carcinoma de células pequeñas cuenta con uno de los 

peores pronósticos. Por tanto, podría ser que las variantes var-1 yvar-2 del HPV-18 

presenten un comportamIento menos agresivo (Lizano et aL, 1996) comparado con la 

variante de referencia. Esto concuerda con un reporte previo en el que se describe 

una variante del HPV-18 con un comportamiento menos agresivo en lesiones 

precancerosas (Hecht et al.. 1995). 
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Todo lo anterior indicaría que las distintas variantes tienen alguna ventaja en 

detenninado tipo de células o que distintos factores celulares contribuyen en la 

transformación de las células. 

En los estudios realizados sobre variantes de E6 se ha encontrado que una variante 

frecuente es la que reemplaza una T por una G en el nucleótido 350 lo cual resulta en 

el intercambio de una leucina por una vaUna (Yamada et al., 1995; Brady et al., 1999). 

Esta variante fue asociada con progresión a cáncer (Londesborough et al., 1996; 

Zebhe et al., 1998). Sin embargo, se han reportado otros resultados discordantes en 

los que no se halló asociación entre la presencia de esta variante y el riesgo de 

desarrollar cáncer cervicauterino (Bontkes et al., 1998; Nindl et al., 1999). 

Existe otra variante de la proteina E6 conocida como 131G para la cual se han 

encontrado tambIén resultados contradictorios, pues mientras en un en estudIo de la 

región ES en lesiones preinvasivas se encuentra en baja (Bontkes et al., 1998) en otro 

protocolo llevado a cabo en el Reino Unido se ha reportado la presencIa de esta 

variante hasta en un 30 % (Brady et al., 1999). 

Para explicar estas diferenCIas entre la presencia de cierta variante de E6 y el riesgo 

de progresión hacia el cáncer se ha planteado que la diferenCIa de oncogenicidad 

depende de la zona geográfica, posiblemente por las variaciones genéticas de la 
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población; entre las que destacan la distribución de los distintos alelas de HLA. (Nindl, 

et al., 1999; Brady, etal. , 1999). 

Se ha demostrado también que las diferentes variantes de E6 de los HPV-16 difieren 

en su capacidad de anular la diferenciación de los queratinocitos yen su capacidad de 

inducir la degradación de p53, in vitro, 10 cual demuestra que las variantes tienen 

diferencias en sus propiedades biológicas y bioquímicas que pueden dar como 

resultado diferencia en su patogenicidad (Stoppler et al., 1996). 

Por otro lado. se ha intentado relacionar el potimorftsmo de los alelas de p53 can la 

capacidad de E6 para unirse a ellos. Se considera que los homocigotos para la 

arginina en el codón 72 del gen de p53 tienen un riesgo incrementado para el 

desarrollo de CaCU comparado con los homocigotos para la prolina, ya que el 

producto del primer alelo es más susceptible de ser degradado (storey et aL, 1998). 

Sin embargo este comportamiento ha demostrado ser independiente de las variantes 

en E6 (Zehbe et al., 2001, Brady et al., 1999). 

En cuanto a E7 se ha encontrado que es una región altamente conservada, en donde 

hay pocas variaciones que rara vez producen un cambio de ammoácido. (Nindl et aL, 

1999). 

Algunas mutaciones en el genoma del HPV-16 aumentan la actividad del promotor que 

da lugar a la transcripción de E6 y E7 (May et al., 1994) Recientemente pudo 

establecerse que las variantes AA y NA 1 presentan una actividad mayor en el 

promotor P97 que las variantes Af1 y Af2, las cuales tienen actividad sImilar a la clona 
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europea de referencia. Esta actividad transcripcional elevada se atribuyó a una 

transición A/C en la posición 7229 (Kamer, et aL, 2000). 

Para la proteína E2 también se han reportado variantes tanto para el HPVw16 como 

para el HPV~18, sin embargo éstas no mostraron correlación con el grado de lesión. 

Las variantes del tipo 16 presentan un cambio de una e por T en la posición 3049 

dando como resultado un cambio de aminoácido en la posición 219 de prolina a 

serina. Estas variantes cowsegregan con la variante de E6 T350G, por lo tanto podrían 

consIderarse marcadores adicionales de riesgo (Terry et al., 1997). 

En resumen, el estudio de las variantes de HPV es importante por estas razones: a) se 

ha detem1inado que las distintas variantes se asocian a determinados tipos 

histológicos de CaCU y a un diferente comportamiento biológico y agresividad; b) la 

presencia de un tipo detenninado de variante se asocia a la etnicidad de la población 

más que a la zona geográfica. Todo lo anterior puede ser útil para el pronóstico de la 

enfermedad. 
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Figura 7. DiferenCias en las regiones E6, L 1 Y LCR de las diferentes variantes del 
HPV-16 (Yamada, el al., 1997). 
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2. Justificación del problema 

De acuerdo a los antecedentes dados podría pensarse que la alta Incidencia de 

CaCU en nuestro país podría no sólo deberse a una falta de diagnóstico 

oportuno, sino que hay un factor relacionado a las variantes de los tipos 16 y 18 

que infectan a la población mexicana. Estas variantes se encuentran 

comúnmente en las poblaciones con un componente amenndio importante y 

han demostrado un comportamiento más agresivo que aquellas presentes 

preferentemente en otros grupos étnicos. 

Con anterioridad se había realizado un estudio en México donde se habían 

tipificado los HPV's y variantes presentes en una muestra de tumores de 

distintos tipOS histOlógicos (Lizano et al, 1994). Los resultados indican 

diferencias en las propiedades biológicas de las variantes. 

Por tanto, creemos de gran importancia analizar la distribución de los tipos y 

vanantes del 16 y 18 en una muestra de la población que presenta leSiones 

precancerosas tanto de bajo grado como de alto grado y un grupo de personas 

con citología normal. Todas las pacientes incluidas en el estudio resultaron 

pOSitivas para la infección por HPV de alto riesgo. 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo General 

Analizar los diferentes tipos y vanantes de HPV presentes en las lesiones 

premalignas de una población femenina meXicana. 

3.2. Objetivos Específicos 

Estandarizar el método de PCR-SSCP para hacer posible la diferenciación del 

mayor número de tipos y variantes del HPV 

Determinar la frecuencia de los tipos de HPV y las variantes especificamente 

del HPV-16 y del HPV-18 en la población femenina mexicana. 

Analizar (a posible correlación entre el tipo \j variante de HPV encontrada y el 

grado de lesión de la paciente. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1 Muestras 

La toma de muestra consIste en un cepIlladO ceNlca\ que el GInecólogo realiza a la 

pacIente con el objeto de desprender unas cuantas células epitelIales de su CélVix, 

luego coloca el cepillo en un tubo con medio de transporte. El cepillo y el medio se 

incluyen en el DIGINE CelVical Sampler 

En total fueron incluidas en el estudio 90 muestras que habían sido procesadas 

mediante el kit de Captura de Híbridos II de DIGINE y que resultaron posItivas para 

HPV de alto riesgo. Este K¡t detecta en conjunto los tipas 1.6, 1.8,31,33,35,39,45,51., 

52, 56, 58, 59, 68: el resultado obtenido mdlca positivo o negatIvo para HPV de alto 

riesgo, pero no especifica de que tipo se trata. 

Para los casos de lesión las muestras se obtuvieron de pacientes que fueron referidas, 

por sospecha de NIC, al Servicio de Patología y Colposcopía del Tracto Genital Inferior 

Femenino de un hospital de tercer nivel de atención médica del Instituto Mexicano del 

Seguro Social (IMSS) Se confirmó por diagnóstico histopatológico la presencia de 

NIC I a 111 en bIopsia o cono ceNical. Fueron exclu1dos los casos que ingresaron al 

estudio por sospecha de NIC y cuyo resultado histopatológico fue negativo o cáncer 

Invasor 

Los controles fueron tomados de mUjeres que acudieron a una unidad de primer nivel 

de atencIón medica dellMSS y que no mostraron alteraciones de NIC o cáncer invasor 

en la citologia. Estas pacientes acudieron por miciatlva propia o para estudio de rutina 

y aceptaron participar en el estudio 
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El periodo de estudio comprendió de octubre de 1998 a enero del año 2000 

El tubo donde viene la muestra se agitó vigorosamente utilizando el vórtex y se 

tomaron 500 ¡.¡.L del medio de transporte en donde deben Ir las células epiteliales del 

céNix para la extracción de DNA 

Se incluye un esquema de la metodología experimenta! seguida (Figura 6) 

4.2 Extracción y Cuantificación de DNA 

La extracción de DNA se realizó por el método del fenol·ctoroformo. El fenal utlllzado 

debe estar previamente equilibrado. 

4.2.1 Equilibración del fenol. 

Es necesano eqUilibrar el fenal a pH > 7.8 pues el ONA pasa a la fase orgámca a pH 

áCidO 

El fenal se guarda a -20 "c Cuando se vaya a usar retirar del congelador y permitir 

que alcance temperatura ambiente. Fundirlo a 68 oC y adicionar hidroxiquinolina a una 

concentración de 0.1 % (como antioxidante, inhibidor de RNAsas y quelante débil de 

Iones). El fenal toma un color amarillento que permite Identificar de manera más fácil 

la fase orgánica. Posteriormente Se adiCiona un volumen Igual de Tris~CI 0.5 M 

pH=8.0 a temperatura ambiente Agitar por 15 minutos con agitador magnétiCO y 

apagar el agitador. Permitir que las dos fases se separen y eliminar la de arnba 
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(acuosa) con una pipeta conectada a una línea de vacío con una trampa. Repetir la 

extracción hasta que el pH de la fase fenólica sea mayor a 7.8 (con papel pH). 

Después de remover la última fase acuosa adicionar 0.1 de! volumen de Tris-Cl 0.1 M 

pH=8.Q con 0.2 % de j3-mercaptoetanol. Esta solución puede ser almacenada bajo 

Tris-el 100 mM pH=8 O en una botella ámbar a 4 "e hasta por un mes. 

4.2.2 Extracción de DNA 

Agregar a los 500 ~L de la muestra un volumen igual de buffer de Lisis ( Tris 10 mM 

pH=8.0, EDTA 0.1 M pH=8.0, 0.5% SOS, 20 )l9ImL de RNAsa) y6 J-1Lde prote¡nasa K 

(20 mg/mL). Incubar toda la noche a 55 oC. 

Adicionar un volumen igual de feno!-(clorafonno-alcohal isoamílico 24: 1) (1 :1) saturado 

y equilibrado con Tris, agitar invirtiendo el tubo. Centrifugar a 12000 rpm 5 minutos a 

temperatura ambiente. 

Transferir la fase acuosa (la de arriba) a otro tubo. Tener cuidado de no llevarse la 

interfase blanca de proteínas que se forma. 

Agregar un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Agitar invirtiendo el 

tubo. Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Recuperar la 

fase acuosa y transferirla a otro tubo. 

Agregar 2.5 volúmenes de etanol 100 % a -20"C y 1110 de volumen de acetato de 

amonio 4 M Colocar las muestras a -70 "e durante 15-30 mmutos. Centrifugar a 

12000 rpm durante 30 minutos a -4"C. 

Lavar con etanol 70 % a -20 "C. Resuspender el pellet obtenido en 20 ¡.tL de agua. 
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

CONTROLES I 

es 
I LEI8G I 
..D- IlEIAG I 

,----__ .n 
Captura de híbridos ~ 

HPV alto riesgo 

-----.:::::: 
-'-1 ------, 

Extracción Y Cuantificación de 
DNA 

D 
PCR 

SSCP 

Análisis del patrón de bandas 
¡.Se puede clasificar? 

+ -

. Fuera del estudio 

Se determina el tipo 
y/o valiante 

Secuenciación 

Análisis de la secuencia 
BLAST 

Figura 8. Metodología Experimental seguida durante la realización de 
este trabajo. 
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4.2.3 Cuantificación de DNA 

Una vez extraído se procedió a cuantificar el DNA obtenido de cada muestra por 

espectrofotometria de UV a una longitud de onda de 260 nm. Paralelamente, se 

determina la cantrdad de proteína presente a 280 nm El cocIente entre las lecturas a 

260 nm y 280 nm (D026Ql'D0280) nos da una idea de la pureza de los ácidos nucleicos. 

Un valor adecuado para este cociente se encuentra entre 1.8 y 2.0. 

4.3 Amplificación por la técnica de peRo 

La amplificación mediante PCR Se realizó con los oligonucleótidos consenso 

GP5+/GP6+ (Snijders et al, 1995), que amplifican un fragmento de 140 pares de 

bases de la región L 1 del genoma del HPV. Este fragmento fue utilizado para tipificar 

mediante la técnica de SSCP Los controles utilizadOS incluyen plásmidos de 

diferentes tipos de HPV, líneas celulares que contenían secuencias virales conocidas y 

tumores prevIamente secuenciados. Uno de los nucleótidos utilizados, en este caso 

dCTP, está marcado con p 32 
• Se muestran las condiciones utilizadas en la reaccIón 

de PCR en la Tabla 111. 
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Tabta lIt. CondicIones de reacCIón utilizadas durante la amplificación por peRo 

Reactivos CONCENTRACION CONCENTRACION 
STOCK FINAL 

Buffer 10X 1X 

MgCI, 25 mM 3mM 

dIl.TP, dGTP, dTTP 2mM 200 ¡tM 

dCTP 0.25 mM 12 ¡tM 

GP5+ 50 pmol!¡tl 1 pmol! ¡tL 

GP6+ 50 pmol! ¡tL 1 pmal! ¡tL 

AmpliTaq Gold (Perkin Elmer) 0.5 U! ¡tL 0.1 U/muestra 

dCTpo< 10 ¡tCu! ¡tL 1 ¡.t Cul muestra 

Se completa con agua hasta el volumen de reacción requerido. En este caso las 

reacciones se hicieron en 10 ¡..¡.L. 

Tabla IV. Ollgonucle6tidos utilizados durante la realización del protocolo. 

Fragmento amplificada Oligonucleótido 

Gen Longilud (pb) Nombre Secuencia 

L1 140 GP5+ 5'TTTGTTIl.CTGTGGTIl.GATACTAC3' 

L1 140 GP6+ 5'GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC3' 

L1 240 L1C1 5'CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT3' 

L1 240 L1C2 5'1 Il.CCCT AAA TACTCTGTA TTG3' 
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La amplificación por PCR se realizó de acuerdo al siguiente programa: 

Temperatura Tiempo 

1 ciclo 

95 ' 10 minutos 

38 ciclos 

95' 40 segundas 

48' 40 segundos 

72' 40 segundos 

1 ciclo 

72' 5 minutos 

4.4 Ensayo de SSCP 

Esta técnica toma su nombre de sus siglas en inglés Single Strand Conformational 

Polimorfism, es decir, Polimorfismo Conforrnacional de Cadena Sencilla. Utilizándola 

es posible detectar mutaciones puntuales mediante el cambio de conformación 

intracadena de hebras sencillas de ONA. Al cambiar la conformacIón el patrón de 

conimiento electroforético se modifica y puede detectarse fácilmente la diferencia 

entre los prototipos y las variantes del HPV. 

La técnica consiste en desnaturalizar el ONA ,previamente amplJficado, utilizando calor 

y forma mida para luego correr las muestras en un gel de poliacntamida en condiciones 

no desnaturahzantes. De esta manera se da la complementariedad entre bases dentro 
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de una misma cadena de ONA adquiriéndose una estructura secundaria o varias de 

eHas. Por tal motivo, no debe permitirse que el gel se caliente, ya que esto Impide la 

formación de dicha estructura secundaria. Se recomienda que si el gel va a correr a 

temperatura ambiente no se utilicen más de 10 Watts por 12 a 24 hrs. En cambio, si 

la corrida va a ser a 4° C se usen máximo 2Q Watts durante un período de 3 a 8 hrs 

Después de realizar varios ensayos se concluyó que la mayor diferencIa para los tipos 

de HPV se lograba en un gel de poliacrilamida al 6% corriéndolo en una cámara de 

secuencia a 20 Watts durante 5 hrs. El buffer de corrida fue TBE 1X. 

Se tomó 1 J.l.L de la reacción de PCR y se diluyó en 13 J.l.L de la solución STOP (95 % 

Formamida, 20 mM EDTA, O 05% Azul de bromofenol, 0.05% Xllen Cianol). Se 

desnaturalizó con temperatura 15 minutos a 95° e e inmediatamente se colocaron en 

hielo para evitar que se forme vuelva a formar la doble cadena del ONA Se tomaron 3 

J.l.L para cargar en el gel. 

Al tenninar la cornda del gel éste se secó sobre papel filtro y se puso a exponer con 

una placa fotográfica KODAK X-Omat. Las placas fotográficas se revelaron de acuerdo 

a las imitrucc:iones del fabrIcante (Fijador y Revelador Kodak.P/X -Omat) A esta 

técnIca se le conoce como Autorradiografía 
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En cada corrida incluimos muestras con tipos de HPV conocIdos como control del 

patrón electroforético para poder comparar con las muestras problema. Aquellas que 

presenten el mismo patron deben contener el mismo tipo o valiante del virus. Dentro 

de estos controles se incluyen plásmidos con el genoma de algún papilomav¡rus 

clonado, líneas celulares que contienen integrado el genoma de un tIpO de HPV y 

muestras previamente secuenciadas. Entre las líneas celulares utilIzadas se 

encuentran las siguientes: i)Hela, la cual contiene la secuencia de la variante E 

(correspondiente a la variante E) del tipo 18 (aislado G18-1, ver Figura 6); ii) Siha y 

iii)Caski , que presentan variantes de la rama E del tIpO 16 (clona de referencia, ver 

figura 5). 

Es necesano hacer la obseIVaci6n de que, SI bien Hela contiene una variante (E) 

distinta a la de referencia, no presenta cambios en la región estudiada con respecto a 

esta última. En consecuencia, no es posible diferenciar estas dos variantes en esta 

reglón. Por tanto, se reporta de manera Independiente a la 18 Afy conjuntamente a la 

18 E junto con la referencia. 



Fragmentos de DNA amplificados por PCR 

3' 3' 

~~ 5' 5' 
3' 3' 

Desnaturalización con formamlda y calor 

t 

~~ 
Hebras de DNA desnaturalizadas 

Correr en condiciones no desnaturafizantes 
Pollacrilamlda 6% 4°C 
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Se da fa compfementanadad entre las bases de la misma 
cadena y adquieren estructura secundarla. 

-
DNA sin 

desnaturalIZar 

-

Diferentes estructuras 
sectJndanas del DNA 

Figura 9. Esquema del ensayo de SSCP 
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4.5 Secuenciación de DNA. 

Los patrones diferentes a los controles se secuenciaron para conocer el tipo de HPV 

que se trataba. 

Para amplificar se utilizaron los oligonucleótidos GP5+/GP6+ utilizados en la técnica 

de SSCP, o los oligonucleótidos L1C11L1C2 que amplifican una región de 240 pares 

de bases de la región L 1. 

Los productos de PCR purificados se secuenciaron mediante la técnica de Sanger de 

los tenninadores de cadena utilizando Termo Sequenase Radiolabeled Tenmnator 

Cycle Sequencing Kit PN 79750 (Pharmacia) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

El métOdo de Sanger se basa en fa síntesis enzimática de ONA usando el segmento a 

secuenciar como molde. Se realizan cuatro reacciones de amplificaCión distintas en 

cuatro tubos separados, los cuales contienen los cuatro desoxinucJeótidos (dATP, 

dGTP. dCTP y dTTP). Cada tubo contiene un dideoxinuele6tido diferente (ddNTP) 

que carece del OH en la posición 3' indispensable para formar el enlace fosfodiéster, 

por tanto, en el momento que se adiciona es imposible seguir la extensión de la 

cadena. Debido a esto a los didesoxinucleótidos se les conoce como terminadores de 

cadena En nuestro caso los didesoxinucleótidos estaban marcados cada uno con p33. 

Así, se obtienen productos de terminación de cadena de diferente longitud para cada 

base del ONA (A,G,C y T). Las muestras de los diferentes tubos se corren en carriles 

separados de geles de alta resolución. Esto Incluye poliacnlamida 6% (en nuestro 

caso) 7 M de urea y aproximadamente 1500 V . En este caso la urea minimIza el 
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efecto de la estructura secundaria. Las condiciones mencionadas son 

desnaturalizantes por lo que las bandas sólo corren por su peso molecular permitiendo 

diferencIar hasta una base de longitud. De esta manera se genera un conjunto de 

bandas de diversos tamaños quedando abajo en el gel los más pequeños, es decir, los 

que adicionaron el didesoxinucleótido más cerca del extremo 5'. Por tanto, al leer el 

gel de abajo hacía arriba obtenemos la secuencia en dirección 5' a 3' del fragmento 

secuenClado. 

Por último, los secuencia de bases obtenidas se introdujo al programa BLAST 

presente en la dirección www.ncbi.nlm.nih.govIBLAST para Su interpretación. En 

este programa es posible realizar la comparación de secuencias problema con las que 

se encuentran reportadas en distintos bancos de datos, como el Gene Bank. 

3' 

G 
G 
e 
A 
T 
T 
e 
T 
G 
A 
A 
A 

5' 

A G e T 

Figura 10. Esquema representativo de un gel de secuenciación. Se observan los 
cuatro carriles correspondientes a cada uno de los tubos de reacción. Las bandas 
indIcan la base en la que se terminó la cadena con un didesoxinucleótido. 
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5. Resultados 

Con el objeto de conocer como se distribuyen los tipos y variantes del HPV dentro de 

una muestra de la población femenina mexIcana compuesta por mujeres que 

presentan lesiones (de bajo y alto grado) y mujeres que no presentan lesiones 

(controles), en este trabajo analizamos un conjunto de muestras todas positivas a HPV 

de arto riesgo. 

Para hacer el anállsis de las muestras utilizamos la técnica de SSCP, la cual nos 

pennite detectar cambios puntuales en un fragmento de DNA amplificado. Esta técnica 

se basa en la formación de segmentos complementarios intracadena en hebras 

sencillas de ONA por lo que éstas adquieren una estructura secundaria determmada 

que produce cierto patón de bandeo al correr en un gel de poliacrilamida (las 

condiciones se describen en la sección de materiales y métodos). Al haber algún 

cambio, incluso de una sola base, la estructura secundaria se ve modificada y esto se 

refleja en el patrón de corrimiento electroforético. 

El SSCP es una manera eficaz de procesar un volumen grande de muestras, ya que 

realiza un tamizaje en el que es posible identificar las muestras que presentan el 

mismo patrón de corrimiento electroforétlco. Si inCluimos muestras que contengan 

tipos o variantes conocidos podemos comparar los patrones que producen con 

aquellos obtenidos de las muestras problema y determinar a que tipo o variante 
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corresponden cada uno. Los amplificados que presenten un bandeo diferente deben 

ser secuenciados para conocer cuál HPV contienen. 

Estas muestras de tipos o variantes conocidos previamente por nosotros les 

denominamos ""controles" y no tienen nada que ver con el grupo control de pacientes. 

Como puede observarse en la figura 11 que corresponde al gel de SSCP de los 

controles, los distintos tipos y variantes del HPV presentan un diferente patrón de 

corrimiento electroforético, lo cual hace posible diferenciar10S por medio de esta 

técnica. La utilización de los nucleótidos consenso GP5+/GP6+ nos permite fa 

amplificación de una zona de la región L 1 en la que se pueden detectar cambios para 

un amplio número de tipos del ViruS en estudio. El fragmento producido (140 pb) tiene 

un tamaño adecuado para la técnica descrita ya que al ser pequeño permite que el 

cambio en una base afecte de manera importante la mobilidad electroforética de todo 

el fragmento. 

Hay que destacar que el Kit de Captura Híbrida utilizado sólo detecta ciertos tipos de 

alto riesgo (tipos 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68), por lo que no se 

esperaría la presencia de otros tipOS. 

La única variante Identificada para el tipo 16 en el grupo de estudio fue la Asiático M 

Americana, por lo que se le denominó 16 AA Y a la clona de referencia simplemente 16 

(la cual pertenece a la rama Europea). Éstas dos variantes presentan una diferencia 

evidente en su corrimiento electroforético como puede apreciarse en la figura 12. Dos 
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de las bandas de la 16 AA corren más que la clona de referencia lo que las hace 

fáCIlmente diferenciables. 

De igual manera, es evidente la diferencia entre la vanante de referencia del tipo 18 

(que pertenece a la rama As+AI) denominada solamente 18, y [a reportada como 18 

Al (ver figuras 11,12,13 Y 14). 

Asimismo en las figuras 13 y 14 se presentan muestras con distintos tipOS de 

patrones en comparación con los controles por lo que fueron secuenciadas dando 

como resultado diferentes tipos de HPV. 

Un ejemplo de los geles obtenidas por la secuencíación se observa en la figura 15, en 

este caso con GP5+. Sin embargo, también se realizaron secuencias con L1C1 en 

caso de que se tuviera la duda del resultado. Para poder Identificarlos además del 

BLAST se utilizaron los datos de las tablas V (Human Papillomavlr\.ls, 1995} los cuales 

nos muestran [os cambios que presentan los distintos flpos de HPV en estas regiones. 
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TIPO DE HPV 

11 16VAR 18 18VAR2 31 16' 16b 18< 

l··

··:·,·· . . 

, ." . -'~ 

I 
Figura 11. Patrón de corrimiento electroforético por la técnica de 
SSCP de distintos tipos de HPV. Cada HPV produce un patrón de 
bandeo característico que lo hace fácilmente diferenciable del resto. En 
este caso se conocía previamente el tipo presente ya sea clonado en un 
plasmido (11,18 Y 31), en una muestra previamente secuenciada (18var 
2 y 16 var) o en líneas celulares. Se utilizaron los primers GP5+/GP6+ 
para realizar la amplificación de la región L 1. La variante del tipo 16 
corresponde a la rama AA y la var-2 del 18 corresponde a la Al. 

a Línea celular Caski 

b Línea celular Siha 

Linea celular Caló 
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TIPO DEHPV 

CONTROLES MU ESTRAS 

16' 16VAR 18b 18VAR2 16 16VAR 16VAR 16 16 16 16VAR 16 

eA. 
, ~-

- ,; 

"-~-" ' 

• .. 
Figura 12. Puede llevarse a cabo la identificación de variantes mediante 
SSCP en el segmento amplificado (GP5+/GP6+). Se observa la diferencia en 
el corrimiento de las clonas de referencia tanto del tipo 16 como del 18 y sus 
respectivas variantes. 
'Siha b HeLa 



TIPO DE HPV 

CONTROLES MUESTRAS 

18' 16b 18 VAR 2 16 VAR 45 70 16 

• 
I -, 

16 35 

, 
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56 18 

Figura 13. En (aS muestras se pueden apreciar patrones nuevos a los ya 
observados, los cuales fueron secuenciados para obtener el tipo de HPV en cuestión. 
Los controles se refieren a tipos previamente conocidos que se utilizan para hacer la 
comparación con las muestras problema. Se considera que los patrones iguales o 
muy similares contienen el mismo tipo o variante. 

- Hela 

b Caskl 
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CONTROLES 

16" 16 VAR 18" 

1"" 
, " 

'.,5/ ,;;: 

j 

I
'··~, 

" 

. ' 
":'", 

TIPO DE HPV 

M U E S T R A S 

56 58 59 45 16 VAR 18 VAR2 16 

Figura 14. En este gel observamos la aparición de nuevos patrones 
correspondientes al tipo 56, 58 Y 59, además de los ya conocidos. Estos 
nuevos tipos se obtuvieron por secuenciación. 

R Siha b HeLa 

16' 

• 
,~ 
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M74 

-6766 

-6971 AlG 

-6656 

A G e T 

Figura 15. Autorradlografia del gel de secuenciación obtenida a partir 
de la muestra 74 con GP5+. Después del análisis de la secuencia de 
bases se determinó que se trataba de 16 AA Se indican los camibos 

observados con respecto a la clona de referencia 
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6626 
GcoupA6.con CAACGtGC?CA<¡GG?CAtM'rAATGGCA'rt'rG?'rGGgg?AAtCAg?TA=tACl'G'J:'tGTgGAtAC~AC? 998 
'lPV30 --- --C--A-- ---A--C-- --- --- --- ---T- - ---C- -C- --G- - - ---- -- - - - - - - --- -C--C--T 1032 
HPVS3 --- -----C- ----A--- __ - -- - - - - - -C--T- --A}.,C- ____ - T- -- -- - A- - - - --- --- -- --c- -C 1 OÜ S 
-iPVS 6 --- -----C- - A--C-----------------C-----T--- --AT- -- - ---- - - - - -/\ --/\--- - -T--T 1113 
HPV66 --- -----A- ----C--------------/\--C- ----T------G- -- --- ----- --- -----T--C 10 OS 
GcoupAI con CAtAAGGCcChGGG?cacAJv;AA'l'GGt.a'l't.%t'rGGCAtAAt.CA,,':¡'f'>TT'n'Zu.ctGttGIgG1l."n,CtAct. 112() 
flPV18 --- ----_ },.-- ---T--T--- ------ -G----C --------------A- --G-- --- --G--/\ --T--C--- 1194 
tlPV 45 ------- ___ ----C--T-- ------ _______ -- ---------G- -G- --G- ---- --~. --- --C-----C 1098 
HPV39 -------___ - - --C--- -- ---------A-- -- -------- ---- - A- --C-- --- --------C-----C 1008 
I'PVi O ------- ___ - ---A-- _ --T-----C------- -------C--G--G- -- ". - - -----G-- ---C----_ A 1005 
HPV59 __ C __ ---'("-----TTTJ\,-------- ___ >.. ____ ----c--- _____ G ___ '("_ A--A-- --- >.. --"1"__ ____ 1 011 

GroupA 9. con CAacgtGe"CAgGGcCAt.AAt.AATGGcATtTGtTGGqGcAA tCAg>:'raTl'tgTtACtGI'?GTtGAtACCACt 1005 
PPY16 - -- --A-----------C-~ ------ ------------T--C - - AC ---- - -- --- ---'r- - -- ----T- -A 1089 
fíPV35h --- ----___ - 10.----- --- ------T--- --- - --A_T--C--A--G-- - - - --- ---A--------A--C 1005 
hPV31 --- ---- -T- ----A--C---- ----T-------------- __ - --- - -- - --- ----- G--A- --- ----A 1014 
HPV52 --- -----G----- ---C-~ ----- ----A------ ----- -- -- --G-----C- - ".- -T--G- -- ------ 1104 
R¡¡V33 -------___ - ¡..--1:-----------"I'------------------G-------------G-- i'.- -------- 10 n 
HPYSB --G----___ -A--T-- ---C---- --- -- --C-------_~_ -- -- - --- ---- -C--G------ --- --- 1089 
GroupA10 con. ChaA~gGC?CAGGG.>C/\cMt:AA'rGGtAT'O"l'GtTGGGG?"A.~ tca ?1;;TgT1'I'GT'I'ACI"tGTaGATActilCa 939 
Hl?V11 --------T--------T--C-----------C-----A--C--C--------------G--------C--- 1002 

GrollpA6 con AG?A??AcaAACA'f'G,. 
HPV30 --G-AC---------. 
HPV53 --G-AT-________ . 
HI'V56 --A-GT __ "f ______ • 

HPV66 --A-G(;--C------. 
GroupAi con. CgcAGtACcAAttTt.. 
Hl?V18 -C------------A. 
HPV45 --------T-----A. 
HPV39 --T--------C---. 
Hl?Vl0 --1"-----T------. 
HPV59 -----C-- ____ C __ . 

GrollpA9 con. cGtilGtA(:?AAtiI"I'G 
Hl!\F16 --C-----A------. 
Hl?V35h 
Hl?V31 
HPYS2 
HIN33 
HPYS8 

--------.'1.------. " 
--------C------ . 
~----C--T--C--- . 
--C-----T------ . 
-----C--T------

GrcllpAlO. con. CGcAGTAC"AAcA"I'G. 
HPVll -------~---T---" 

..... ACTaTt?ctgca?C?hcAca~acgtTa. 1034 
• •• -----A"I' _____ I'._C-- 101~ 

. ••••..... --~C--T-C---A-C-----GT-TA-G. 100 
. .------AG-A-TG-T---G--CII.----. 115S 

. ....••• ------AA----G-T-A-AG(;--A-- 1050 
· aCa tT?TngC~t:ctAcagaa tct ?Ct naCCt. 1163 

. ....... ---A-A-G---T------C-G-- -C--G----- . 1242 
. .. --- --A-G---C------C--M-C--G-G--A. 1146 

-----/\-C-A-C----T---G---T-Ci'.-----. 1056 
----G-C- --C-GC--C- -_A_GG_CA----- 1053 

...... T-TG-G-G---T-----TACT---T--A-'r--- 1059 
. ... aCttTaTGtgCtqc?gt?'cta '???~g??'?? 1040 
... T-/\-----~----_CA-A'i'---C1'"l'C--M.. 1134 

". T--G-G-__ "I' ____ 'r __ Gr __ TCTAGT-AC. 1050 
· T--G-T-_______ M_TG-A-ACAGT-A'r. 1059 

.-------------AG--"I'AAlI-AGGA-. 1146 
".--------Ci'.-lI.CM--M---G"l'Gi'.C.. 1053 

· --A-----CA---AA--M---AGGA-. 1131 
.AC" ?TaTGTGC'?CcaCHc'???TttcCttc? ' •• " • " ". 919 
"---C--~-___ AT-'rGTGT-'rIVJ\---" •• " 10~4 

Grcupi'.5 con ?ctil? A"I'AT? AT?Cu ?g~cN\A 'rtiIA 'CAgTA? ntaGaCA TGt ?G/\GGAA"fi'.TGM.t'l:ACA?Tl'TGTgT1"l' 1095 
HI'V30 T-C-C--- -A- -T--A-C----- ---A-- ---TG-A---· -. --A--- ___ -- ----- ----r;--------_ 1146 
HI?V~3 '1"-- -c ___ -I\--T--MG- ---- -- -Io.-~ - --TG--____ -- -CA- _____ -~ ____ • ~.M_A_ ~------- 1119 
Hl?V56 AG--1.. __ -G- -G--C-M- ----- -T-- M~_CC ______ - - --G- _____ -- ______ ~_wi'._-H __ T--- 1227 

HPV66 A-- -1.- __ -G~ -G-c("-TG~ - - -C- -T--i'.--CC- -C-C- - - --G- -- - - - -- -- - -C---~G----- ---- 1122 
Group1l7.con ,,?tilt~'rAtc¡atcCTilctilag'M'TAAgqll~'rATac ?AG~Ci'.tG"I'gGAGGAaT'l'X'Gl\ll'l"'l"?a?~axrr 1730 
Hl?Vl a (;GC.cA -_ - - ---(;- - --C- -/\-- - -- -C-G- - --GC--A--- - -T- - -- - - - - - -- - - -G--G- --- -T--~ 1314 
HPV45 -G- -C- ___ - -c-~ _____ -- -_~~. -C-G- -- -GT- _ A- __ - - -- - __ M __ - - ~- -- - A- -G--- --T--- 1218 

Hl.'V3 9 TC- -C- -- -.- - -- -T- -_ -- ---- - - - -- - - -- -C--G- _c_· -- ----(¡- - -- - - - -i'.- -A--- - -- --- 112 a 
HPV7Q GC-G-----AGC~----A-----------------T--G--------~~--~-- -----A--A--------- 1125 
fl~V5 9 -A-G-- _ ~C/\CA-- --~C-GT- --- -A- ___ - -G-C~_II __ --- - - ---- - ~'r-- -- --G--r;-- --__ ~__ 1131 
Grollp1l9. con ag'OaCATa TMaAaTga? M t'M'TMgG1./l"l'/\ t ?TúcGaCA TGqtGAQGlIa1\)~ttT.CAdl"l'r .. TtT'l"l' 1110 
Hl?V16 ~C--- - ________ -ACT- -c- --- -- --G--CC- - _____ - - -(,.-- -- -_ - - - - -- -----" ~- ~-~ -~.- l205 
IiPV3~h - ---- - - _______ ---C--·- -- - -- -- - -- -T--A-G-~ ~ _~. ~ - ~ ___ ~ -- - - - - - --------- ---- 112? 
H~V31 -C- ----T~ -- --G-AGT- - -- - -- -JI.- -G- --T- - i'.-- _. -- -- - - -- - -~;'- -- ----- - A-----A--- 1131 
HPV52 - -C---____ - -- - __ ~A-- -- - ____ ~ __ ~ -CC-T _ -T- _ - - -c- - -- ---'r- - - -- ----A- ------~- 1219 
fl~V33 ~ ~--- -- --- - _M ____ A-- -_ ~_. _/1._ -- - - -/1.--A- __ ---T- - _ A - -.~ - - -- ~C_~ __ ~ __ Mc_- --- 1125 

flPV5S G---- -- - - -- -- - -- -T-- --- - - -- - - - - - -G-- --T-~ - - T· - - "~- - - - - - --C- --- -----G----- 1203 
G~oupAI0.con gccACATA?A~t~?ttc~qA~TA"I'M.lcAaTACATGCGaCA'ffiT<;CA!GA''TtTGAtTr.C108~tm 1048 
H2Vll --1"-----(:- ---¡..----- -"\"-.---cc-- -- --- __ -c- - - -- - -.~;- _. - -- -- ---. ~ ~G--· ----- - lIt S 

6166 

Tabla V. CambiOS en la región de L 1 amplificada por los oligonucleótidos consenso 
GP5+/GP6+. Se muestran los principales tipos identificados en este estudio. En negritas se 
muestra el lugar donde alinea GP5+ y en negritas subrayado donde alinea GP6+. Los números 
6626 y 6766 indican la región a que corresponde del HPV-16. 
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En total fueron 90 muestras las procesadas, y cuyos datos se presentan en la tabla VJ 

aunados a los datos clínicos de las pacientes Podemos observar que el HPV#16 

(38.7% contando casos y controles) fue el más frecuente tanto en general como por 

tipo de lesión, le sigue el HPV-18 (10.8 %). Fueron frecuentes también el HPV#45 

(7.5%), HPV58 (9.7) % Y HPV 59 (5.4 %) (Tabla VII). Los otros tipos, encontrados en 

pocas muestras, fueron agrupados bajo la categoría de OTROS para hacer más fácil y 

confiable su estudio. (Figura 16). 

Tabla VI. Datos clínicos de las pacientes de los distintos grupos y tipo de HPV 
detectado 
Muestra Edad Diagnóstico Histopatol6gico Tipo de HPV 

1 35 CONTROL 59 
2 40 CONTROL 58 
3 38 CONTROL 52 
4 42 CONTROL 59 
5 47 CONTROL 11+ 16 
6 29 CONTROL 45 + 16 
7 30 CONTROL 59 
8 37 CONTROL 70 
9 25 CONTROL 16AA 
10 26 CONTROL 16 
11 64 CONTROL 16 
12 60 CONTROL 18 
13 61 CONTROL 45 
14 127 CONTROL 45 
15 44 CONTROL 66 
16 60 CONTROL 70 
17 47 CONTROL 16AA+ 11 
18 . CONTROL 58 
19 . CONTROL 58 
20 63 LEIBG+HPV 67 
21 36 LEIBG + HPV 45 
22 48 NIC' +HPV 16 
23 20 LEIBG+HPV 16 
24 32 LEIBG+ HPV 58 
25 35 LEIBG+ HPV 70 
26 45 LEIBG 16AA 
27 24 NICI +HPV 18 Af 
28 29 LE.IBG + HPV 16 
29 39 LlEBG+HPV 16AA 
30 24 LEIBG + HPV 16AA 
31 33 NIC I 16 
32 51 LEIBG + HPV 35 
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33 39 LEIBG 16 
34 49 "'!!9l:IS 1 8 Al 
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87 · ALTO GRADO 11 
88 · ALTO GRADO 18Af 
89 · ALTO GRADO 53 
90 36 NICIII 33 

"Datos no disponibles. LE1BG= Lesión Escamosa lntraeprtehaf de Bajo Grado, correspondiente a 
NIC 1; lEIAG= lesión Escamosa Intraepitehat de Alto Grado corres.pondlente a NfC If y NIC Hl 
16 VAR corresponde a fa variante AA, Únlca identificada en nuestro conjunto de muestras Los tipOS 
de referenaa se denominas sólo 16 y 18 

Hay que señalar que se encontraron tipos distintos a los que detecta el Kit de Captura 

Híbrida, como son el HPV- 53, 66, 67 Y el 70 considerados como de riesgo intermedIo 

y el HPV-11 considerado como de bajo riesgo. Este último fue encontrado como co-

infección con el HPV-16 en dos de los cinco casos que se le atribuyen. 

Tabla VII. Recuento del número de casos de cada HPV por tipo de lesión. 

TIPO DE HPV DIAGNOSTICO TOTAL 

CONTROL LEIBG LEIAG 

11 2 1 2 5 
16 6 18 12 36 
18 1 4 5 10 
31 1 1 2 
33 1 1 
35 1 1 
39 1 1 
45 3 3 1 7 
52 1 1 2 4 
53 1 1 
56 1 2 3 
58 3 2 4 9 
59 3 2 5 
66 1 1 2 
67 1 1 2 
70 2 2 4 

TOTAL 22 37 34 93 

En total son 90 muestras de las cuafes 19 son controles, Sin embargo. las comfecclones se 
consideraron independientemente por lo que el tolal en controles aumentó a 22, Las 
coinfeccionesse detectaron en los CONTROLES siendo éStas: 11+16 REF, 11+16 MM Y 16 
REF + 45. Contando casos y controles el tipo más común resuttó el16 (38.7%), siguiéndole el 
18 (10.8%). También tueron frecuentes el 58 (9.7%), el45 (7.5%) y el 59 (54 %). Todos los 
demás representaron un 28 % de los casos. 
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Sólo contando las lesiones (LEIBG y LE lAG) el HPV-16 (incluyendo la var AA) se 

presentó en un 32% que es diferente del 49.9% reportado para CaCU (Bosch et al., 

1995). En el caso del HPV-18 en este tipa de lesiones se presentó en un 9.6 % 

(mcluyendo Af) diferente del 13.7% reportado para los tumores (Bosch et al., 1995). 

Con lo que respecta al grupo CONTROL, el 16 (incluyendo var AA) sólo se presentó 

en un 6.4 % Y el18 (incluyendo 18 Af) en un 1.1°/0. 

El único caso donde observamos una disminución de infección asociada a la 

presencia del virus conforme aumenta el grado de lesión es en el tipo 59 (Tabla VI). 

Podemos observar una menor proporción de los tipos oncogénicos como el16 y el18 

en los controles con respecto a las lesiones. Para el grupo OTROS, los tipos incluidos 

en esta categoría se distribuyen más unifonnemente entre los tres grupos de estudio 

(Figura 16) . 

HPV DIAGNOSTICO TOTAL 
CONTROL LEIBG LEIAG 

16 4 10 9 23 

16 AA 2 8 3 13 

18 1 1 2 4 

18 Af 3 3 6 

Tabla VIII. OistnbucI6n de los ttpos 16 , 18 Y sus vanantes detectadas en los grupos 
de estudio. 
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Estadísticamente no se encontró dIferencia signiftcativa entre el HPV 16 prototipo y el 

HPV 16 AA dentro de las lesiones de alto y bajo grado (p=O.44, prueba exacta de 

Flscher) De hecho se encontraron más casos de este tipo de papilomavirus y de la 

variante en las lesíones de bajo grado que en las de alto. Para el HPV 18 prototipo y el 

HPV 18 Af no se encuentra diferencia estadísticamente significativa para LEIBG y 

LEIAG (p=1.0, Fischer) ; Sin embargo la variante no se encontró en los controles 

(fabla VIII, figuras 17 y 18) Y la clona de referencia fue más abundante en las lesiones 

de alto grado. 

En la región de L 1 amplificada por GP5IGP6+ para HPV-16 (posiciones 6626-6726) 

hay dos cambios: una A cambia por e en la posición 6695 10 que da como resultado 

que una serina reemplace a una treonina (aa 379) , Y un cambio silencioso de una A 

por G en el 6721 

Con respecto al HPVR18 amplificado con los mismos primers (posiciones 6600R6740) 

ocurren tres cambios de la 18 Af con respecto a la referencia, dos de ellos silenciosos; 

T por e 6626 y A por G6719; y uno de ellos, G por e 6625, hace que una arginina 

reemplace a una prolina (aa 399). 
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Figura 16. Distribución de los tipos de HPV dentro de cada grupo de estudio. lOS tipos 16 Y 18 
incluyen los casos encontrados de variantes. Dentro de la categorla OTROS se inclUyeron tos tipos 

menos frecuentes (31. 33.35.39. 52. 53. 56. 66. 67 Y 70). 
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Fogura 17. Proporc;órI de casos del1ipo 16 Y 16 AA en los tres grupos de estu<io. Se lnc:Iuyen los cases 
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F'~ 18. Proporción de casos elK:OlIIr8cb; de! tJpo 18 Y 18 PI dentro da los tres grupos de estudio. 
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EDAD TIPO DE HPV TOTAL 

16 16AA 18 "'" 45 58 59 OTROS 
< 30 3 3 1 4 11 
31-40 5 2 1 2 2 7 15 
41-50 4 5 3 2 4 1 4 24 

51 4 1 2 1 3 11 
TOTAL 17 11 2 5 4 6 2 18 6 

Tabla IX. Dlstnbuclón por grupos de edad de los tipos <:le HPVen lesIones. Sólo se 
incluyen los casos para los que se conocía la edad (IntelValo 20-75 años, media 41.9 
+/- 12.3 años). 

En cuanto a la distribución por grupos de edad no se observa ninguna tendencia clara, 

como se puede apreciar en la tabla VIII. Al parecer los casos de lesión se tienden a 

distribuirse en los grupos de 31 a 50 años. Sin embargo en ef caso del tipo 18 sófo se 

encontraron casos en el grupo de mayor edad, mientras que para la 18 Af de este 

mIsmo tipo los casos sólo se encontraron en los grupos restantes. 

Por último, cabe mencionar que las dobles infecciones se observaban en el SSCP 

como un patrón de bandas mezclado. Por tal razón es difícil determinar si se trata de 

un tipo diferente de HPV o una infección de dos tipos, por lo que se procedió a 

secuenciar las muestras. Mediante secuencia sólo detectamos uno de los tipos que se 

amplificó preferentemente. Sin embargo, pudimos confirmar la presencia del otro tipo 

amplificando una región de E7 específica para el tipo 16. 

Las pruebas estadísticas se realizaron en los paquetes Epilnfo Versión 6.0 de la OMS 

y SPSS (statistical Package of Social Sciences) Versión 8.0. 



Discusión 59 

6. Discusión 

El SSCP es una técnica relativamente económica y accesible, en cuanto a que no se 

necesita de un equipo especial para realizarla. Sin embargo, al encontrar tantos tipos 

diferentes a los patrones control fue necesario secuenciar muchas muestras. Por tanto 

sugerimos combinar técnicas para un mejor y más rápido análiSIS. Por ejemplo, se 

pueden detectar específicamente el tipo 16 y el tipo 18 (con primers específicos para 

cada uno) en todo el conjunto de muestras, y luego correr las positivas para dichas 

tipos mediante SSCP para determinar a qué variante pertenecen. Las muestras 

restantes se corren aparte con un conjunto adecuado de controles (muestras de tipos 

conocidos). De esta manera es más fácil analizar el patrón de bandas obtenido 

Por otro lado, sabemos que el estudio de los tipos y variantes del HPV es Importante 

ya que al parecer tienen propiedades biológicas distintas lo que repercute en un mejor 

o peor pronóstico para las pacientes. Previamente se habían realizado estudios en 

tumores en donde pudo asiciarse la presencia de cierto HPV con el tipO histológico de 

CaCU. Sin embargo en lesiones precancerosas los estudios a nivel internacional son 

mínimos, y en México no hay ninguno. Por tanto, creemos de Interés contar con una 

referencia en nuestro país. 

Sin embargo, el presente estudio fue realizado en una muestra muy pequeña, cuyo 

tamaño fue elegido por conveniencia. Para poder resultados significativos sería 
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necesaño calcular un tamaño de muestra en base a la prevalencIa de casos por tipo 

de virus. 

Además, es necesario tomar en cuenta el siguiente aspecto. Las mujeres del grupo 

control sólo manifiestan infección porel virus, lo cual no indica que vayan a desarrollar 

una lesión. Se sabe que la gran mayoría de las infecciones no persiste sino que 

puede ser controlada y eliminada por el sistema inmune. Con lo que respecta a las 

lesiones sólo un pequeño porcentaje progresa hacia el cáncer, la mayoría de ellas 

revIerte. 

Estando conscIentes de lo anterior a continuación se discuten los aspectos más 

relevantes encontrados en el estudio. 

Pudimos observar en este estudio diferencias para los tipos más oncogénicos entre los 

porcentajes obtenidos en tumores y los reportados. Para CaCU se tenia reportado 

que la proporción de HPV-16 era de un 49.9 % (Bosch et aL, 1995) mientras que 

nosotros encontramos un 32.2 % en las lesiones. Para el HPV-18 en tumores se 

reportaba un 13.7 % Y nuestro dato es de 9.6%. Pudieramos pensar que la diferencia 

radica en que el estudio de Bosch et al. fue realizado en tumores y el presente en 

lesiones pre-cancerosas. Sin embargo Zehbe y col., reportan para el HPV-16 un 44 

% en lesiones de baJO grado y un 53% en lesiones de alto grado (Zehbe et aL, 1996). 
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En los controles hubo un 6.5% del tipo 16y un 1% para el 18, valores semejantes a los 

obtenidos en Paraguay donde se reportan 5.5 % Y 0% respectivamente (Rolón et aL, 

2000). 

Como ya se había mencionado el HPV-18 es más frecuente en los tumores 

adenoescamosos y los adenocarcinomas y el HPV-16 predomina en los carcinomas 

escamosos (Bosch et al., 1995). La variante encontrada en la población mexicana y 

que pertenece a la rama AA (Asiático-Americana) aislada principalmente en 

poblaciones con un componenete amerindio importante ha demostrado un 

comportamiento más agresivo que el prototIpO. Se han obtenido las siguientes 

eVidencias al respecto: 1) presencia de la variante AA en mujeres con CaCU menores 

de 40 años mientras que la clona de referencia se halla en las pacientes mayores de 

40 años (Lizano et aL, 1994),2) Mayor riesgo de desarrollar lesiones de alto grado 

para mujeres infectadas por una variante del HPV-16 no parecida al prototipo, entre 

las que se encuentra la encontrada en la población mexicana (Xi et aL, 1997) . 

Dado lo anterior, en nuestro estudio esperábamos encontrar una mayor proporción de 

la var AA en los grupos de menor edad, así como una mayor frecuencia en las 

lesiones de alto grado (LEIAG). Sin embargo esto no resultó cierto y no hay diferencia 

estadísticamente significativa entre la clona de referencia y la variante. De igual 

manera, no se observa una tendencia por parte de la var AA a presentarse en mujeres 

más jóvenes (Tabla IX). 

Mediante el uso de los primers GP5+/GP6+ con la técnica de SSCP no nos es posible 

detectar las diferenCias entre las variantes del tipo 16 AA-a, M-b y AA-c (ver figura 7) 
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De igual manera ya se había demostrado que la variante Af del HPV-18 se 

encontraba exclusivamente en carcinomas adenoescamosos, mientras que la clona 

de referencia (As+AI) se asociaba a todos los tipos de carcinoma excepto el 

mencionado. Esta última clona se encontró en en tumores de células pequeñas el cual 

presenta uno de los peores pronósticos. Con lo que respecta a la variante 18 E en el 

único tipo histológico de CaCU donde no se encontró fue en el de células pequeñas. 

(Lizano et al., 1994). Lo anterior sugiere diferencias en el comportamiento biológico de 

las variantes del tipo 18. 

En nuestro estudio sólo fue posible detectar 18 Af de la clona de referencia del HPV-

18, ya que por SSCP con el fragmento utilizado no es posIble detectar la vanante 

Europea. Para poder tener este dato sería necesario secuenciar parte del LCR del 

virus en cuestión. 

Para el HPV-18, como se mencionó anteriormente, la 18 Af pudiera tratarse de un 

grupo menos agresivo, por lo que pensábamos encontrarla preferentemente en las 

lesiones de bajo grado y a la clona de referencia en las de alto grado, sin embargo 

esta diferencia no es tan clara. No es posible dar ninguna conclusión pues se trata de 

muy pocas muestras que dieron resultado positivo para el HPV 18 
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El porcentaje de co-infecciones resultó del 3 3 % Y se presentaron sólo en los 

controles. Este dato se asemeja bastante al reportado por Hildesheim que es de 3.3 

% también para los controles (Rolón et al., 2000) 

Con lo que respecta al HPV-11, dos de los cinco casos encontrados fueron hallados 

en co-infecciones y los casos restantes en las lesiones. Este tipo es de los llamados 

de bajo riesgo para cáncer cervicouterlno y se halla asociado a verrugas genitales y 

lesiones benignas. De cualquier manera no debería haber sido detectado por el Kit de 

Captura Híbrida por lo que pensamos que había otro HPV de alto riesgo pero en muy 

pequeña cantidad por lo que no pudo ser amplificado. 

Los cambios de aminoácidos observados en fas variantes (379 para AA del 16 y 399 

para 18Af del 18) forman parte de eprtopes lineales previamente identificados (Pushko 

et al., 1994). Estos cambios podrían a su vez prodrucir cambios en los epitopes 

confonnacionales. De tal manera, pudiera ser que estos cambios de aminoácidos 

pudieran repercutir en la antigenicidad de los epitopes sobre todo en el caso de la 

proteína L 1 que es el constituyente principal de la cápslde y el blanco de anticuerpos 

neutralizantes (Yamada el al.. 1995). 

Un importante esfuerzo en el desarrollo de vacunas profilácticas es la inmunización 

con VLPs (Virus-Like Particles) ensambladas con la proteína L 1 del HPV. Con ellas se 

pretende neutralizar al ViruS e impedir que se establezca la infección. Touze y 

colaboradores reportaron que cambiOS en los aminoácidos 83 al 97 de la proteína L 1 

afectan su nivel de expresión. pero no su capacidad de ensamblarse en VLPs. Estos 
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cambios fueron encontrados en distintos aislados provenientes de distintos países. 

También se probó la serorreactividad obselVándose que las clonas investigadas 

cruzaban serológicamente. Como conclusión sugieren que VLPs provementes de una 

sola clona de HPV-16 sería suficiente para el desarrollo de una vacuna (fouze et 

al.,1998) 

El último trabajo indica que el utIlizar una sola variante para la inmunización es 

suficiente para proteger contra todas las variantes del tipo 16 ya que estas pertenecen 

a un único serotipo (Pastrana et al., 2001). 

De cualquier manera el estudio de las variantes es muy importante en cuanto al 

pronóstico de las lesiones y la persistencia de la enfermedad. ya que se ha establecido 

que la persistencia se da cuando se presenta la misma variante en visitas 

consecutivas al Ginecólogo y no sólo el mismo tipo, De igual manera, la distribución de 

las vanantes del HPV es una importante herramienta en los estudios de evolución 

molecular de los virus. 

Por último, es necesario destacar que si bien la infección por HPV es necesaria para el 

desarrollo de lesiones y su postenor progresión a cancer, no es un factor suficiente, 

sino que se ve apoyado por distintos factores desde los inherentes al huésped; como 

son los factores genéticos, hábito de fumar, uso de anticonceptivos, número de 

parejas sexuales, etc.: como los que dependen del virus (tIPO de HPV, variantes). 
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7. Conclusiones 

La técnica de SSCP es muy útil para identificar los diferentes tipos de HPV asi 

como muchas de las variantes en una cantidad grande de muestras. 

El flpo 16 fue el más frecuente con un 32.2% en las lesiones, que contrasta con un 

49.9% reportado para CaCU. Le sigue el tipo 18 con 9 6 % en lesiones, comparado 

con un 13.7% en tumores. 

Los tipos 16 y 18 tuvieron una tendencia a presentarse más en las lesiones que en 

los controles, lo cual era esperado pues son los tipos más oncogénicos. 

Los tipos menos frecuentes tuvieron un comportamiento similar dentro de los tres 

grupos, distribuyéndose de manera bastante unifonne. 

No se encontró diferencia entre la clona de referencia del HPV~16 y la variante AA 

dentro de ras lesiones de alto y bajo grado. Tampoco fue evidente la diferencia 

para el tipo 18 de referenCia y la 18 Af 
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